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Résumé

Les infections pédiatriques par le VIH-1 demeurent un probléme de santé majeur dans les
pays en voie de développement. En 2007, 2 millions d’enfants d4gés de 0 a 14 ans étaient
porteurs du VIH-1. Or, plus de 99% des cas pédiatriques de VIH-1 résultent de la

transmission du virus de la mére a I’enfant.

L’allaitement est responsable de plus de 40% des cas pédiatriques du VIH-1. La
transmission survient principalementment au niveau des intestins et implique, entre autres,
I’infection des cellules épithéliales intestinales. Les facteurs influengant 1’infection de ces
cellules par le VIH-1 demeurent cependant peu connus. Afin de mieux les comprendre,
nous avons analysé I’effet de différentes cytokines et d’un produit bactérien, la toxine du

choléra, sur la susceptibilité des cellules épithéliales intestinales a 1’infection par le VIH-1.

Nous avons découvert que plusieurs cytokines pouvaient influencer I’infection des cellules
épithéliales intestinales par le VIH-1. Les cytokines de type pro-inflammatoire telles que
I’IL-1 (o et B) et le TNF-a sont capables d’induire la transcription virale, tandis que les
cytokines IL-4 et IL-13 inhibent I’infection par le VIH-1. Cette inhibition survient a une
étape subséquente a la fusion virale et entraine une diminution de la synthése de I’ADN
proviral complet. Nous avons également découvert que la toxine produite par la bactérie
Vibrio cholerae, la toxine du choléra, est également capable d’inhiber I’infection par le
VIH-1 et que cette inhibition n’impliquait pas I’activation de la protéine kinase A (PKA).
Ces résultats permettent de mieux comprendre comment 1’environnement des cellules
épithéliales intestinales peut influencer leur susceptibilité a I’infection par le VIH-1. Une
meilleure compréhension de I’influence de I’environnement intestinal sur la susceptibilité
des cellules épithéliales intestinales a I’infection par le VIH-1 est essentielle a 1’élaboration

de nouvelles stratégies afin de réduire la transmission du VIH-1 par ’allaitement.
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Abstract

Paediatric HIV-1 infection is still a major health concern in developing countries. In 2007,
2 millions childrens below 14 years old were infected by HIV-1. More than 99% of those

paediatric HIV-1 infection result from mother-to-child transmission.

Breastfeeding is responsible for more than 40% of paediatric HIV-1 infection.
Transmission occurs principally in the intestine and involves, notably, the infection of
intestinal epithelial cells. Mechanisms influencing infection of those cells by HIV-1 are still
poorly characterized. In order to better understand those factors, we analysed the effects of
cytokines and of a bacterial product, the cholera toxin, on the susceptibility of intestinal

epithelial cells to HIV-1 infection.

We have found that many cytokines can influence the infection of intestinal epithelial cells
by HIV-1. Proinflammatory cytokines such as IL-1 (a and B) and TNF-a stimulate viral
transcription. In contrast, IL-4 and IL-13 inhibit HIV-1 infection. This inhibition occurs at a
post-fusion step and results in a decreased synthesis of complete proviral DNA. We also
found that the toxin produced by Vibrio cholerae, the cholera toxin, inhibits HIV-1
infection of intestinal epithelial cells and that this inhibition does not depend on protein
kinase A (PKA) activation. Those results allow a better comprehension of how the
intestinal environment can influence susceptibility of intestinal epithelial cells to HIV-1
infection and will contribute to the elaboration of new strategies for reducing HIV-1

transmission through breastfeeding.
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La théorie, c’est quand on sait tout et que
rien ne fonctionne. La pratique, c’est quand
tout fonctionne et que personne ne sait
pourquoi. Ici, nous avons réuni théorie et
pratique : Rien ne fonctionne... et personne
ne sait pourquoi!

Albert Einstein (1879-1955)
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Chapitre 1 : Les aspects épidémiologiques du VIH-1

1.1 L’épidémie du VIH-1

Les premiers cas du syndrome de I’immunodéficience humain (SIDA) sont survenus dans
la ville de San Francisco et étaient surtout diagnostiqués chez les homosexuels d’ou
I’appellation initiale du syndrome de I’immunodéficience humain relié aux homosexuels.
C’est en 1981 que la maladie a été renommée SIDA et le San Franscisco Chronicle y avait
consacré un article décrivant les sept symptomes caractéristiques de la maladie : une fiévre
persistant pendant plus de 4-5 jours, une perte de poids inexpliquée de 10 a 20 livres en
quelques mois, des maux et des douleurs semblables a ceux d’une infection virale persistant
pendant plus de 10 jours, des ganglions enflés pendant plus d’une semaine, 1’apparition de
tdches bleu/mauve sur la peau, des 1ésions d’herpes qui se détériorent et persistent pendant
plus de 5 semaines et une perte des capacités sensorielles ou motrices ou une défaillance

dans les fonctions neurologiques ou mentales.

Moins de 2 ans suivant la définition de la symptomatologie du SIDA, un virus a été isolé
d’une personne souffrant d’un syndrome de lymphoadénopathie par Frangoise
Barré-Sinoussi dans le laboratoire de Montagnier (1). Aprés la description de ce virus par le
laboratoire du docteur Luc Montagnier, deux autres groupes ont rapporté la présence de
rétrovirus chez les patients atteints du SIDA. L’équipe du docteur Gallo a appelé ce virus
HTLV-III (2) tandis que 1’équipe du docteur Levy a noté la présence de rétrovirus
possédant des caractéristiques des virus associés aux lymphoadénopathies (3). C’est en
1985 qu’il a été classé comme €tant un lentivirinae, une sous-famille appartenant aux
retrovirinae (4), et en 1986 qu’il a été renommé le virus de I’immunodéficience humaine
(VIH) (5). Peu aprés ’identification du VIH-1, un autre rétrovirus humain a été découvert
en Afrique et a ét€ appelé VIH-2 vu son homologie (30 4 60%) tant au niveau de sa

séquence que de sa structure (6).

L’épidémie du VIH-1 a cependant débuté bien avant ces premiers cas répertoriés a San

Francisco. Le premier cas documenté d’infection par le VIH-1 a été identifié dans un



échantillon prélevé en 1959 en République Démocratique du Congo (7). Grice a des
modeles d’analyse de la diversification des virus et des séquences d’ADN viral a des temps
de prélévements précis, il a été évalué que la diversification du groupe principal du VIH-1
(groupe M) a débuté vers les années 1930 (8, 9). Ces €tudes nous donnent seulement une
idée du temps minimal depuis le début de I’épidémie chez I’humain, mais ne nous
indiquent pas quand et comment le premier virus a infecté 1’humain. Il semble cependant
probable que I’épidémie ait débuté en République Démocratique du Congo puisque c’est
I’endroit ou le plus grand nombre de séquences divergentes ont été retrouvées (9). Le
premier cas de VIH-1 serait probablement di a la transmission par inadvertance du SIV a
partir d’un primate infect€ (10). Plusieurs hypotheses permettent d’expliquer le passage du
virus entre les singes et I’homme comme des morsures profondes par un animal infecté, des
coupures profondes lors du dépecage d’un animal infecté sans oublier la possibilité

d’infection par le sang lors de divers rites et coutumes.

En 2008, plus de 27 ans apres la premiere description du SIDA, on estime a 25 millions le
nombre de personnes qui sont décédées des suites du SIDA. De plus, I’épidémie continue a
faire rage et en 2007, le nombre de personnes vivant avec le VIH-1 était évalué a 33
millions au niveau mondial et a 73 000 au Canada (Figure 1). En Amérique du Nord, le
nombre de nouveaux cas annuels demeure stable, mais I’augmentation de I’espérance de
vie due a D’accessibilité aux antirétroviraux entraine une augmentation du nombre de

personnes vivant avec le VIH-1 chaque année.
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Figure 1 Prévalence mondiale de l'infection par le VIH-1

Carte mondiale indiquant la prévalence du VIH-1 chez les adultes en 2007.
Modifiée de www.unaids.org




1.2 La pathogénese

1.2.1 Les phases de I’infection

L’infection par le VIH-1 est caractérisée par une déplétion lente mais inexorable des.
lymphocytes T CD4+ qui, lorsque sous le seuil des 200 cellules par mm®, favorisent
I’apparition d’infections opportunistes. Le cours de I’infection par le VIH-1 peut se diviser
en trois phases : la phase de primo-infection, la phase asymptomatique et la phase SIDA
(Figure 2) (10). Les cohortes de patients infectés ont démontré que le temps moyen entre la
phase de primo-infection et la phase SIDA est d’environ 12 ans. Cette durée est similaire

entre les différents groupes a risque, les différents groupes ethniques et les différentes

régions géographiques.
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Figure 2 Pathogénese de I'infection par le VIH-1

La primo-infection est caractérisée par une réplication rapide du VIH-1 accompagnée d’une
chute drastique du compte des lymphocytes T CD4+ qui va remonter légérement. S’ensuit
la phase asymptomatique, phase durant laquelle le VIH-1 continue a se répliquer causant
ainsi une chute progressive du compte des lymphocytes T CD4+. La phase SIDA est
atteinte lorsque le compte des lymphocytes T CD4+ atteint un niveau critique menant a
I’apparition de diverses infections opportunistes et éventuellement au déces.

Modifiée de http://www.microbiologybytes.com/virology/AIDSI.html




Lors de la primo-infection, le VIH-1 est capté par les cellules dendritiques des muqueuses
via, par exemple, le récepteur DC-SIGN et est transporté au niveau des organes lymphoides
(11) ou il infecte les lymphocytes T CD4+ . Les cellules infectées demeurent alors au
niveau des organes lymphoides jusqu’a ce qu’un seuil de réplication soit atteint, soit
environ de 2 a 6 semaines (12). S’ensuit I’émergence de la virémie au niveau plasmatique
ou les niveaux d’ARN viraux peuvent atteindre 5 millions de copies d’ARN viral par ml.
Certains symptomes caractéristiques d’une grippe, tels que des rougeurs cutanées, des
ganglions douloureux et la présence de fie¢vre peuvent survenir (13, 14). Toutefois, cette
phase peut également demeurer asymptomatique. Le pic de virémie s’estompe
spontanément aprés 2 a 4 semaines, secondairement a la réponse immune, pour atteindre un
niveau relativement stable. Ce niveau varie considérablement entre les individus et est un

bon indicateur du pronostic (15).

La phase asymptomatique qui s’ensuit est caractérisée par une diminution lente et linéaire
des lymphocytes T CD4+ et une production constante de particules virales (16). Les
niveaux d’ARN plasmatiques sont trés variables entre les individus se situant entre des
concentrations indétectables (moins de 50 copies d’ARN viral par ml) a plus de un million
de copies d’ARN viral par ml (15). Durant cette phase, il est estimé qu’environ une cellule
mononucléaire du sang périphérique (PBMCs) sur cinquante mille est infectée par le VIH-1
et qu’entre dix et cent millions de virions sont produits chaque jour (17). Cette réplication
active du VIH-1 diminue I’espérance de vie des lymphocytes T CD4+ passant ainsi de 100
jours a 24-36 heures lorsqu’ils sont infectés (18). Plusieurs hypothéses ont été¢ émises afin
d’expliquer la chute des lymphocytes T CD4+ lors de la phase asymptomatique comme la
lyse des cellules infectées, la mort prématurée de celles-ci accompagnée d’un

renouvellement insuffisant et I’apoptose et /ou I’autophagie des cellules non-infectées.

La phase SIDA est caractérisée par un niveau de lymphocytes T CD4+ sous le seuil des 200
cellules par pl et un déclin rapide de ces derniers. Cet état d’immunodéficience rend
I’individu susceptible a une variété de pathogenes qui sont normalement éliminés par le

systéme immunitaire. La mort résulte le plus fréquemment d’une infection opportuniste.



1.2.2 La latence et les réservoirs viraux

Un réservoir viral est défini comme étant un type cellulaire ou une localisation anatomique
ou les virus/cellules infectées persistent avec une cinétique de réplication/niveau de
renouvellement plus lent que le pool de virus se répliquant activement. Les lymphocytes T
CD4+ peuvent ainsi devenir des réservoirs s’ils sont infectés par le VIH-1 au moment ou ils
se convertissent en cellules mémoires (19-23). Lors de cette conversion, les cellules
deviennent dans un état de repos et les facteurs de I’hote nécessaires a la réplication sont
peu exprimés ou séquestrés. Le VIH-1 peut alors s’intégrer dans I’ADN chromosomique de
la cellule et persister pour la durée de vie de la cellule. Les macrophages infectés, ayant un
niveau de renouvellement beaucoup plus lent que les lymphocytes T, sont également des

réservoirs malgré qu’ils générent continuellement des virus.

Ces réservoirs sont une véritable problématique pour la guérison du VIH-1 (21, 24). Chez
un individus infecté par le VIH-1, environ un lymphocyte T CD4+ quiescent sur un million
contient un ADN proviral compétent d’intégré (21, 24, 25). Malgré ce nombre limité de
cellules infectées de maniére latente, la demi-vie de ces cellules est estimée a 44 mois.
Selon ces données, afin qu’une personne infectée puisse éliminer compleétement le VIH-1
de son organisme, il faudrait 73 années de suppression complete de la réplication virale (21,
24). Une des stratégies proposée pour €liminer ces réservoirs est de forcer le VIH-1 a sortir
de sa latence par des traitements avec diverses cytokines (26-28) ou 1’utilisation de la
protéine Tat exogeéne (29). Cette stratégie ne sera cependant utile que si tous les virus

latents sont éliminés.




1.3 La transmission

1.3.1 La transmission sexuelle

La transmission hétérosexuelle est responsable d’environ 75 a 85% des infections par le
VIH-1 (30). La transmission peut survenir de I’homme vers la femme ou de la femme vers
I’homme (31) a une fréquence de 0.03 a 0.5% chez les couples discordants (32). Les
virions libres ainsi que les macrophages/lymphocytes infectés retrouvés dans le sperme (33)
et les sécrétions cervico-vaginales (34) sont responsables de la transmission sexuelle. En
Amérique du Nord, ce type de transmission est le principal mode de transmission du
VIH-1. Les relations sexuelles non-protégées entre hommes sont responsables de 40% des
nouvelles infections par le VIH-1 au Canada contre 33% pour les relations hétérosexuelles

a risques (Agence de santé publique du Canada, 2007).

1.3.2 La transmission meére-enfant

La transmission mere-enfant du VIH-1 peut survenir in utero, intrapartum (lors du travail)
ou pendant 1’allaitement (35) et est responsable de la majorit¢ des cas d’infections
pédiatriques par le VIH-1. Le taux de transmission varie entre 30 et 45% lorsque 1’enfant
est allaité selon la répartition suivante : 5 & 10% in utero, 10 & 20% intrapartum et 10 a
20% lors de ’allaitement (Figure 3). Lorsqu’une préparation de lait de formule est utilisée,
la transmission se situe entre 15 et 30%. Dans les pays développés, la disponibilité de la
trithérapie, I’accouchement par césarienne élective ainsi que 1’utilisation de lait de formule

a permis de réduire la transmission mere-enfant & moins de 1%.

La majorité de la transmission irn utero survient durant le troisieme trimestre de la grossesse
et implique le passage du virus a travers le placenta (36, 37). La transmission intrapartum
survient lorsque, a 1’accouchement, 1’enfant passe dans le canal vaginal et ingére les
sécrétions et le sang contaminés de la mére. Ce mécanisme de transmission compte pour

approximativement le deux-tiers des cas de transmission chez les enfants non-allaités (38)
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et peut etre abaiss€ en procédant a une césarienne €lective (39). Finalement, la transmission
mere-enfant lors de I’allaitement est la conséquence de la présence de virions libres (40) et

de cellules infectées (41, 42), principalement des macrophages, dans le lait maternel.

Enfants allaités
Le moment de |a transmission peut étre indétermingé
/\‘"‘
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¢ in utero ou |
| intrapartum | -
in utero intrapartum Total
5-10% | 10-20 % 15-30 %
Figure 3 Moment et taux de transmission mere-enfant du VIH-1

La transmission mere-enfant survient durant la grossesse (in utero), lors de 1’accouchement
(intrapartum) ou via 1’allaitement.
Modifiée de Lehman et al (35)

Le systéme intestinal peut étre impliqué dans tous les types de transmission meére-enfant
soit suite a I’ingestion du liquide amniotique (in utero), des sécrétions cervico-vaginales
et/ou du sang (intrapartum) ou du lait (post-partum — allaitement) contaminés par des
virions libres et/ou des cellules infectées (43-46). L’estomac des nouveaux-nés et des
enfants nourris seulement au lait n’a pas un pH tres acide et la majorité des virus arrivent
intact au niveau des intestins (44, 47). A ce niveau, les virus peuvent infecter les cellules
épithéliales intestinales, étre transportés au niveau du GALT par les cellules M ou étre
captés par les cellules dendritiques qui extensionnent leurs dendrites au niveau de la
lumiére intestinale (43, 45, 48-50). Une fois que le virus a atteint le GALT, il peut infecter

ses cellules cibles préférentielles, a savoir les lymphocytes T CD4+.




1.3.3 La transmission sanguine

Depuis 1985, les produits sanguins sont analysés pour la présence d’anticorps spécifiques
contre le VIH-1 (10) et les cas d’infection par le sang contaminé sont maintenant quasi
inexistants en Amérique du Nord. Ce mode de transmission consiste principalement en la
transmission du virus suite a I’échange de seringues souillées par les utilisateurs de drogues
intraveineuses et est responsable de 19% des nouvelles infections au Canada (Agence de

santé publique du Canada, 2007).

1.4 Les traitements

1.4.1 Les antirétroviraux

I1 y a présentement 21 drogues antirétrovirales approuvées par la FDA (food and drug
administration) qui peuvent étre divisées en quatre classes : les inhibiteurs de fusion, les
inhibiteurs de la transcriptase inverse nucléotidiques et non-nucléotidiques et les inhibiteurs
de la protéase. La thérapie antirétrovirale hautement active ou HAART (highly active
antiretroviral therapy) consiste en une combinaison de trois ou quatre drogues
antirétrovirales appartenant habituellement & au moins deux classes distinctes. La
combinaison la plus commune est composée de deux inhibiteurs nucléotidiques de la
transcriptase inverse et un inhibiteur de protéase ou un inhibiteur non-nucléotidique de la
transcriptase inverse. Le traitement HAART ralentit et dans certains cas arréte 1’évolution
virale, mais vu I’existence des réservoirs viraux ces traitements ne peuvent pas €liminer
totalement le VIH-1. Le but ultime des traitements antirétroviraux est d’obtenir une baisse
de la charge virale a moins de 50 copies d’ARN viral par ml de sang, minimisant ainsi
I’évolution virale et I’apparition de résistances. Les causes d’échec des traitements et du
développement de résistances sont la non-observance, une mauvaise combinaison des
diverses classes d’antirétroviraux et la monothérapie. Le probléme de résistance est
compliqué par I’existence des réservoirs viraux qui créent une résistance permanente (51,

52). De plus, plusieurs mutations conférent une résistance croisée a d’autres antirétroviraux.
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1.4.2 Les essais de vaccination

Le développement d’un vaccin contre le VIH-1 est une tache difficile car le virus possede
des propriétés tres distinctes des virus dont la vaccination est disponible. Les vaccins
approuvés chez 1’humain sont divisés en trois classes : les pathogénes vivants atténués
(ex. varicelle), les pathogeénes inactivés (ex. hépatite A) et les sous-unités protéiques
(ex. papilloma) (53). La stratégie de vaccination a I’aide de particules de VIH-1 atténuées
est beaucoup trop risquée car des mutations pourraient rendre de nouveau le virus
infectieux (54). L’utilisation de particules virales inactivées induit la production d’anticorps
contre les molécules de 1’hote incorporées par le virus et non contre les protéines virales
(55). Finalement, [’utilisation de la gpl120 comme sous-unité protéique entraine la

production d’anticorps, mais ces derniers n’ont pas montré d’effet protecteur (56).

Plusieurs propriétés du VIH-1 ralentissent le développement d’un vaccin efficace.
Premi¢rement, I’enveloppe du VIH-1 est difficile a neutraliser car c’est une protéine
hautement glycosylée et les régions conservées ciblées par les anticorps neutralisant sont
camouflées par les régions variables (57). Deuxiémement, I’infidélité de la transcriptase
inverse résulte en une diversité beaucoup plus grande que les autres virus dont un vaccin est
disponible. Troisiemement, le VIH-1 infecte les cellules du systéme immunitaire qui sont
critiques pour la réponse immune. Quatriemement, le VIH-1 est capable d’échapper au
systéme immunitaire griace a la latence et en diminuant 1’expression du CMH de classe 1
(58). Les efforts de vaccination se concentrent maintenant surtout sur la production d’une
réponse immunitaire basée sur les lymphocytes T cytotoxiques, mais il est important de
noter que ce type de vaccination protégerait contre le VIH-1 en contrélant et non en

prévenant I’infection (53).
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Chapitre 2 : Les aspects virologiques et moléculaires du
VIH-1

2.1 La classification

La famille des rétrovirus, dont fait partie le VIH-1, est un groupe trés diversifié de virus
présents chez tous les vertébrés. Ces virus ont un cycle de réplication unique qui les
différencie des autres virus. Leur particule virale contient un génome d’ARN qui, suite a
I’entrée dans la cellule, est rétrotranscrit en ADN double brin et s’intégre dans I’ADN
chromosomique cellulaire. Les rétrovirus ont originellement été classifiés en quatre
sous-familles (types A a D) selon la forme et la position de leur nucléocapside. Avec la
découverte constante de nouveaux rétrovirus, les classifications se sont succédées et le
comité international de la taxonomie des virus (ICTV) divise maintenant la famille des
retrovirinae en deux sous-familles et sept genres. Dans la sous-famille des
orthoretrovirinae, on retrouve les genres alpharetrovirus, betaretrovirus, gammaretrovirus,
deltaretrovirus, epsilonretrovirus et lentivirus. Dans la sous-famille des spumaretrovirinae,
on retrouve le genre spumavirus. Le VIH-1 fait partie de la sous-famille des

orthoretrovirinae sous le genre lentivirus.

Les rétrovirus se divisent €galement en virus simples ou complexes. Les rétrovirus simples
sont caractérisés par la présence d’au moins une région codante en plus de celles codant
pour les protéines communes Gag, Pol et Env. Ils n’encodent pour aucune protéine qui
affecte directement et spécifiquement la synthése d’ARN viral ou son €pissage. La plupart
des rétrovirus simples fabriquent seulement un ARNm mono-€piss€ codant pour
I’enveloppe et ils ne fabriquent jamais d’ARNm multi-épissés. Le VIH-1 appartient aux
rétrovirus complexes puisqu’il posséde plusieurs ARNm multi-épissés et code pour les
protéines Tat et Rev qui affectent respectivement la transcription virale et I’épissage des

ARNm.
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2.2 Le génome viral

Le VIH-1 possede un génome de 9.7-kb et sa séquence nucléotidique, contrairement aux
rétrovirus typiques tels qu”’ALV et MuLV qui ne codent que pour gag, pol et env, contient
plusieurs cadres de lecture qui se superposent. Le VIH-1 code donc pour 9 génes viraux
soit gag, pol, env, vif, vpr, vpu, rev, tat et nef (Figure 4). Les génes gag, pol et env codent
pour des polyprotéines. La polyprotéine Gag est clivée par la protéase virale en protéines de
la rhatrice (MA), de la capside (CA), de la nucléoprotéine (NC) ainsi que p6 tandis que la
polyprotéine Pol génére les enzymes virales de la transcriptase inverse, de I’intégrase et de
la protéase. Finalement, la polyprotéine de I’enveloppe est clivée par des enzymes
cellulaires au niveau du réticulum endoplasmique et permet 1’obtention des glycoprotéines
d’enveloppe transmembranaire gp41 (TM) et de surface gpl20 (SU) qui demeurent

associées entre elles par des liaisons non-covalentes.
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Figure 4 Organisation génomique du VIH-1

Le VIH-1 posseéde neuf génes bordés de deux LTR. Ces génes peuvent &tre divisés en
quatre classes : protéines structurales, protéines de 1’enveloppe, enzymes virales et
protéines accessoires. '

Modifiée de http://www.stanford.edu/group/virus/retro/2005gongishmail/HIV.html
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Le génome du VIH-1 est bordé par 2 LTR (long terminal repeat) qui sont générés lors du
processus de la transcription inverse. Chaque LTR est divis€é en trois régions: U3
(unique 3’), R (repeat) et U5 (unique 5°). La région R participe a une des premiéres étapes
de la transcription inverse en formant des ponts intermoléculaires d’ADN-ARN liant ainsi
le brin d’ADN nouvellement synthétisé avec le brin d’ARN génomique servant de matrice.
La région U5 contribue a I’incorporation du génome viral dans les particules virales
naissantes. Finalement, dans le contexte d’'un ADN viral intégré, la fonction majeure du
LTR est la régulation de la synthése d’ARNm. Le promoteur et les €léments régulateurs
sont localisés dans la région U3 du LTR situé en 5° de I’ADN proviral. La région U3 du

LTR 3’ contient la fin de la séquence qui code pour la protéine Nef.

2.3 Les protéines virales

2.3.1 Les protéines structurales

Le VIH-1 est un virus enveloppé de forme sphérique possédant un diametre variant de 110
a 140 nm. La particule virale est constituée d’une bicouche lipidique riche en cholestérol
(59) dans laquelle sont ancrées les glycoprotéines virales de 1’enveloppe (Env) et certaines
molécules membranaires en provenance de la cellule hote. Sous cette bicouche lipidique et
ancrée a cette derniére se trouve la membrane virale. Elle est composée des protéines de la
matrice (MA) qui forment une coquille sphérique. Dans le centre de la particule virale
mature, c’est-a-dire aprés le clivage par la protéase virale, se trouve la capside (CA) de
forme conique. A D’intérieur de cette capside se trouvent les enzymes virales de la
transcriptase inverse et de 1’intégrase, ainsi que les protéines de la nucléocapside (NC)
complexées avec le génome d’ARN viral qui est composé¢ de deux molécules d’ARN

monocaténaires positifs et identiques (Figure 5).

Les protéines structurales virales (MA, CA, NC et le domaine C-terminal p6“°%)
proviennent de la polyprotéine précurseur Gag, aussi appelée Pr55%%. Cette polyprotéine
est traduite par les ribosomes libres présents dans le cytoplasme cellulaire a partir d’un

ARNm viral non-épissé. Les protéines structurales sont les seules molécules requises pour
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la formation de pseudo-particules virales et environ 5000 copies de chacune de ces
protéines sont présentes dans chaque particule virale (60). Elles sont responsables de
I’encapsidation du génome d’ARN viral ainsi que de I’incorporation des glycoprotéines

d’enveloppe et du précurseur Gag-Pol, aussi appelé Pr160¢ !,

Vif, Vpr, Nef

Membrane

gp4l lipidique
Intégrase
Nucléocapside
‘.
Transcriptase
inverse
Génome d’ARN viral
Figure 5 Représentation schématique d’un virus mature du VIH-1

Le VIH-1 comporte deux copies d’ARN simple brin protégés par une nucléocapside et
associés aux enzymes virales de la transcriptase inverse et de I’intégrase. Une capside
entoure cette structure d’ARN qui contient également les protéines accessoires Vif, Vpr et
Nef. La matrice protege le tout et est recouverte d’une membrane enrichie en protéines de

I’enveloppe.
Modifiée de http://www.stanford.edu/group/virus/retro/2005gongishmail/HIV.html

2.3.2 Les protéines accessoires

Les protéines accessoires sont caractéristiques des rétrovirus complexes. Le génome du
VIH-1 encode pour six protéines accessoires soit Vif, Vpr, Vpu, Nef, Rev et Tat. Les

protéines accessoires ont des fonctions diversifiées, mais jusqu’a maintenant, aucune
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activité enzymatique ne leur a été attribuée. Les protéines Vif, Vpr et Nef sont exprimées
par la plupart des isolats du VIH-1, VIH-2 et SIV (61). Contrairement aux autres protéines
accessoires, la protéine Vpu est seulement retrouvée dans les isolats du VIH-1 et certaines
souches de SIV. Finalement, la protéine Vpx n’est pas retrouvée dans les isolats du VIH-1,

mais est commune chez le VIH-2 et le SIV.

2.3.2.1 Vif

Vif, un acronyme pour virion infectivity factor, est une protéine exprimée par tous les
lentivirus & 1’exception du Equine infectious anemia virus (62). Celle-ci est une protéine de
23-kDa qui est produite tardivement dans le cycle viral et nécessite la présence de Rev (63).
Chaque virion contient environ 1 a 150 copies de Vif et son incorporation dans la particule
virale se fait grice a son association avec I’ARN viral (64). Sa présence n’est pas
essentielle pour 1’obtention de particules virales infectieuses a partir de cellules permissives
(65). Cependant, sa délétion est associée a une baisse d’infectivité lorsque le virus
bourgeonne a partir de cellules non-permissives (66). L’hypothése de la présence d’un
facteur inhibiteur dans les cellules non-permissives a été postulée puisqu’il a été découvert
que la présence de Vif dans les cellules cibles ne permettait pas de complémenter 1’absence
de Vif dans les particules virales (67). C’est en 2002 que ce facteur inhibiteur, la
désaminase cellulaire APOBEC3G, a été découvert (68). L’absence de Vif dans les cellules
productrices est associée a une incorporation d’APOBEC3G dans la particule virale. Cette
incorporation d’APOBEC3G résulte en une formation anormale du complexe de

rétrotranscription (69).

Le contréle d’APOBEC3G par Vif implique de multiples mécanismes. Premi¢rement, la
liaison d’APOBEC3G a Vif I’exclut des virions en formation. Deuxi¢émement, la liaison de
Vif a I’ARN viral masque la région nécessaire pour ’incorporation d’APOBEC3G dans la
particule virale (70). Troisiemement, Vif entraine la dégradation d’APOBEC3G grace a sa
capacité a lier le complexe d’ubiquination (71). Finalement, 1’interaction entre ces deux
protéines pourrait affecter 1’activité déaminase d’APOBEC3G. Outre ses fonctions dans

I’exclusion du facteur inhibiteur APOBEC3G, Vif pourrait aussi avoir une activité associée
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au virion. Il a été proposé que Vif puisse agir comme un inhibiteur de la protéase virale.
Cette fonction empécherait la maturation prématurée de la polyprotéine Gag/Pol (72). De
plus, la protéine Vif est incorporée dans la particule virale ou elle est associée avec le
noyau viral et coprécipite avec la transcriptase inverse et l’intégrase (73). Il est donc

possible que cette derniére participe aux étapes précoces du cycle viral.

2.3.2.2 Vpr

Vpr, un acronyme pour viral protein R, est une protéine hautement conservée au niveau du
VIH, du SIV et des autres lentivirus (74). C’est la protéine virale préférentiellement ciblée
par la réponse immune dépendante des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) (75) et elle joue
plusieurs réles au niveau des cellules infectées. Son premier réle est le transport nucléaire
du complexe de préintégration. Deux hypothéses ont été formulées pour expliquer le role
de Vpr dans I’import nucléaire. Selon la premiere hypotheése, Vpr pourrait diriger le
complexe de préintégration directement au noyau, sans la nécessité d’un systéme dépendant
de I’importine (76) tandis que selon la seconde hypothése, Vpr pourrait modifier le systeme
d’importation nucléaire dépendant de I’importine (77, 78). La capacité de Vpr a détruire
I’enveloppe nucléaire supporte la premicre hypotheése (79) tandis que sa capacité a lier

I’importine a (77, 78) supporte la seconde hypothese.

Le second role de Vpr est I’arrét du cycle cellulaire en phase G2. Cet arrét est subséquent a
une cascade de phosphorylation qui entraine la phosphorylation et 1’inactivation de CDK1,
une protéine kinase dépendante des cyclines qui est essentielle pour la transition de la phase

G2 vers la phase M du cycle cellulaire (80).

Finalement, la troisiéme fonction de Vpr est I’induction de ’apoptose (81). Vpr traverse la
membrane mitochondriale externe, possiblement via un canal, et induit la dépolarisation de
la membrane mitochondriale interne. Cette perturbation de la membrane interne provoque
une perforation de la membrane externe et une libération des facteurs apoptotiques
(cytochrome ¢) par un mécanisme encore mal connu. Cette voie d’apoptose induite par Vpr

meéne a I’activation de la caspase 9 qui résulte en ’activation de la caspase 3 et I’apoptose
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cellulaire (82). Vpr induit également I’apoptose en séquestrant le facteur anti-apoptotique
de la membrane mitochondriale externe, HAX-1 (83). De plus, la localisation
majoritairement nucléaire de Vpr (84) et sa capacité a activer I’apoptose de manicre
caspase indépendante (85) suggérent que Vpr pourrait également induire 1’apoptose par une

voie indépendante des mitochondries.

2.3.2.3 Vpu

Vpu, un acronyme pour viral protein U, est une protéine transmembranaire peu
immunogene qui n’est pas incorporée dans la particule virale (75, 86, 87). Cette protéine
accessoire est seulement retrouvée chez les souches du VIH de type 1, mais il a été
démontré que certaines enveloppes des souches du VIH de type 2 pouvaient assumer
certaines fonctions de Vpu (88). La protéine Vpu a deux fonctions principales : elle
promeut le relachement efficace des particules virales de la surface cellulaire (89) et elle

induit la dégradation de la molécule cellulaire CD4.

Dans un premier temps, la protéine Vpu est essentielle au bourgeonnement du VIH-1
lorsque la cellule n’est pas en état de prolifération active, comme par exemple, lorsque la
cellule est quiescente ou en différentiation terminale (macrophages) (90). Cette fonction de
Vpu nécessite ’intégrité de la partie transmembranaire de la protéine. Plusieurs
mécanismes d’action ont été proposés pour expliquer le meilleur bourgeonnement en
présence de Vpu dont un meilleur transport des précurseurs Gag a la membrane plasmique,
une augmentation de 1’affinité de la matrice pour les lipides de 1a membrane plasmique (91)
et une activité de canal ionique (92). Cette activité de canal ionique pourrait favoriser le
bourgeonnement en modifiant le potentiel électrique de la membrane plasmique, ce qui
pourrait déstabiliser la membrane et favoriser le bourgeonnement ou activer des facteurs
cellulaires impliqués dans les étapes tardives du bourgeonnement. Il a également été
suggéré que Vpu pourrait inhiber un facteur de restriction cellulaire, TASK-1 (canal K+),
qui bloquerait la production virale (93). Finalement, en 2008, il a été¢ démontré que Vpu
antagonisait 1’effet de CD317 (BST2), une protéine cellulaire inhibant le relachement des

particules virales de la membrane cellulaire (94).
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Dans un deuxieme temps, Vpu agit de concert avec la gp160 pour réguler négativement
I’expression du CD4. Au niveau du réticulum endoplasmique, la gp160 lie la molécule CD4
(95) et bloque ainsi sa maturation et son transport vers la membrane plasmique. La protéine
Vpu entraine une dégradation rapide du CD4 emprisonné dans le réticulum endoplasmique
(96) permettant ainsi la libération de la gpl60 et son transport vers la membrane
plasmique (97). Cette dégradation nécessite une interaction directe entre la molécule CD4
et la protéine virale Vpu, mais également I’interaction entre Vpu et BTrCP (98) qui permet

le recrutement de la machinerie de dégradation du protéasome.

2.3.2.4 Nef

Nef, un acronyme pour negative factor, est une petite protéine majoritairement localisée
dans la région périnucléaire avec une faible présence a la membrane plasmique (99). Son
nom découle du fait qu’elle a été originalement caractérisée comme étant un facteur
régulant négativement la réplication du VIH-1 (100). Elle est produite de maniére précoce
dans le cycle viral et pourrait étre importante dans 1’optimisation de I’expression cellulaire
afin de favoriser la réplication virale. Ses quatre principales fonctions sont la régulation
négative de 1’expression a la surface cellulaire du CD4 et du CMH-1, I’activation cellulaire
et I’augmentation de ’infectivité des virus de fagon indépendante du CD4. Toutes ces

fonctions de Nef ont pour effet d’augmenter la réplication virale.

Dans un premier temps, la modulation négative de I’expression du CD4, qui implique son
internalisation et sa dégradation par le systéme lysosomal (101), rend les cellules infectées
résistantes a une superinfection par le VIH-1 qui serait désavantageuse (102). Elle prévient
également les effets néfastes de la présence du CD4 a la surface cellulaire comme
I’inhibition du bourgeonnement viral et une diminution de I’infectivité des virions dii & une
séquestration de 1’enveloppe virale (103, 104). Dans un deuxiéme temps, l’activation
cellulaire par Nef rend les cellules plus susceptibles a I’infection par le VIH-1. De plus,
I’expression de Nef régule positivement plusieurs geénes qui activent directement ou
indirectement le LTR du VIH-1 (105). Les voies de signalisation induites par Nef

demeurent encore mal connues, mais il est probable que plusieurs kinases soient impliquées
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telles que la PAK (106-108). Dans un troisieme temps, la régulation négative de
I’expression du CMH-1 en surface permet aux cellules infectées d’échapper a la réponse
immunitaire lors d’une réplication virale active (109). Finalement, Nef est capable
d’augmenter ’infectivité du VIH-1 dans un systéme d’infection limité & un cycle. Cette
fonction de Nef est distincte de son réle dans la production de virions compétent via la
modulation du CD4. Les mécanismes exacts sont encore inconnus, mais il a été suggéré
que Nef pourrait augmenter 1’entrée virale (110, 111) et agir directement ou indirectement

pour faciliter le passage de la capside virale a travers I’actine corticale (112).

2.3.2.4 Tat et Rev

Tat, un acronyme pour trans-activator of transcription, est la protéine responsable de la
transactivation virale. C’est une protéine de 14-kDa qui peut étre divisée en cinq domaines.
Les domaines 1 a 3 sont essentiels pour son activité de transactivation. Le domaine 4
permet sa liaison & I’ARN viral et sa localisation nucléaire tandis que le domaine 5
contribue a I’infectivité¢ virale et est responsable des autres fonctions de Tat (113). Les

mécanismes d’action de Tat sont décrits en de plus amples détails dans la section 2.4.7.

Rev, un acronyme pour regulator of expression of virion proteins, est la protéine
responsable de I’export des ARNm non-épissés et mono-épissés. C’est une petite protéine
de 13-kDa ayant deux domaines fonctionnels. Le domaine N-terminal est riche en arginine
et permet la liaison spécifique des ARNm viraux et sa localisation nucléaire (114, 115). De
chaque c6té se trouvent des séquences requises pour la multimérisation de Rev (116). Le
domaine C-terminal est riche en leucine et contient le signal d’export nucléaire (117). Les

mécanismes d’action de Rev sont décrits en de plus amples détails dans la section 2.4.8.

2.4 Le cycle viral

Le cycle viral du VIH-1 peut étre divisé en dix grandes étapes (Figure 6). Le cycle débute

lorsqu’une particule virale s’attache a la surface cellulaire, d’abord via les molécules
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d’attachement puis via les glycoprotéines de 1’enveloppe. Le virus fusionne alors avec la
membrane plasmique, une étape indépendante du pH. S’ensuit les étapes de la transcription
inverse, de la décapsidation, du transport au noyau, de I’intégration et de la transcription
virale. Les nouveaux virions vont s’assembler au niveau de la membrane plasmique d’ot ils
vont bourgeonner et subir une dernicre €tape de maturation par la protéase virale. Les

sections 2.4.1 2 2.4.9 décrivent en détails ces €tapes du cycle viral.

Protéines Protéines
réguletrices structurales
‘ précoces Gag régulatrices
% virale bie 4 o M.
. ev Env ! e
: Nef b RV \ A 3?;8 lat:
ARN viral simple brin Phase précoce _ Phase tardive

‘Transcription ' '\’ Traduction
viral double brin i

dépendant

N : :
Oyau independant Export

des ARNm

e "RRE

v

; ARNmM multi-episse
Intégration

Transcription
irus RRE

ARNmM mono-épisse
Ou non-épisse

ADN chromosomigue

Figure 6 Le cycle de réplication du VIH-1

L’infection par le VIH-1 débute par I’adsorption des virus et leur liaison aux récepteurs et
corécepteurs. La fusion virale est un processus indépendant du pH et est suivie de la
décapsidation de la particule virale. La transcription inverse survient au niveau de la
capside virale et I’ADN double brin qui en résulte est transporté au niveau du noyau, ol
I’intégration au niveau de I’ADN chromosomique de 1’hdte est catalysée par 1’intégrase
virale. La transcription virale meéne a la production d’ARNm servant a la synthése des
protéines virales. Les particules virales s’assemblent au niveau de la membrane plasmique
d’ou ils bourgeonnent. Le cycle viral se termine par la maturation de la particule virale suite
a la protéolyse par la protéase virale.

Modifiée de http://picasaweb.google.com/rosaak/AssortedArt#5076585616545398322
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2.4.1 L’attachement

2.4.1.1 Les molécules d’attachement

L’attachement de la particule virale a la surface cellulaire est une étape limitante du cycle
viral. En effet, avant I’attachement, la particule virale doit effectuer une recherche
tridimensionnelle afin de trouver une cellule cible potentielle. L’interaction initiale entre le
virus et la cellule cible est grandement favorisée par la présence de molécules
d’attachement tant a la surface du virion qu’a la surface cellulaire. L’interaction initiale
peut étre non-spécifique (€lectrostatique) comme dans le cas de 1’héparine sulfate ou
spécifique comme dans le cas des molécules d’adhésion. Ces facteurs d’attachement ne
sont pas nécessaires pour le processus de fusion, mais leur présence peut affecter

positivement 1’infection en facilitant la liaison au récepteur.

Les molécules d’adhésion présentes a la surface des virions (Tableau 1) sont incorporées
lors du processus de bourgeonnement (118) ce qui fait que la cellule productrice joue un
role important dans le profil des molécules de 1’héte incorporées par le VIH-1. Ces
molécules peuvent constituer une grande partie des protéines présentes a la surface du virus
et I’enveloppe virale peut ne représenter que 1% des protéines totales (119, 120). Ces
molécules associées aux virions vont interagir avec leurs récepteurs sur les cellules cibles et
ainsi promouvoir ’attachement viral. L’incorporation de ces molécules dans la membrane
virale ne semble pas aléatoire (121) et plusieurs mécanismes d’incorporation sélective ont
été proposés. Dans le premier modele, les molécules hautement associées au cytosquelette
seraient exclues du virus. Dans le deuxiéme modele, le cytosquelette pourrait, au contraire,
jouer un role dans I’inclusion des molécules de I’hdte au niveau de la membrane virale.
Dans le troisieme modele, les molécules seraient incorporées de maniére passive
lorsqu’elles sont présentes au niveau du site de bourgeonnement. Finalement dans le
dernier modéle, des interactions entre les molécules de 1’hdte et les protéines virales
régiraient 1’incorporation. Il est important de noter que ces différents mod¢les ne sont pas
exclusifs et que différents mécanismes pourraient régir ’incorporation de différentes

molécules de 1’hote.
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Protéine Fonction cellulaire

CD2/LFA-2 Adhésion cellulaire, activation des lymphocytes T
CD11a/LFA-1 Liaison ICAM, adhésion cellulaire

CD11b/CR3 Liaison ICAM, adhésion cellulaire

CD18 Liaison ICAM et fibrinogene, adhésion cellulaire
CD31/PECAM Adhésion cellulaire

CD44 Récepteur de I’acide hyaluronique, adhésion cellulaire

CD54/ICAM-1

CD58/LFA-3

CD62L/LAM-1

ICAM-2

ICAM-3

Liaison LFA-1, adhésion et signalisation cellulaire
Adhésion cellulaire, activation lymphocytes T
Adhésion cellulaire

Liaison LFA-1, adhésion et signalisation cellulaire

Liaison LFA-1, adhésion et signalisation cellulaire

Tableaul  Les molécules d’adhésion de I’héte incorporées par le VIH-1

Modifié de Ott (122)

2.4.1.2 Les récepteurs et corécepteurs

Suite a la liaison de la particule virale a la surface cellulaire via les molécules
d’attachement, le virus peut limiter sa recherche & une analyse bidimensionnelle. Le
récepteur principal du VIH-1 est la molécule CD4 qui sert également de récepteur pour le
VIH-2 et le SIV (123). La molécule CD4 est une glycoprotéine membranaire de la
superfamille des immunoglobulines qui est associée aux radeaux lipidiques (124). Elle est
principalement exprimée a la surface des thymocytes, des lymphocytes T auxiliaires et des
cellules de type monocyte/macrophages (125). Ses principales fonctions sont la maturation
des lymphocytes T et la stabilisation de I’interaction entre le TCR et le CMH-II (126, 127).
La molécule CD4 est composée de quatre domaines extracellulaires désignés D1 a D4 (128,

129), d’une région transmembranaire hydrophobique et d’une queue cytoplasmique
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hautement chargée (130). La région CDR2 du domaine D1 est impliquée dans la liaison de

la gp120 (131-134).

Le galactosyl céramide (GalCer) peut servir de récepteur au niveau des cellules neuronales
et épithéliales (135, 136) qui ne posseédent pas le récepteur principal CD4. C’est un
glycolipide composé d’une téte polaire, constituée d’un galactose unique, liée a une
céramide. Les céramides sont une famille de lipides issus de la liaison, par son groupement
amine, de la spingosine a un acide gras. Le GalCer participe a la formation de
microdomaines, les radeaux lipidiques, qui sont importants pour 1’entrée du VIH-1. Au
niveau du GalCer, la téte polaire, constituée du galactose, semble étre 1’élément critique
pour la liaison de la gp120, mais la partie céramide semble également importante (137). Au
niveau du VIH-1, la boucle V3 de la gp120 ou un site proche au niveau conformationnel
(138) semble importante pour la liaison du GalCer. Des €tudes plus récentes ont montré que

les résidus 650-685 de la gp41 pouvaient également lier le GalCer (139).

La liaison du récepteur CD4 ou GalCer induit un changement de conformation au niveau de
la gp120 qui va permettre I’interaction avec le corécepteur, un récepteur a 7 domaines
transmembranaires couplés aux protéines G. Les deux principaux corécepteurs utilisés in
vivo par le VIH-1 sont le CXCR4 et le CCRS. La spécificité du corécepteur est controlée
principalement par la séquences d’acide aminé de la boucle V3 de la gpl120, mais les
régions V1 et V2 sont également importantes (140-143). Plusieurs corécepteurs alternatifs
(Tableau 2) peuvent étre utilisés par certaines souches du VIH-1 pour I’infection de lignées

cellulaire indicatrices, mais leur importance in vivo demeure incertaine (144-146).
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Corécepteur Type cellulaire ou tissue

CCR2b Monocytes/macrophages et lymphocytes T

CCR3 Eosinophiles, microglie et Ty2

CCRS Lymphocytes T activées, monocytes/macrophages
et cellules dendritiques

CCRS8 Ty2, thymocytes et cerveau

CCR9 Lymphocytes, cerveau et placenta

CXCR4 Lymphocytes, monocytes et cerveau

CX;CR1 Cellules NK, lymphocytes T CDS8 et cerveau

GPR1 Macrophages tissulaires et cerveau

GPR15 (BOB)

STRL33 (Bonzo)

APJ

ChemR23

RDCI

Récepteur leucotriene B4 (BLTR)

CMV (US28)

Lymphocytes T et colon

Lymphocytes T, monocytes/macrophages et
placenta

Systéme nerveux central
Macrophages et cellules dendritiques
Lymphocytes et cerveau

Leucocytes

Cellules infectées par le cytomégalovirus (CMV)

Tableau2  Les corécepteurs du VIH-1 et leurs patrons d'expression

Modifié de Simmons et al. (147)

2.4.2 La fusion

Le VIH-1 est un virus enveloppé qui fusionne avec la membrane cellulaire de fagon pH

indépendante. C’est la glycoprotéine de I’enveloppe virale, la gp160, qui est responsable de

la fusion. A la surface de la particule virale, ’enveloppe virale est sous forme de trimére et
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est organisée en pointes oligomériques ancrées dans la membrane virale. La gpl60 est
composée de deux sous-unités soit la gpl20, responsable de la liaison au
récepteur/corécepteur, et la gp41, responsable de la fusion. La glycoprotéine de I’enveloppe
gp120 contient cinq domaines hypervariables, nommés V1 a V5, séparés par cinq domaines
conservés nommés C1 a C5 (148). Elle est organisée en 3 domaines : le domaine interne, le
domaine externe et le feuillet de liaison (149). Le domaine interne est formé principalement
des régions C1 et C5, est tres peu glycosylé (149, 150) et est nécessaire pour la liaison a la
gp41(151). Les régions variables, exposées a la surface de la gp120 (152), sont hautement
glycosylées et font partie du domaine externe. Finalement, le feuillet de liaison forme un
pont entre le domaine interne et externe. Le domaine de liaison a la molécule CD4 est une
structure formée 2 Iinterface de ces 3 régions. A I’intérieur de cet interface repose une

poche hydrophobique appelée « la cavité Phe43 » (149, 150).

Liaison au

Attachement .
corecepteur

w-

Fusion des membranes
Changement de

conformation

-—
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\
| —

Figure 7 Mécanisme de fusion du VIH-1

La liaison du VIH-1 & son récepteur entraine un changement de conformation au niveau de
la gp120 qui permet I’exposition du site de liaison au corécepteur. La liaison du corécepteur
entraine un deuxiéme changement de conformation au niveau de la gp4l permettant
I’exposition du peptide de fusion, son insertion dans la membrane cellulaire et la fusion des

membranes.
Modifiée de www.Roche-HIV.com

La liaison de la gp120 au récepteur cellulaire (CD4 ou GalCer) est la premiére étape de la
fusion virale et implique la liaison de plusieurs récepteurs par une méme particule virale
permettant ainsi d’augmenter 1’avidité et d’offrir une liaison presque irréversible. Cette

liaison entralne un premier changement de conformation au niveau de la gp120 qui expose
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alors des régions essentielles, telles que la boucle V3, a la liaison du corécepteur (153).
L’interaction entre la gpl20 et le corécepteur va entrainer un second changement de
conformation, au niveau de la gp41 cette fois-ci, menant a la formation d’un intermédiaire
de pré-fusion. La formation de cet intermédiaire permet de rapprocher le peptide de fusion,
situé en position N-terminale de la gp41, de la membrane cellulaire cible, suivi de son
insertion dans cette derniére. Les domaines N-terminal et C-terminal de la gp41 viennent
alors s’associer 1’'un a 1’autre, rapprochant ainsi les deux membranes (154, 155). La
déstabilisation locale des membranes causée par I’insertion du peptide de fusion facilite la

fusion des membranes cellulaires et virales (156).

2.4.3 La transcription inverse

La transcription inverse est un mécanisme qui est partagé par les rétrovirus, les
rétrotransposons et les hepadnavirus. Dans le cas des rétrovirus, elle est catalysée par la
transcriptase inverse (RT), une enzyme virale composée de 2 sous-unités, soit la p66 qui
posséde un domaine polymérase et un domaine RNAseH et 1a pS1 qui posséde seulement
un domaine polymérase (157). L’initiation de la transcription inverse survient rapidement
aprés le bourgeonnement (158) lorsque I’ARNt (Lys3) cellulaire, qui est sélectivement
incorporé dans la particule virale (159), lie sa séquence complémentaire, appelée PBS pour
primer-binding site, au niveau du génome d’ARN viral. La RT catalyse 1’extension a partir
de cette structure d’ARN-ARN et un ADNc (-) de la région 5’ R est synthétisé. Le domaine
RNAseH dégrade alors le brin d’ARN qui est associé a I’ADNc ce qui a pour conséquence
le relaichement de I’ADNc suivi de son association avec la région 3’ R. On nomme cette
étape la réaction de transfert du premier brin. L’ADNCc qui a été transféré au niveau de la
région 3’ R de I’ARN viral sert alors d’amorce pour la complétion de la synthése de
I’ADNCc (-). Le domaine RNAseH de la RT dégrade ensuite le génome d’ARN viral. Cette
dégradation est cependant incompléte et deux fragments de polypurines sont conservés. Un
de ces fragments se situe dans la région U3 (3’-PPT) tandis que le deuxieme fragment se
situe au centre (cPPT). Ces séquences d’ARN résistant a la RNAseH vont servir d’amorce

pour la synthése du deuxiéme brin d’ADN (+). La synth¢se de ’ADN positif & partir du
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cPPT va s’arréter au niveau de I’ARNt (160) qui va étre enlevé par la RNAseH. La
dégradation de I’ARNt va entrainer le transfert du second brin d’ADN qui va se lier a
I’extrémité 3’ du brin d’ADN négatif. L’élongation a partir de ce deuxiéme brin transféré se
poursuit jusqu’a la rencontre du brin contenant le motif cPPT et se continue par un
mécanisme de déplacement du brin existant jusqu’a ce que la RT rencontre la séquence de
terminaison centrale. Cette séquence se situe a environ 80-100 nucléotides en aval du cPPT.
Cette ¢longation par déplacement va permettre la création d’un ADN simple brin de
polarité positive d’environ 100 nucléotides situé au centre de I’ADN viral appelé séquence
flap. Cette séquence est caractéristique des lentivirus et est importante pour I’import

nucléaire (161, 162).
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Figure 8 Mécanisme de la transcription inverse du VIH-1

Le processus de la transcription inverse est initi€ lorsque 1’ARNt se lie au niveau de ’ARN
viral entrainant I’initiation de la synthése du brin d’ADN (-). Le transfert de ce nouveau
brin d’ADN de I’extrémité 5’ vers I’extrémité 3’ de I’ARN virale permet de poursuivre la
synthése du brin d’ADN (-). Suite a la dégradation de I’ARN viral, la synth¢se de I’ADN
(+) est initiée. La dégradation de I’ARNt entraine le transfert du second brin et la
complétion de la synthése des deux brins d’ADN.

Modifiée de Abbink et Berkhout (163)
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2.4.4 La décapsidation

La décapsidation est le processus de dissociation de la capside virale qui a pour objectif de
libérer le génome viral. Trés peu de données sont connues sur la mécanistique exacte
régissant la décapsidation. Dans les derniéres années, il a été démontré que cette étape du
cycle viral requiert des facteurs cellulaires spécifiques a 1’activation et que ce processus
n’est pas spontané (164). Cette activité de décapsidation spécifique a I’activation cellulaire
serait entre autre associée a une augmentation de la transcription inverse. En plus des
facteurs cellulaires, les protéines de la capside virale semblent jouer un réle important dans
la décapsidation. Chez plusieurs virus, il a été proposé que de la phosphorylation de la
capside permettrait la décapsidation (165). Dans le cas du VIH-1, la substitution des sérines
impliquées dans la phosphorylation de la capside diminue la décapsidation, mais le
traitement des capsides par une phosphatase n’a aucun effet (166). Ceci suggere que la
capside du VIH-1 n’a pas besoin d’étre phosphorylée pour se dissocier. En plus d’une
mécanistique encore mal connue, le lieu de la décapsidation demeure tres controversé. Une
premiére hypothése propose que la décapsidation survient immédiatement apres la fusion
virale. Une deuxiéme hypothése suggere plutét que la capside virale demeure intacte
jusqu’a son arrivée au niveau de la membrane nucléaire ou elle se dissocie. Une étude
récente a montré par microscopie €lectronique que la décapsidation se produit du cété
cytoplasmique du pore nucléaire et non immédiatement apres la fusion (Figure 9) (167).
Cette étude démontre également que la séquence flap, produite lors de la transcription
inverse, est importante pour le processus de décapsidation en plus de jouer un réle dans

I’import nucléaire (168).
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Figure 9 Décapsidation et transport nucléaire du VIH-1

(1) Suite a la fusion virale, le VIH-1 doit traverser le réseau d’actine corticale présent sous
la membrane plasmique. (2) Le complexe de transcription inverse est ensuite rapidement
transporté au niveau du compartiment nucléaire via le réseau de microtubules ou (3) il est
transféré aux filaments d’actine a proximité du noyau qui le transporte lentement vers la
membrane nucléaire. (5 et 6) La majorité de la transcription inverse aurait lieu dans la
capside intacte au niveau du pore nucléaire. (6) La complétion de la synthese de I’ADN
viral et (7) la formation du flap d’ADN permettraient la décapsidation, (8) la formation du
complexe de préintégration (PIC) et sa translocation nucléaire via le pore nucléaire. (9) Le
transport intranucléaire du PIC est encore mal connu mais mene a (10) I’intégration dans
I’ ADN chromosomique.

Modifiée de Arhel et al (167)

2.4.5 Le transport nucléaire

Contrairement aux autres rétrovirus, le VIH-1 est capable de transporter vson matériel
génétique, sous la forme d’un complexe de préintégration (PIC), dans le noyau cellulaire
méme en présence d’une membrane nucléaire intacte (169, 170). Cette caractéristique
permet au VIH-1 d’infecter des cellules qui sont en différentiation terminale et ne se
divisent plus, comme les macrophages et les cellules microgliales. Tout comme pour
I’étape de la décapsidation, les mécanismes régissant 1’import nucléaire ne sont pas
complétement compris. Le PIC contient plusieurs protéines virales et cellulaires ainsi que
I’ADN viral double brin. La matrice, la transcriptase inverse, ’intégrase et Vpr sont les
protéines virales importantes de ce complexe (171, 172). Certaines études ont proposé€ un

role de la matrice et de I’intégrase dans I’import nucléaire (173), mais la présence d’un
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signal de localisation nucléaire (NLS) (174, 175) et leur localisation nucléaire en 1’absence
du PIC (176) demeurent controversés. D’autres études proposent plutdt un réle de Vpr et
les modeéles d’import nucléaire via Vpr sont nombreux. Vpr pourrait stabiliser la liaison du
PIC au complexe du pore nucléaire, augmenter 1’affinité¢ des NLS pour 1’importine-a, agir
de maniére analogue aux importines en liant le complexe du pore nucléaire ou faciliter
I’import nucléaire du PIC par un mécanisme encore inconnu. Certaines ¢vidences montrant
que Vpr peut causer des herniations dans la membrane nucléaire favorisent la derniére
hypothése (79). Finalement la séquence flap de I’ADNc viral a été¢ démontré comme étant
importante pour I’import nucléaire, possiblement via la liaison d’un facteur de transport

d’origine cellulaire (Figure 9) (177, 178).

2.4.6 L’intégration

L’intégrase est I’enzyme virale qui catalyse la réaction d’intégration. Elle fait partie de la
superfamille des nucléotidyl-transférases (179) et comprend trois domaines, soit le domaine
N-terminal, le domaine catalytique et le domaine C-terminal. L’intégrase catalyse deux
réactions, soit le clivage et le transfert de I’ADN viral, a différents temps durant 1’infection.
L’enzyme lie de petites séquences d’ADN, appelées sites d’attachement, localisées a
chaque extrémité des LTR (180). La premiére réaction catalysée par I’intégrase consiste a
cliver deux nucléotides aux extrémités 3’ de chaque LTR (Figure 10) (181). Cette réaction
survient au niveau du cytoplasme des que la synthése d’ADN viral est complétée et est une
étape importante dans la formation du complexe de préintégration (PIC). Une fois dans le
noyau, le PIC doit cibler une séquence d’ADN au niveau de la chromatine. Cette séquence
a une spécificité assez limitée (182, 183), quoique significative, et se situe
préférentiellement dans des geénes actifs (184). La protéine cellulaire LEDGF/p75 lie
I’intégrase et joue un role dans le ciblage des geénes actifs (185). L’intégrase utilise les
extrémités 3°-OH de I’ADN viral clivé pour couper la séquence cible et joint les extrémités
3’ de ’ADN viral aux extrémités 5’ de la séquence cible clivée. Un intermédiaire de
recombinaison, dont les extrémités 5’ de 1’ADN viral sont libres, est ainsi créé et ces trous

seront réparés ultérieurement par la machinerie de réparation cellulaire.
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Figure 10 Mécanisme d'intégration de I' ADN proviral du VIH-1

(a) Un tétramere d’intégrase engage les deux extrémités de I’ADN proviral et clive les
extrémités 3’. (b) Apres I’entrée nucléaire et la localisation d’une séquence d’ADN cible
dans la chromatine, I’intégrase utilise les extrémités 3’ clivés a partir de I’ADN proviral
pour cliver la séquence d’ADN cible qui lie alors les extrémités 3’ de I’ADN viral. (c)
L’intermédiaire de recombinaison comprend des extrémités 3’ liés, mais des extrémités 5’
libres. (d) La réparation des trous permet 1’obtention d’un provirus intégré.

Modifiée de Vandegraaff et Engelman (186)

2.4.7 La transcription virale

La présence de nucléosomes, une structure qui consiste en un ADN d’environ 146pb
entouré autour d’un octamere d’histone, au niveau de I’ADN proviral limite la transcription
virale 2 un niveau basal (187). Le remodelage des nucléosomes par des complexes
dépendants de I’acétylation des histones et de I’ATP est nécessaire pour augmenter la
transcription. Ces complexes de remodelage des nucléosomes peuvent étre activés par des

cytokines/chimiokines, divers éveénements cellulaires ou, dans le cas du VIH-1, peuvent
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étre recrutés par la protéine virale Tat. Le transactivateur Tat est une protéine de 14-kDa
qui peut étre divisée en cinq domaines. Les domaines 1 a 3 sont essentiels pour son activité
de transactivation, le domaine 4 permet sa liaison & ’ARN et sa localisation nucléaire
tandis que le domaine 5 contribue a ’infectivité virale et est responsable des autres
fonctions de Tat (113). Cette protéine n’est pas incorporée dans la particule virale et la
transactivation basale va permettre la production d’'un ARNm multi-épissé qui, lorsque
transporté dans le cytoplasme, va permettre la synthése des protéines virales Tat, Rev et
Nef. Les protéines Tat et Rev vont alors retourner au niveau du noyau grace a leur signal de

localisation nucléaire et effectuer leurs fonctions respectives.

Région Reéegion Région
modulatrice amplificatrice promotrice
AP-1 NFAT TCF-1 Sp-1 TATA

USF

Figure 11 Structure du LTR du VIH-1

Le LTR du VIH-1 est divis¢ en trois régions: la région modulatrice, la région
amplificatrice et la région promotrice. Les sites de liaison des facteurs de transcription de
ces différentes régions sont représentés.

Modifiée de Copeland (188)

La transcription virale débute au niveau du LTR 5’ de ’ADN proviral. Le LTR du VIH-1
est segmenté en trois régions : la région TAR (transactivation response element) (189) qui
répond a Tat, la région amplificatrice qui contient la boite TATA, trois sites de liaison pour
Sp-1 et deux sites de liaison pour NF-xB (190) et la région modulatrice (Figure 11). Suite a
sa synthese, la protéine Tat va se lier a la région TAR et s’associer & la cycline T1 (CycT1)
qui va recruter la kinase cycline-dépendante 9 (cdk9). La formation de ce facteur

d’élongation (P-TEFb) méne a la phosphorylation du domaine C-terminal de la polymérase
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a ARN II (RNAPII) et & I’élongation de I’ARN. Plusieurs facteurs de transcription
cellulaires sont également impliqués dans la transcription virale dont Sp-1, NFAT, C/EBP,
CREB, NF-kB et AP-1. Pour une activation maximale de la transcription virale, la présence

simultanée de Sp-1 et NF-kB est importante (191).

2.4.8 L’export des ARN

Les genes du VIH-1 peuvent étre séparés en deux classes : ceux qui sont exprimés a partir
d’ARNm épissés et ceux qui sont exprimés a partir d’ARNm contenant des introns
(Figure 12). L’expression de protéines a partir ’ARNm contenant des introns est trés
inhabituelle chez les cellules eucaryotes. Normalement, 1’épissage doit étre complété avant
qu’un ARNm puisse étre transloqué vers le cytoplasme. Pour contourner ce mécanisme et
permettre 1’export d’ARNm contenant des introns, le VIH-1 code pour la protéine Rev qui
est responsable de I’export des ARN non-€pissés et mono-épissés (192). Rev est une petite
protéine de 13-kDa ayant deux domaines fonctionnels. Le premier domaine, le domaine
N-terminal, est riche en arginine et permet la liaison spécifique des ARNm et sa
localisation nucléaire (114, 115). De chaque coté se trouve des séquences requises pour la
multimérisation de Rev (116). Le second domaine, le domaine C-terminal, est riche en
leucine et contient le signal d’export nucléaire (117). La présence a la fois d’un signal
d’export et d’import nucléaire permet & Rev de faire la navette entre le noyau et le
cytoplasme (193). Le domaine de liaison 4 I’ARN, riche en arginine, va lier une structure
secondaire de ’ARNm appelée RRE (Rev responsive element) (194) qui est localisée au
niveau du second intron et est donc présente dans tous les ARNm partiellement ou
non-€pissés. Puisque la protéine Rev est exprimée a partir d’'un ARNm épissé€, I’expression
des protéines codées par les ARNm non-épissés ou mono-€pissés est retardée jusqu’a
I’obtention d’un certain niveau d’expression de Rev (195). L’export des ARNm viraux
multi-épissés fait intervenir les voies classiques d’export utilisées par les ARNm

cellulaires.
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Figure 12 L'expression des ARNm du VIH-1

Les ARNm pleine longueur, mono-épissés et multi-épissés, sont constitutivement exprimés
dans le noyau. En I’absence de Rev (panneau du haut), les ARNm pleine longueur et
mono-€pissés sont exclus du cytoplasme soit via leur dégradation ou leur épissage. Les
ARNm multi-épissés sont transportés vers le cytoplasme et permettent 1’expression de Rev,
Tat et Nef. Lorsque le niveau de Rev dans le noyau est suffisamment élevé (panneau du
bas), I’export nucléaire des ARNm de pleine longueur et mono-¢€pissés est possible.
Modifiée de Pollard et Malim (196)

Les transcrits non-épissés ont plusieurs fonctions. Ils sont utilisés comme génome viral
pour les futurs virions, servent a la traduction des protéines Gag et Pol et fonctionnent
comme ARNm précurseurs pour la production de divers ARNm. L’exportation des ARNm
non-€pissés et mono-€pissés débute par la liaison d’un dimere Rev au niveau de la structure
RRE des ARNm (197) et par I’association de 1’exportine-1/RanGTP & ce complexe
Rev-ARNm (Figure 13). Lorsque le complexe Rev/RRE/exportine-1/RanGTP est assemblé,
il migre au niveau du pore nucléaire, s’y lie et est transloqué. Une fois dans le cytoplasme,

le complexe se dissocie, ce qui permet & Rev de s’associer avec I’importine-f3 et d’étre
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retransloqué dans le noyau (198). Au niveau du noyau, l’interaction entre RanGTP et
I’importine-f permet la dissociation du complexe et Rev devient disponible pour un
nouveau cycle d’exportation. Le mécanisme de dissociation de Rev de la structure RRE au
niveau du cytoplasme demeure inconnu, mais pourrait survenir lors de la dissociation de
I’exportine-1, de la traduction ou de ’encapsidation. La présence de plusieurs complexes
Rev/exportine-1/RanGTP par ARNm est requise et pourrait faciliter I’interaction avec le
complexe du pore nucléaire ou, de fagon alternative, pourrait permettre de contrecarrer les
interactions qui sont normalement responsables de la rétention nucléaire des ARNm

non-€piss€s ou mono-€pisses.
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Figure 13 Transport des ARNm dépendant de Rev

La liaison de Rev et de I’importine-p entraine la translocation nucléaire de Rev.
L’interaction de Ran-GTP avec I’importine-p permet la dissociation de Rev qui est suivi de
sa dimérisation et de son association avec le domaine RRE des ARNm. Lorsque le
complexe ARNm-Rev-exportine-1/RanGTP est assemblé, il est transporté vers le
cytoplasme via le pore nucléaire. La dissociation du complexe permet la libération de Rev
qui est importé de nouveau dans le noyau.

Modifiée de Pollard et Malim (196)
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2.4.9 L’assemblage, le bourgeonnement et la maturation

Les protéines de structures jouent un réle majeur dans la formation des particules virales et
forment diverses interactions protéine-protéine, protéine-ARN et protéine-lipide. Ces
interactions sont cruciales pour 1’encapsidation du génome viral, le transport des différentes
composantes au site d’assemblage et 1’acquisition de la bicouche lipidique. Lors de
I’assemblage, le domaine MA (matrice) de Pr55%° est responsable du ciblage et de la
liaison de Gag a la membrane plasmique ainsi que de I’incorporation de 1’enveloppe virale.
Il s’associe spécifiquement avec des domaines de la membrane plasmique riches en
cholestérol, appelés radeaux lipidiques (199). Le domaine NC (nucléoprotéine) est
responsable de I’encapsidation du génome viral en interagissant avec le signal
d’encapsidation psi (y) de I’ARN viral. Les enzymes virales, soit la transcriptase inverse
(RT), la protéase (PR) et I’intégrase (IN), sont incorporées dans les virions via des
interactions avec Gag (Pr55%*¢ ou Pr160°8™"). Le bourgeonnement est catalysé par des
composantes de la machinerie cellulaire de triage endosomale telles que ESCRT-1
(endosomal sorting complex required for transport) et la multimérisation de Gag force la
membrane 4 se courber vers I’extérieur. Le reldchement est catalysé par la liaison de la
région p6 de Pr55%% i la protéine cellulaire Tsgl01, une composante du complexe ESCRT
(200). Le site principal d’assemblage est la membrane plasmique, mais dans certains types
cellulaires incluant les macrophages, 1’assemblage et le bourgeonnement se produisent au

niveau des membranes des endosomes tardifs (201).

Suite au bourgeonnement, les particules virales subissent une derniére modification
nommée la maturation. Suite a ce processus, la matrice demeure associée a la membrane
virale, la nucléocapside se condense autour du génome viral d’ARN et la capside se
réassemble en une forme conique qui entoure le complexe d’ARN-nucléocapside. Cette
maturation résulte d’un clivage des précurseurs protéiques par la protéase virale, une
protéine similaire aux protéases cellulaires de type aspartique. La concentration de Gag-Pol

a I’intérieur de la particule virale pourrait entrainer I’activation de la protéase virale (202).
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2.5 Les mécanismes antiviraux de 1’hote

Certaines étapes du cycle viral sont la cible de protéines cellulaires dites restrictives. Ces
protéines permettent de limiter 1’infection des cellules par le VIH-1 par divers mécanismes.
Les protéines cellulaires restrictives les mieux connues sont APOBEC3G et TRIMS5a et

leurs mécanismes d’action sont détaillés dans les sections 2.5.1 et 2.5.2.

2.5.1 APOBEC3G

APOBEC3G (apoplipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic polypeptide-like 3G) est
un membre de la famille des enzymes qui permettent 1’édition des ARN/ADN en
désaminant la cytosine en uracile (203) et, en 1’absence de Vif, cette protéine est incorporée
dans les particules virales. Suite a I’infection d’une cellule cible, elle va agir au niveau de la
transcription inverse et causer une désamination des bases cytosine en uracile (204). Les
deux conséquences majeures de cette désamination sont 1’hypermutation des geénes viraux
et la dégradation partielle de I’ADNc résultant du recrutement des enzymes de
réparation-excision de ’ADN. Les uraciles présents dans I’ADN proviral sont ciblés par
I’enzyme UDG (uracil DNA glycosylase) qui crée des sites vulnérables aux endonucléases
et résulte en la dégradation partielle de ’ADNc. APOBEC3G peut également restreindre
les rétrovirus et d’autres virus par des mécanismes indépendants de la désamination (205).
De plus, d’autres membres de la famille APOBEC ont la capacité d’inhiber I’infection par
le VIH-1 comme APOBEC3B et 3F (206). La fonction de Vif est d’empécher ’action
d’APOBEC3G en liant I’enzyme et en induisant son ubiquitination et sa dégradation
protéosomale, empéchant ainsi son incorporation dans la particule virale (207). La protéine
virale Vif est également capable d’induire la dégradation d’APOBEC3F, mais la protéine
APOBECS3B est insensible a son action. Cette derniére n’est cependant pas exprimée dans

les cellules cibles du VIH-1.
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2.5.2 TRIMSa

TRIMS5a (tripartite motif protein 5a) est un facteur de restriction présent chez le macaque
rhésus et le singe vert africain qui restreint 1’infection par le VIH-1 (208). Chez 1’humain,
TRIMS5a inhibe é€galement I’infection du VIH-1 en agissant a deux niveaux. Le premier
mécanisme est la s€questration et la dégradation de la capside virale. Plus récemment il a
été montré que TRIMS5a pouvait également altérer le transport nucléaire du complexe de

préintégration (209).
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Figure 14 Modéle de restriction du VIH-1 par TRIMSa et ’effet de CypA

(A) Dans les cellules sauvages, la capside virale est reconnue par TRIMSa qui la transfere
dans un complexe de restriction contenant un facteur inconnu mais nécessaire (bleu). (B)
Lorsque CypA est absent, un deuxieme facteur inconnu (rouge) est capable de reconnaitre
la capside virale et de la transférer vers le complexe de restriction contenant le facteur de
restriction commun inconnu (bleu).

Modifiée de Luban (210)
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Durant 1’assemblage viral, la capside du VIH-1 lie la cyclophiline A (CypA) (211), une
protéine cellulaire servant au repliement des protéines, qui est alors hautement incorporée
dans les virions (212). Cette association de la capside avec CypA augmente I’infection
virale suggérant que CypA inhibe un facteur de restriction cellulaire. Il a été initialement
propos€ que ce facteur de restriction cellulaire était TRIMSa et que CypA agissait en
masquant son site de liaison (213). Des études récentes ont montré que 1’augmentation de
I’infection par CypA est indépendant de TRIMSa. et qu’elle protégerait le VIH-1 d’un autre
facteur cellulaire antiviral (Figure 14) (214, 215). De plus, un facteur commun, toujours
inconnu, serait requis pour I’inhibition du VIH-1 par TRIMS5a et par le facteur de restriction

inhibé par CypA (215).

2.6 Les cellules cibles

2.6.1 Le tropisme viral

Il a été observé tot dans 1’épidémie du VIH-1 que la réplication des isolats de patients a
différents stades de la maladie est différente (216). Les isolats de la phase de
primo-infection ont une réplication lente et donnent de faibles titres viraux contrairement
aux isolats des patients en stade avancé de I’infection. Ces isolats différent également dans
leur capacité a former des syncytiums et ont d’abord été classés selon ces caractéristiques
(217). Les virus n’ayant pas la capacité a former des syncytia (NSI, non-syncytial inducer)
et ayant une réplication lente ont donc été associés a la primo-infection. Ce n’est qu’a la fin
des années 90, lors de la découverte des corécepteurs CCR5 et CXCR4, que ces virus ont

été renommés RS (NSI) et X4 (SI, syncytial inducer).

La différence entre 1’utilisation du corécepteur CCRS et CXCR4 réside dans la substitution
de deux acides aminés dans la boucle V3 de la glycoprotéine virale de I’enveloppe, la
gp120. Les mutations lors de la transcription inverse étant fréquentes et le nombre de virus
produits quotidiennement étant élevé, la capacité de générer des virions X4 survient sur une
base quotidienne. Ces virus n’apparaissent pourtant que tardivement au cours de 1’infection

et que chez 50% des individus. Un meilleur contrdle des isolats X4 par le systéme
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immunitaire ou simplement un plus grand nombre de cellules cibles pour les isolats R5

pourraient expliquer la sélection préférentielle des isolats de type RS.

2.6.2 Les lymphocytes T CD4+

Les lymphocytes T CD4+ sont les principales cellules cibles du VIH-1. Rapidement aprés
I’identification du VIH-1, les rapports ont montré que ’infection in vivo par le VIH-1 était
restreinte a ce type cellulaire (218) et que des anticorps monoclonaux contre la molécule
CD4 pouvaient bloquer I’infection (219). Les lymphocytes T CD4+ peuvent étre divisés en
deux grandes catégories selon I’isoforme du CD45 exprimé et 1’état d’activation. Les
cellules de type naives, exprimant 1’isoforme CD45RA, n’ont jamais rencontré leurs
antigénes (220) et sont a 1’état de repos. Les cellules de type mémoires expriment
I’isoforme CD45RO et ont déa rencontré leurs antigénes. Les lymphocytes T
CD4+CD45RA sont peu susceptibles a 1’infection par le VIH-1 et le bloc de I’infection est
da a leur état de repos. Les lymphocytes T CD4+CD45RO sont plus susceptibles a
I’infection par le VIH-1 (221, 222) dG & une plus grande activation du facteur de
transcription NFAT (nuclear factor of activated T cells) (223). L’expression différentielle
des corécepteurs du VIH-1 entre les cellules naives et mémoires influence également le
tropisme viral. Les cellules naives expriment préférentiellement le corécepteur CXCR4

tandis que les cellules mémoires expriment préférentiellement le corécepteur CCRS (224).

2.7.3 Les cellules présentatrices d’antigénes

Les cellules présentatrices d’antigénes, telles que les macrophages et les cellules
dendritiques, sont également ciblées par le VIH-1. La susceptibilité des macrophages au
VIH-1 est connue depuis le milieu des années 80 (225, 226), mais ce n’est que depuis 10
ans qu’un intérét plus grand y est apporté. Ces cellules expriment le corécepteur CCRS, en
plus du récepteur CD4, et sont d’importants réservoirs viraux. Malgré le fait que le nombre
de lymphocytes T CD4+ infectés surpasse de 10 a 100 fois le nombre de macrophages

infectés (227), des cultures d’amygdales indiquent que la contribution des macrophages a
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la production virale excede leur proportion parmi les cellules infectées (228). Ils sont
également une source importante de virus dans les stades avancés de I’infection lorsque les
lymphocytes T CD4+ sont déplétés (229). La majorité de 1’assemblage viral dans les
macrophages survient au niveau des membranes des endosomes tardifs, ce qui les rend
moins susceptibles aux cellules T cytotoxiques (230). De plus, les macrophages pourraient

étre impliqués dans la dissémination du virus aux lymphocytes T CD4+ (231).

Les cellules dendritiques sont importantes pour la transmission du VIH-1 au niveau des
muqueuses, mais également dans la pathogénése du VIH-1. Elles sont moins susceptibles a
’infection par le VIH-1 que les lymphocytes T CD4+, mais elles ont la capacité de capter
les particules virales via entre autres les molécules DC-SIGN et DCIR et de les transférer
aux lymphocytes T CD4+ (232, 233). Ce transfert peut étre de type cis et résulter du
transfert des virions produits suite a 1’infection productive des cellules dendritiques ou étre
de type trans et résulter du transfert des virions endocytosés sans infection des cellules

dendritiques (50).

2.7.4 Les autres cellules cibles

Plusieurs autres types cellulaires peuvent étre infectés par le VIH-1 (Tableau 3) (234). Les
cellules épithéliales sont d’un intérét particulier car elles servent de barri¢re physique soit
entre les divers compartiments/organes ou entre 1’environnement non-stérile et 1’intérieur
du corps humain. Elles jouent également un réle important dans la transmission du VIH-1
autant au niveau du placenta, des organes génitaux que des intestins et leur susceptibilité a
I’infection compromet leur réle de barri¢re physique. La pathogénése gastrointestinale et le
role des cellules épithéliales intestinales dans la transmission du VIH-1 étant les sujets de

cette thése, ils seront traités en de plus amples détails dans les sections suivantes.
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Hématopoiétiques

Lymphocytes T

Lymphocytes B

Macrophages

Cellules NK

Cellules dendritiques

Cellules souches

Epithélium du thymus

Cellules endothéliales de 1a moelle osseuse

Peau

Cellules de Langerhans
Fibroblastes

Cerveau

Cellules endothéliales des capillaires
Astrocytes

Microglie

Oligodendrocytes

Cellules de neuroblastomes

Neurones

Intestin

Cellules adrénales foetales
Cellules a gobelet
Cellules colorectales

Autres

Myocarde

Cellules tubulaires rénales
Membrane synoviale
Hépatocytes

Endothélium hépatique
Cellules de Kupffer
Cellules rétinales

Cellules cervicales
Trophoblastes

Tableau3  Les cellules susceptibles a l'infection par le VIH-1

Modifiée de Simmons et al (147)
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Chapitre 3 : Le systéme intestinal

3.1 La structure

L’intestin est le plus grand organe lymphoide du corps humain et a une superficie de quatre
cents metre carrés (235). 11 abrite plus de un milliard de lymphocytes T et est ’organe qui
sécrete le plus d’anticorps (236). Une monocouche de cellules épithéliales sépare la lumiére
intestinale des tissus lymphoides associés & ’intestin (gut-associated lymphoid tissue,
GALT). Le GALT est composé de quatre compartiments lymphatiques distincts : les
plaques de Peyer et les follicules lymphoides isolés, la lamina propria, les lymphocytes
intraépithéliaux et les ganglions mésentériques (mesenteric lymph nodes, MLN)
(Figure 15). D’un point de vue fonctionnel, le GALT est divisé en sites inducteurs et
effecteurs (Tableau 4). Les sites inducteurs sont les endroits ou les antigénes de la
mugqueuse intestinale sont captés et ou la réponse immune est induite. Les sites effecteurs
sont les endroits ot les cellules immunes se différencient et exercent leurs fonctions (237).
Les plaques de Peyer, les ganglions mésentériques et les follicules lymphoides isolés sont
des sites dit « inducteurs » et gouvernent donc I’initiation de la réponse immune (238). Ils
contiennent des follicules de lymphocytes B, des zones de lymphocytes T (majoritairement
CD4+), des macrophages et des cellules dendritiques. Les lymphocytes présents dans les
sites inducteurs n’ont généralement pas rencontré leurs antigénes et sont donc
majoritairement naifs. L’épithélium recouvrant les sites inducteurs comporte une grande

quantité de cellules M et est nommé épithélium associé aux follicules.

Compartiment Segment de I’intestin

Site inducteur / effecteur ~ Structure Petit intestin Colon

Proximal' Distal’

Inducteur Plaques de Peyer + +++ -
Follicules lymphoides isolés + ++ ++
Ganglions mésentériques - - -

Effecteur Lamina propria +++ +++ +++
Lymphocytes intraépithéliaux +++ +++ +++

Tableau4  Compartiments anatomiques du GALT

! Duodénum, jejuum; 2 ileum; +++ trés fréquent; ++ fréquent; + al€atoire; - absent
Modifié de Niess (239)
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Cellules épithéliales intestinales

i

% Lymphocytes Lumidre

Cellules -t intra-épithéliaux intestinale
dendritiques 3 SO,
= | .
%l 2 -‘}(
:’;‘ Lymphacytes de =K
3 3 N 1 od
la lamina propria Cellules M ¢

/ '% Plagues de Peyer

Wi

nes de Lf
lymphocytes T 4}

Yaisseaux
lymphatiques \
Follicules dely

Lamina propria mpcyes

Follicules
lymphoides isolés

Figure 15 Représentation des tissus lymphoides associés a ’intestin

Les plaques de Peyer et les ganglions mésentériques sont des follicules lymphoides
intestinaux organisés. Les cellules épithéliales intestinales, les cellules dendritiques et les
cellules M sont importantes pour 1’échantillonnage des antigénes présents dans la lumiére
intestinale. La lamina propria et les plaques de Peyer sont drainées vers les ganglions
mésentériques.

Modifiée de Spahn et Kucharzik (240)

Les antigeénes, en provenance de la lymphe afférente ou entrant directement a partir de
1’épithélium, sont présentés aux lymphocytes B et T des ganglions mésentériques et des
plaques de Peyer respectivement (241). Une fois activés, les lymphocytes migrent vers la
circulation sanguine via la lymphe efférente et retournent spécifiquement a la lamina
propria (site effecteur) grace a I’expression de la molécule de surface a4f7 (242). La
lamina propria est la couche de tissu conjonctif présente sous 1’épithélium et contient les
vaisseaux sanguins et lymphatiques (243). En plus des cellules dendritiques, des
macrophages et des lymphocytes B et T activés, la lamina propria contient également des
lymphocytes intraépithéliaux. Ces derniers résident sous la membrane basale des cellules

épithéliales et entre les cellules épithéliales adjacentes. Ce sont surtout des lymphocytes T
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CD8+ mémoires (244, 245). Leurs fonctions sont encore mal connues, mais des évidences
suggeérent qu’ils sont importants pour le maintien de 1’homéostasie de 1’épithélium

intestinal (246, 247), 1a défense innée et la surveillance des tumeurs (248).

3.2 L’immunité innée

Le systéme intestinal est en contact continuel avec les bactéries commensales, les protéines
alimentaires et divers microorganismes potentiellement nocifs. Le systéme immunitaire
inné est la premiere ligne de défense contre les divers microorganismes et il est impliqué
dans la régulation de la réponse immune acquise en plus de la reconnaissance des

microorganismes étrangers par les récepteurs de type Toll-like et les récepteurs NLR.

3.2.1 Le mucus

Le mucus gastro-intestinal est composé de mucines. Il sert de barriere physique et est une
des premicres lignes de défense contre les pathogenes invasifs. Les mucines sont de larges
glycoprotéines sécrétées par les cellules a gobelet. Elles sont résistantes aux protéases et ont
une grande capacité a retenir 1’eau (hydratation) (249). La principale fonction du mucus est
d’empécher les pathogénes de lier les cellules épithéliales grace aux sites de liaison

présents sur les mucines qui compétitionnent avec ceux de 1’épithélium sous-jacent.

3.2.2 Les peptides antimicrobiens

Les cellules de Paneth, localisées au bas des cryptes de Lieberkiihn, sécrétent une variété de
peptides antimicrobiens dont la principal est la défensine-a (238, 250, 251). Les peptides
antimicrobiens sont une composante importante de la défense immunitaire innée et offrent
une activité antimicrobienne de large spectre contre les bactéries (Gram positif et négatif),

les levures, les champignons et les virus enveloppés (252). Les défensines sont des peptides
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des peptides cationiques non-glycosylés contenant six résidus cystéine qui forment trois
ponts disulfures intramoléculaires, résultant en une structure de triple feuillet beta (253). 11
existe deux sous-familles de défensines, les défensines-a (6 membres) et —B (10 membres)
(254). Les cellules de Paneth produisent les défensines-a 5 et 6 tandis que les défensines-f3
1, 2 et 3 sont produites par toutes les cellules épithéliales intestinales (255). Leur sécrétion
est constitutive, mais peut-étre induite par des médiateurs pro-inflammatoires (237, 256-
258). Les cellules épithéliales intestinales expriment également la cathelicidine (LL-37), un
peptide antimicrobien cationique (259). L’expression est constitutive et spécifique aux
cellules diftérenciées du haut des cryptes de Lieberkiihn et n’est pas induite en réponse a
des médiateurs pro-inflammatoires (260). Le mécanisme d’action des défensines et de la
cathelicidine est la liaison électrostatique du peptide cationique & la surface externe des
pathogenes, suivi de I’insertion du peptide dans la membrane cytoplasmique résultant en la

fuite du contenu cellulaire dans le milieu extracellulaire (261).

3.2.3 Le complément

Le systéme du complément est une famille de protéines et de récepteurs cellulaires
importante pour ’immunité innée (262, 263). Les trois principales voies d’activation du
complément sont la voie classique, la voie alternative et la voie lectine (264). Dans la voie
classique, la protéine C1q peut lier directement la surface de certains pathogenes ou lier des
anticorps complexés avec des antigénes et activer le complément. Dans la voie lectine, la
MBL (mannose binding lectin) va s’associer aux protéases MASP (MBL-associated serine
protease) et la liaison de ce complexe a la surface des pathogenes va activer le complément.
Finalement dans la voie alternative, 1’hydrolyse de la protéine C3 est spontanée et peut
survenir a la surface de plusieurs microorganismes en 1’absence d’anticorps spécifiques.
L’activation de cette voie est cependant contrdlée au niveau cellulaire par la présence de
protéines régulatrices du complément, telles que le CDS55, qui inhibent ’hydrolyse

spontanée de la protéine C3.

Les conséquences physiologiques de I’activation du complément sont 1’opsonisation,

’activation des leucocytes et la lyse des cellules cibles. L’opsonisation est caractérisée par
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la liaison covalente de certaines protéines du complément (C3b, C4b, iC3b, C4d et C3d) a
la surface activatrice (bactérie ou complexe immun) permettant aux cellules phagocytaires
de fixer et d’internaliser, via les récepteurs du complément, les particules opsonisées.
L’activation des leucocytes découle de la libération de petits fragments (C3a et C5a) du
complément lors du clivage protéolytique. Ces derniers vont lier leurs récepteurs sur les
leucocytes et entrainer leur activation et migration. Finalement, 1’activation du complément
va causer la lyse du pathogéne ou de la cellule infectée par I’insertion d’un canal

hydrophobe (C5 a C9) dans la membrane cellulaire, menant a la mort par choc osmotique.

3.2.4 Les récepteurs Fc

Les récepteurs des immunoglobulines sont largement exprimés sur les cellules du systéme
immunitaire telles que les neutrophiles, les éosinophiles, les mastocytes, les macrophages,
les lymphocytes B, les cellules dendritiques et les cellules NK. En liant la portion Fc des
anticorps, ils unissent la spécificité de la réponse acquise et I’efficacité de la réponse innée.
Il existe 4 classes de récepteur Fc, soit FcyR, FceR, FcaR et Fca/uR, qui lient
respectivement les IgG, IgE, IgA et IgA/M. La liaison des récepteurs Fc entraine entre autre
la phagocytose et la destruction du pathogene, 1’activation des cellules NK a détruire les
cibles opsonisées d’anticorps et le relaichement de médiateurs inflammatoires par les
mastocytes. De plus, ils peuvent activer les cellules dendritiques et les lymphocytes B

(265).

3.2.5 Les récepteurs de type Toll-like

Les récepteurs de type Toll-like (TLR) sont des glycoprotéines membranaires surveillant
’espace extracellulaire pour la présence de motifs microbiens. Le domaine riche en leucine
répété du domaine extracellulaire permet la reconnaissance et la liaison des motifs
moléculaires associés aux pathogeénes (pathogen-associated molecular patterns, PAMP).
Les TLRs possédent également un domaine TIR intracellulaire (toll/IL-1R/plant resistance)

qui interagit avec et active des protéines impliquées dans la signalisation intracellulaire.
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L’étre humain posséde 11 TLRs reconnaissant différents motifs microbiens (Tableau 4)
(266) et menant ultimement & 1’activation du facteur de transcription NF-xB et a la
sécrétion d’interférons (o et B), de diverses cytokines/chimiokines (255) et de peptides
anti-microbiens. Au niveau des cellules épithéliales intestinales, les TLRs 2 et 4 ne sont
que faiblement exprimés, tandis que les TLRs 3, 5 et 7 sont fortement exprimés (267, 268).
Afin d’éviter la détection des bactéries commensales, mais de permettre la détection d’un
pathogéne, I’expression des TLRs par les cellules épithéliales intestinales est souvent
limitée a des endroits normalement stériles. La membrane basale et les compartiments
intracellulaires de toutes les cellules épithéliales intestinales ainsi que la membrane apicale
des cellules épithéliales situées dans le bas des cryptes intestinales expriment donc les

TLRs (269, 270).

TLR Ligand

TLR2 + TLR1 Lipoprotéines bactériennes

TLR2 + TLR6 Lipoprotéines bactériennes, acides lipotéicoiques, mannan de la
paroi des levures

TLR2 +? Protéines a ancre GPI (parasites), porines bactériennes, HMGBI1
TLR3 ARNdb

TLR4 Lipopolysaccharides, protéines de choc thermique (HSPs), HMGBI,
TLRS Flagellines bactériennes

TLR7 ARNSsb

TLR8 ARNSsb

TLR9 ADN contenant des motifs CpG (bactérien ou viral)

TLR10 ?

TLR11 Profilin de Toxoplasma

TableauS  Les récepteurs Toll-like et leurs ligands

GPI, Glycosylphosphatidylinositol; HMGBI1, High mobility group box 1
Modifiée de www.new-science-press.com/browse/immunity/illustrations/3/
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3.2.6 Les protéines Nod

Les protéines Nod sont localisées au niveau cytoplasmique et, tout comme les TLRs, elles
reconnaissent des motifs microbiens. Elles font partie de la famille des récepteur de type
NOD:-like et les deux protéines Nod les mieux caractérisées sont Nodl et Nod2. Nod1 est
exprimée par les cellules épithéliales de I’estomac et du colon, les macrophages et les
cellules dendritiques. Elle reconnait une structure appelée meso-DAP qui est
principalement présente dans la paroi cellulaire des bactéries Gram négatif (Figure 16)
(271). Nod2 est exprimée par les macrophages, les neutrophiles et les cellules dendritiques.
Elle reconnait I’acide muramique dipeptide, une composante du peptidoglycan des
bactéries Gram positif et négatif (Figure 16) (272). Tout comme les TLRs, I’activation des
protéines Nod induit le facteur de transcription NF-xB, ce qui a pour conséquence d’induire
la production de chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires et d’activer les cellules

dendritiques (273).

Nod1 Nod2
Motif naturel ' MOLT nature|
GlcNac \
MurNAc GlcNac MurNAC
CH,0H CH.OH CH,OH CHOM
| 1 ‘ 2
H I(:H H,CCH
co co
|
L-Ala L-Ala Motif
D-Giu D-Glu minirmal
Motif minima ____rn_e§9;'-DAP L meso.DAP
D-Ala D-Ji!\la

. Figure 16 Structures reconnus par les protéines Nod

La structure minimale du peptidoglycane (PGN) reconnu par Nodl est le dipeptide
D-Glu-meso-DAP. La structure minimale du PGN reconnu par Nod2 est le
MurNAc-L-Ala-D-Glu.

Modifiée de www.pasteur.fr/recherche/RA R/RAR2004/Imis.html
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3.3 L’interface entre ’'immunité innée et acquise

Les cellules dendritiques sont parmi les premiéres cellules a reconnaitre les pathogénes et
elles sont capables d’initier la réponse immunitaire acquise en activant les lymphocytes T
naifs. Elles peuvent étre sous forme immature ou mature. Les cellules dendritiques
immatures sont spécialisées dans la phagocytose et, suite a la reconnaissance d’un
pathogéne ou la présence de cytokines pro-inflammatoires, elles subissent un programme
de maturation qui augmente 1’expression des molécules de costimulation et le transport des
CMH-II contenant les peptides antigéniques a la surface cellulaire (274). Les cellules
dendritiques matures sont, quant a elles, spécialisées dans la présentation des antigénes et
I’activation du systéme immunitaire acquis. Au niveau intestinal, les cellules dendritiques
immatures peuvent étendre leurs dendrites entre les cellules épithéliales intestinales et
échantillonner les antigénes présents dans la lumiére intestinale (275). De plus, les cellules
épithéliales intestinales et les cellules M peuvent favoriser la présentation antigénique en
transportant les antigénes a partir de la lumiére intestinale vers les cellules dendritiques de

la lamina propria (276).

3.3 L’immunité acquise

L’immunité acquise, contrairement a ’immunité innée, est trés spécifique. En plus de
participer a 1’élimination du pathogéne, elle participe a la création d’une mémoire
immunologique qui permet une réponse immune plus rapide lors d’un nouveau contact
avec le méme antigéne. L’immunité acquise peut étre divisée en deux catégories soit
I’immunité humorale et I’immunité cellulaire. Ses principaux médiateurs cellulaires sont les
lymphocytes B et T. La présentation des antigénes par les cellules dendritiques a pour
objectif d’activer les cellules de I’'immunité acquise dont fait partie les lymphocytes B et T.
Le GALT contient de 50 a 60 % des lymphocytes du corps humain (277) et, étant exposés a

la plus grande charge d’antigénes dans le corps humain, la majorité de ces lymphocytes
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sont dans un état activé. Au niveau des tissus rectaux, I’expression de la molécule CCRS,
un marqueur d’activation des lymphocytes T, est d’environ 70% comparativement a 15%
au niveau des amygdales et & moins de 5% au niveau de la circulation sanguine. Les
signaux générés par les cellules dendritiques et les interactions cellulaires vont déterminer
le type de lymphocytes T qui va étre généré, c’est-a-dire Tyl, Ty2, Tyl7 ou Treg. La
différenciation des lymphocytes T par les cellules dendritiques est décrite en de plus amples

détails a la section 4.4.

3.3.1 Les lymphocytes B

L’activation des lymphocytes T CD4+ par les cellules dendritiques va permettre
I’activation des lymphocytes B. Le type d’anticorps sécrété par les lymphocytes B va étre
influencé par les cytokines présentes dans le milieu extracellulaire au moment de leur
activation. Lorsque les lymphocytes B sont activés dans le contexte d’une réponse immune
contre un pathogeéne, la présence d’IL-4, d’IL-10 et d’IL-13 va favoriser la production
d’IgG1 et d’IgE tandis que la présence d’IL-12 et d’IFN-y va favoriser la production
d’IgG2a. Le TGF-B, qui est sécrété suite a la présentation des bactéries commensales par
les cellules dendritiques, va plutot favoriser la production d’IgA (278). Les lymphocytes B
ainsi activés au niveau des sites inducteurs du GALT vont migrer vers la lamina propria via
les ganglions mésentériques et la circulation sanguine. Ils constituent environ 30 a 40% des
cellules mononucléaires de la lamina propria et sécrétent des IgA dans la lumiere
intestinale, dont 50% sont de type IgA2 (279). Ces immunoglobulines vont lier les
pathogeénes et prévenir leur attachement aux cellules épithéliales intestinales. Il est estimé

qu’environ 3 g d’IgA sont sécrétées dans la lumiére intestinale chaque jour (280).

3.3.2 Les lymphocytes T CD8+

Les lymphocytes T CD8+, également appelés lymphocytes T cytotoxiques, protégent
’organisme contre des infections intracellulaires en recherchant et en éliminant les cellules

infectées (281, 282). Le récepteur TCR présent a la surface des lymphocytes T CD8+ va
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reconnaitre un peptide spécifique qui est exposé par les CMH-I des cellules présentatrices
d’antigenes (283). L’interaction entre les lymphocytes T CD8+ et les cellules dendritiques
présentant un antigéne peut étre divisée en trois phases. La premiére phase, qui dure
environ huit heures, est caractérisée par I’interaction entre les cellules et 1’expression des
marqueurs d’activation (284). La deuxiéme phase, qui survient dans les douze heures
suivantes, est définie par une migration plus lente des lymphocytes T au niveau des organes
lymphoides et par un contact prolongé entre les lymphocytes T et les cellules dendritiques.
Cette phase pourrait étre responsable de la prolifération et de la survie des lymphocytes. La
troisieme phase, qui survient environ deux jours aprés I’activation, est caractérisée par une
réduction du temps de contact entre les cellules. En plus de cette interaction avec les
cellules dendritiques, les lymphocytes T CD8+ ont besoin de d’autres stimuli pour devenir
compleétement activés, se différencier et proliférer (285, 286). Parmi ces stimuli, on
retrouve 1’activation et 1’expression des molécules de costimulation par les cellules
dendritiques ainsi que la présence de lymphocytes T CD4+ (287), de facteurs

inflammatoires solubles et de facteurs de croissance (283).

Une fois activés, les lymphocytes T CD8+ vont proliférer et donner environ 10 000 cellules
filles (288, 289). Cette prolifération va étre accompagnée de la diftérenciation en cellules
effectrices qui vont quitter les organes lymphoides a la recherche de cellules infectées
(290). Deux voies sont possibles pour 1’¢limination des cellules infectées par les
lymphocytes T CD8+, les deux débutant par 1’attachement du lymphocyte T CD8+ a la
cellule cible via son TCR. La premicre voie implique le relachement par les lymphocytes T
CD8+ de granules contenant des substances cytotoxiques telles que la perforine et les
granzymes. La perforine va augmenter la perméabilité de la membrane cellulaire tandis que
les granzymes vont entrer dans la cellule cible via les pores formés et induire 1’apoptose.
Dans la seconde voie, I’interaction entre les molécules FasL présents sur le lymphocyte T
CD8+ activé et les molécules Fas présents sur la cellule infectée va activer I’apoptose de la

cellule cible (291).
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3.4 Les cellules épithéliales intestinales

3.4.1 La structure de I’épithélium

L’épithélium intestinal, qui est constitué d’une monocouche de cellules épithéliales
intestinales li€es entre elles par des jonctions serrées, est complétement régénéré tous les
trois a quatre jours. Sa structure est composée de villis contenant des invaginations
appelées cryptes de Lieberkiihn (292). Environ une a six cellules souches réside(nt) dans la
partie inférieure de chacune de ces cryptes et se différencie(nt) en 1’un des trois types
cellulaires : endocrines, exocrines ou absorbantes (Figure 17). Les cellules de Paneth sont
du type exocrine et sont les seules cellules issues de la division des cellules souches qui
migrent vers le bas des cryptes. Elles sécrétent des peptides antimicrobiens et des enzymes
digestives et représentent 7.5% des cellules de 1’épithélium intestinal (293). Les autres
types cellulaires issus de la division des cellules souches migrent vers la lumiére intestinale
et se différencient en cellules endocrines, a gobelet ou absorbantes. Les cellules endocrines
sécretent des hormones peptidiques et représentent moins de 0.5% des cellules épithéliales
intestinales (294). Les cellules a gobelet sont des cellules exocrines qui sécretent le mucus
(295) et représentent 10 a 20% des cellules de 1’épithélium intestinal. Finalement, les
cellules absorbantes, également appelées entérocytes, représentent environ 80% de
1’épithélium intestinal (296). La membrane apicale des cellules absorbantes est composée
d’environ 3000 microvillis d’une longueur de 1um et d’un diametre de 0.1pm (297) et est
recouverte d’enzymes digestives. La présence de microvillis augmente la surface apicale

d’environ 40 fois facilitant ainsi la digestion et 1’absorption.
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Figure 17 Structure des villis et des cryptes des intestins

Toutes les cellules épithéliales sont issues des cellules souches présentes dans les cryptes.
Les cellules migrant vers le bas des cryptes vont se différencier en cellules de Paneth. Les
autres cellules vont migrer vers la lumiére intestinale et se différencier en cellules
endocrines, cellules & gobelet et cellules absorbantes.

Modifiée de Ishizuya-Oka (298)

Les cellules M se situent au niveau de 1’épithélium associé aux follicules et représentent 10
a 20% des cellules épithéliales recouvrant ces follicules (299). Elles ont un précurseur
commun avec les cellules absorbantes, mais il demeure encore incertain si les cellules M
proviennent d’une différenciation de ces cellules ou si ces deux types cellulaires
proviennent simplement d’un précurseur commun (300). Il est cependant connu que les
cellules lymphocytaires de la lamina propria, les contacts cellules-cellules et des facteurs
solubles sont importants pour le développement des cellules M (299). Ces cellules
possédent une poche au niveau de la membrane basale, qui cause l’accolement des
membranes basales et apicales, permettant ainsi aux immunocytes (lymphocytes B et T,

macrophages et cellules dendritiques) de demeurer prés de la lumiere intestinale (301).
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Leur principale fonction étant le transport trans-épithélial, elles servent donc de porte
d’entrée pour plusieurs pathogénes comme Salmonella (302), Yersinia (303), Shigella
(304), Vibrio cholerae (305), Escherichia coli (souches pathogenes) (306) et Listeria (307).
Plusieurs virus sont également transportés vers le GALT par les cellules M, tels que les
réovirus de type 1, le poliovirus et le VIH-1 (308-310). La surface apicale des cellules M
est spécialisée pour le transport des antigénes. Elle contient trés peu de microvillis, n’est
recouverte que d’une mince couche de glycocalyx (311) et ne contient pas d’enzymes
hydrolytiques membranaires (312). De plus, les cellules M contiennent trés peu de
lysosomes ce qui permet le transport des microorganismes au niveau de la lamina propria
sans altérer leur propriété antigénique (313). Les mécanismes d’endocytose impliqués dans
le transport trans-épithélial sont diversifi€s. Les bactéries et les grosses particules entrent
par phagocytose (314), les virus et les petites particules adhérentes entrent par endocytose
via des vésicules de clathrine (315) et les antigénes non-adhérents entrent par pinocytose.
Finalement, les cellules épithéliales intestinales possédent plusieurs récepteurs qui
favorisent le transport des antigénes de la lumiére intestinale vers la lamina propria dont les
récepteurs Fc néonataux (FcRn) liant les IgG (316), les récepteur FceR liant les IgE (317) et
les récepteurs pIgR liant les IgA et les IgM (318).

3.4.2 Les cellules épithéliales intestinales et la réponse immune

En plus de leurs réles dans 1’absorption et la digestion des aliments, les cellules épithéliales
intestinales sont un des senseurs les plus importants des infections intestinales. Lorsqu’elles
sont envahies par un microorganisme pathogene, elles s€crétent rapidement une variété de
cytokines/chimiokines qui permettent 1’initiation de la réponse immune (319, 320). Elles
sont également capables de présenter des antigénes (321) et expriment le CMH-I et peuvent
exprimer le CMH-II. La présentation antigénique est hautement polarisée et les antigeénes
sont capturés au niveau apical et présentés au niveau basolatéral (322). Comme les autres
cellules présentatrices d’antigénes non-classiques, elles n’expriment pas les molécules de
costimulation classiques requises pour 1’activation des lymphocytes (CD80 et CD86), mais

elles peuvent exprimer des membres de la famille B7 tels B7h et B7-H1 (323). De plus, les
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cellules épithéliales intestinales peuvent activer sélectivement les lymphocytes T CD8+
suppresseurs. Ce processus est régulé par la molécule du CMH-1 non-classique CD1d et la
gp180 (324, 325). La liaison de la molécule CD1d entraine la sécrétion d’IL-10 qui inhibe
la réponse des lymphocytes T (326).
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Chapitre 4 : La flore intestinale

4.1 Les bactéries commensales

I est estimé que les intestins sont colonisés par cent milliards de bactéries commensales
appartenant a approximativement 300 a 500 especes différentes. Ce nombre représente
environ dix fois la quantité de cellules présentes dans le corps humain (269). Ces bactéries
sont importantes pour la prolifération et la différenciation des cellules épithéliales
intestinales (327). Elles lient les TLRs présents sur I’épithélium et la cascade de
signalisation induite est importante pour le maintien de la fonction de barriére et pour
inhiber 1’inflammation (328-330). Au niveau digestif, les roles importants de la flore
bactérienne sont le clivage des carbohydrates en acides gras a chaines courtes (331), le
métabolisme de certaines vitamines et la dégradation des acides biliaires (332, 333).
Finalement, ces bactéries jouent un réle important dans I’immunité en compétitionnant
avec les bactéries pathogeénes pour les nutriments et 1’attachement aux cellules de 1’héte

(334).

4.2 Les pathogénes entériques

Les microorganismes pathogenes, contrairement aux bactéries commensales, ont la capacité
de désorganiser 1’épithélium. Ils expriment généralement des facteurs de virulence tels que
des molécules d’adhésion, des systémes d’invasion, des enzymes ou des toxines. Dans les
pays développés, ou le taux de mortalité infantile est faible, peu de déces sont attribuables
aux infections entériques. Cependant, dans les pays en voie de développement, les
infections entériques sont toujours une des causes principales de mortalité, particuliérement
chez les jeunes enfants (335). Ces derniers peuvent avoir jusqu’a 12 épisodes de diarrhée
par année et les infections entériques comptent pour 25 & 34% des déces infantiles. Le
nombre de décés mondial annuel est estimé & deux millions, plagant les infections

entériques au troisiéme rang parmi les maladies causant des fardeaux mondiaux.
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Dans les pays en voie de développement, les infections entériques proviennent souvent de
la consommation d’eau et de nourriture contaminées par des virus, des bactéries ou des
parasites. Les rotavirus et les calicivirus sont les virus les plus souvent associés aux
infections entériques. Au niveau bactérien, Campylobacter jejuni, Vibrio cholerae,
Escherichia coli entérotoxique, Shigella et Salmonella sont les principaux agents
responsables de ces diarrhées. Les mécanismes causant les diarrhées sont divers, tels que la
malabsorption des fluides, des électrolytes et des nutriments, une augmentation de la
sécrétion des fluides et des électrolytes et une augmentation de la perméabilité
paracellulaire (336). Depuis le début des années 90, 1’organisation mondiale de la santé
priorise le développement de vaccins contre les rotavirus, Shigella, Escherichia coli

entérotoxiques, Vibrio cholerae et Salmonella typhi.

4.2.1 Les parasites entériques

Les parasites affectant I’humain sont nombreux et peuvent étre divisés en quatre classes :
les nématodes, les cestodes et les trématodes qui sont tous des helminthes ainsi que les
protozoaires (337). Les helminthes sont des organismes multicellulaires contrairement aux
protozoaires qui ne sont constitués que d’une seule cellule. Les principaux parasites des
intestins sont les protozoaires Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum et Entamoeba
histolytica et les helminthes ankylostomes Arnkylostoma duodenale et Necator americanum

(248).

Les infections par les parasites protozoaires sont communes chez les humains (338). Ces
infections sont associées avec une mortalité et une morbidité élevées avec plus de 58
millions de cas pédiatriques chaque année au niveau mondial (Organisation mondial de la
santé) (339). Giardia lamblia est ’agent causal de la giardiase, une maladie qui affecte
mondialement plus de 280 millions d’individus chaque année (340). Elle est
asymptomatique dans la majorité des cas, mais provoque parfois l'apparition subite de
diarrhées nauséabondes, accompagnées de crampes abdominales, de ballonnements, d'une

fatigue et d'une perte de poids (341).
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Cryptosporidium parvum est I’agent causal de la cryptosporidiose, une maladie qui cause
une diarrhée profuse, des crampes, des douleurs abdominales, une perte de poids, des
flatulences et, dans certains cas, des nausées, des vomissements, de la fievre et des
myalgies (Santé Canada). C’est un parasite tres répandu dans le monde entier : les taux
d'infection varient entre 1 et 4,5 % dans les pays industrialisés et entre 3 et 20 % dans les
pays en développement. Chez les sujets atteints du SIDA, ces taux peuvent méme atteindre
50 2 60% (3 a 20 % aux Etats-Unis, 50 a 60 % en Afrique et 4 Haiti). Les diarrhées causées
par Giardia et Cryptosporidium résultent de 1’interaction entre les produits parasitaires et la
réponse immunitaire (342-345). Ces deux parasites induisent €galement 1’apoptose des
cellules épithéliales intestinales ainsi qu’une désorganisation du cytosquelette et des

jonctions serrées (346, 347).

Le protozoaire Entamoeba histolytica infecte mondialement 500 millions d’individus
chaque année. Il cause 1’apparition de symptdmes chez 50 millions d’individus et résulte en
100 000 décés (348). Les personnes symptomatiques peuvent présenter une brusque
poussée de fievre, des crampes abdominales séveres et une diarrhée sanglante profuse.
L'infection peut se compliquer d'une hémorragie grave, d'une péritonite, d'un amoebome ou

d'un abces hépatique (Santé Canada).

Finalement, I’infection par les ankylostomes Ankylostoma duodenale et Necator
americanum est une des infections parasitaires les plus importantes au niveau mondial,
touchant annuellement 740 millions d’individus (349). Malgré que ces parasites ne sont pas
associés a une mortalité élevée, ils causent beaucoup de morbidité sous forme d’anémie

chronique et de malabsorption des protéines (350).

4.2.2 Les virus entériques

Les virus causant des infections entériques sont nombreux, mais les rotavirus et les
calicivirus sont les plus préoccupants au niveau mondial. Les virus peuvent causer des
diarrhées par plusieurs mécanismes, comme par exemple, l’infection cytolytique des

cellules épithéliales intestinales. De plus, certaines protéines virales ainsi que les diverses



60

cytokines sécrétées suite a D’infection peuvent entrainer une augmentation des
concentrations intracellulaire du calcium et d’AMP cyclique. Ces seconds messagers ont
plusieurs effets sur les jonctions serrées, les canaux ioniques, les transporteurs et
I’expression de geénes. Tous ces effets vont affecter 1’absorption des nutriments et des

fluides, la sécrétion de CI et la perméabilité paracellulaire (351).

Au niveau mondial, les rotavirus sont la principale cause des diarrhées virales. Ce sont des
virus @ ARN non-enveloppés appartenant a la famille des Reoviridae. 1ls sont responsables
de 25 a 55% des diarrhées sévéres et causent approximativement 400 000 décés
annuellement, surtout chez les enfants de moins de deux ans (352). Contrairement aux
autres infections entériques qui se transmettent principalement par 1’eau et la nourriture

contaminées, les rotavirus se transmettent surtout par des contacts entre humains.

Les calicivirus sont des virus & ARN non-enveloppés faisant partie de la famille des
Caliciviridae. Dans les pays industrialisés, ils sont responsables de la majorité des cas de
gastroentérites. Seulement aux Etats-Unis, on estime annuellement a 250-350 millions le
nombre de cas de gastroentérites associées a ce virus causant 4300 déces (353). Leurs
modes de transmission sont 1’eau et la nourriture contaminées ainsi que les contacts entre

individus (354).

4.2.3 Les bactéries entériques

Plusieurs bactéries causent des infections entériques, mais seulement les cinq plus
importantes au niveau mondial ne seront abordées, c’est-a-dire Campylobacter jejuni,

Shigella, Salmonella, Vibrio cholerae et Escherichia coli entérique.

Chaque année Campylobacter jejuni est responsable de 400 millions de cas de diarrhée
mondialement et est la deuxi¢me cause de diarrhée chez des voyageurs (355). Elle se
retrouve normalement dans I’eau et est une bactérie commensale des intestins de plusieurs
animaux dont les oiseaux. Dans les pays industrialisés, les cas d’infections par cette
bactérie proviennent surtout de la consommation de poulets contaminés lors de la

préparation. Campylobacter jejuni possede quatre grandes propriétés la rendant pathogene :
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la motilité, 1’adhérence, ’invasion et la production de toxines (356). L’infection des
cellules épithéliales intestinales est rare et les toxines sont considérées comme étant le
principal facteur de la pathogénese. La production de plusieurs toxines a été rapportée, mais
la seule ayant été clonée et caractérisée est la toxine cytolétale distendante (CDT). Cette
toxine cause 1’arrét du cycle cellulaire en phase G1/S ou G2/M dépendant du type cellulaire
(357). Finalement la présence d’une entérotoxine semblable a la toxine du choléra,
c’est-a-dire causant une augmentation de I’AMP cyclique, a également ét€ proposée mais

demeure controversée (356).

La bactérie Shigella est I’agent responsable de la Shigellose. Elle sévit principalement dans
les pays en voie de développement et affecte 90 millions d’individus avec plus de 100 000
déces par année. De plus, elle touche environ 500 000 militaires et voyageurs en
provenance des pays industrialisés. Les trois principales especes sont S. sonnei, S. flexneri
et S. dysenteriae. Trois toxines sont connues chez Shigella, soit I’entérotoxine 1 et 2 (SHET
1 et 2) et la Shiga toxine (358). Cette derni¢re est la premiére toxine découverte chez
Shigella et inhibe la synthése protéique dans les cellules eucaryotes suite a 1’inactivation

des ribosomes.

Salmonella enterica typhi cause la fiévre typhoide chez 16 a 33 millions d’individus
causant 500 000 a 600 000 déces chaque année. La bactérie est transmise par 1’eau et les
aliments contaminés et, tout comme Campylobacter jejuni, elle code pour une toxine

cytolétale distendante qui cause I’arrét du cycle cellulaire.

Vibrio cholerae est une bactérie Gram négatif responsable du choléra. Dans les régions les
plus démunies, le choléra est souvent endémique et des porteurs asymptomatiques causent
I’émergence de nouveaux cas, principalement chez les enfants, les personnes dgées et les
voyageurs (359). Sept pandémies ont été recensées dont la 7°™ fait encore rage en Asie du
sud et au Bangladesh avec plus de 1.8 million de cas et 27 000 déces annuellement
(organisation mondiale de la santé, 2006). Avant |’apparition de la thérapie de
réhydratation, qui consiste a boire de 1’eau non-contaminée contenant des électrolytes, le
choléra était associé a un taux de mortalité de plus de 40%. Sa transmission peut se
produire par voie fécale-orale et par la consommation d’eau contaminée. La toxine produite

par Vibrio cholerae, la toxine du choléra, est en grande partie responsable de la
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pathogénese. C’est une protéine multimérique constituée d’une sous-unité centrale active
(CTA) entourée de cinq sous-unités B (CTB) (Figure 18). Les sous-unités B sont
responsables de 1’attachement de la toxine aux cellules tandis que la sous-unité A est
responsable de I’effet toxique. Le mécanisme d’action de la toxine du choléra est décrit en

de plus amples détails dans la section 4.3.

CTA1

CTB

Figure 18 Structure de la toxine du choléra

La sous-unité A (CTA, en jaune) consiste en deux chaines de polypeptides, CTA1 et CTA2
liées par un seul pont disulfure. La sous-unité CTA1 est enzymatiquement active et possede
une activité ADP-ribosyltransférase. La sous-unité CTAZ2 fait le lien entre la CTALI et la
CTB. La sous-unit¢ B (CTB) comprend cinq chaines de polypeptides identiques (vert,
mauve, gris, rouge et bleu) possédant la capacité de lier le GM1.

Modifiée de Vanden Broeck et al (359)

Les diarrhées causées par Escherichia coli demeurent problématiques dans les pays en voie
de développement. Tout comme la majorité des pathogeénes causant des diarrhées, E. coli se
transmet par 1’ingestion d’eau ou de nourriture contaminées. Plusieurs souches de E. coli
sont associées a ces diarrhées et different selon leurs facteurs de virulence (360). Certaines
souches, telles que la O157 :H7, ont été lysogénisées par un phage codant pour la toxine
Shiga de Shigella dysenteriae (361). D’autres codent pour les toxines labile (LT) ou stable

(ST) a la chaleur comme Escherichia coli entérotoxique (ETEC). Cette souche de E. coli
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est la plus commune et elle responsable de 25% des cas de diarrhée persistante nécessitant
une hospitalisation. Elle touche annuellement 280 millions d’individus et cause 400 000
déces surtout chez les enfants de moins de 2 ans (362). Tout comme dans le cas de Vibrio
cholerae, la pathogénése est associée aux deux toxines LT et ST. Environ 50% des souches
de ETEC sécrétent seulement la toxine ST, 25% sécrétent seulement la toxine LT et 25%
sécretent les deux toxines (355). La toxine ST est un peptide de 18 ou 19 acides aminés qui
lie la guanylate cyclase résultant en une augmentation du GMP cyclique (363). Elle
augmente également le calcium intracellulaire et entraine la sécrétion de CI'. La toxine LT
est similaire a la toxine du choléra tant au niveau structurel que fonctionnel et sera décrite

en de plus amples détails dans la section 4.3.

4.3 La toxine du choléra et ’entérotoxine LT d’Escherichia coli

La toxine du choléra et I’entérotoxine d’Escherichia coli sont trés similaires tant d’un point
de vue structurel que fonctionnel. Elles sont composées d’une sous-unit¢ A (CTA), la
sous-unité active, et de cinq sous-unités B (CTB). La sous-unité A est composée de deux
chaines polypeptidiques, CTA1 et CTA2, liées entre elles par un pont disulfure. La CTA1
posséde une activité ADP-ribosyltransférase tandis que la CTA2 sert de lien entre la CTA1
et la CTB. La sous-unité B est responsable de la liaison au ganglioside GM1 présent 4 la
surface des cellules épithéliales intestinales. Suite a leur liaison au GM1, ces toxines sont
internalisées par des mécanismes dépendants des caveosomes et des radeaux lipidiques
(364), mais peuvent également étre internalisées par des voies dépendantes de la clathrine
(365), dépendantes de Arf6 ou indépendantes de Arf6 et de la dynamine (359). Apres leur
internalisation, elles sont dirigées vers le trans-Golgi, puis vers le réticulum endoplasmique
par un mécanisme de transport rétrograde (Figure 19). Au niveau du réticulum
endoplasmique, la CTA1 se dissocie du complexe CTA2/CTB. Cette dissociation serait
catalysée par la protéine cellulaire PDI qui réduit les ponts disulfures. La CTA1 est alors

dépliée et transportée au niveau du cytoplasme.
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Toxine du choléra
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Figure 19 Mécanismes de transport intracellulaire de la toxine du choléra

La toxine du choléra lie son récepteur GM1 et entre dans la cellule par endocytose par
différents mécanismes. Elle est transportée vers le Golgi puis le réticulum endoplasmique
par des mécanismes de transport rétrograde. Dans le réticulum endoplasmique, elle se
dissocie en CTA1 et CTA2/CTB et CTA1 est transloquée vers le cytoplasme.

Modifiée de Sanchez et Holmgren (366)

La CTA1 ADP-ribosyle la protéine Gas, une protéine régulant I’activité de 1’adénylate
cyclase, qui devient alors constitutivement active. La stimulation continuelle de 1’adénylate
cyclase par la protéine Gas ribosylée entraine une augmentation de ’AMP cyclique

intracellulaire (Figure 20). Finalement la protéine kinase A (PKA) est activée par I’AMP
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cyclique et phosphoryle les canaux chloriques entrainant leur ouverture. La sécrétion de CI°

est accompagnée d’un mouvement osmotique vers la lumiére intestinale résultant ainsi en

des diarrhées (359).

R ecepteurs couplés aux
...poteines Gas

..
:Epinéphrine : . .
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@A Eped

Figure 20 Mécanisme d’activation de I’adénylate cyclase par la toxine du choléra

La liaison d’un agoniste aux récepteurs couplés aux protéines G induit un changement de
conformation résultant en la libération de la sous-unité Ga du complexe By. La liaison de la
sous-unité Ga a I’adénylate cyclase peut soit stimuler (Gas) ou inhiber (Gai) la production
d’AMPc¢ par I’enzyme. La production d’AMPc peut également étre contrdlée par des
produits microbiens. La toxine du choléra cause une augmentation de la production
d’AMPc par I’ADP-ribosylation de la sous-unité Gas qui active alors constitutivement
I’adénylate cyclase. Les phosphodiestérases dégradent I’AMPc et permettent le contrdle des
niveaux intracellulaires d’AMPc. L’AMPc¢ signalise en interagissant avec les molécules
effectrices, la protéine kinase A (PKA) ou les protéines d’échange directement activées par
1’AMPc (Epac).

Modifiée de Serezani et al (367)
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4.4 La flore intestinale et le syst¢éme immunitaire

4.4.1 La tolérance versus la réponse immune

Le tractus gastro-intestinal est une porte d’entrée importante pour les pathogénes, mais
également le domicile d’une variété de bactéries commensales bénéfiques pour I’héte. Un
des réles importants du systéme immunitaire intestinal est donc de défendre 1’héte contre
les pathogenes qui lui sont nocifs sans toutefois développer une réponse inflammatoire
destructive envers la flore intestinale. Les cellules dendritiques, dont les deux principales
fonctions sont de capter/présenter les antigénes et d’activer les lymphocytes (368), sont
capitales pour le maintien de cette homéostasie et 1’élaboration d’une réponse immune
adéquate. La capture des antigénes par les cellules dendritiques peut se faire directement
suite a un bri de I’intégrité de la barri¢re épithéliale ou par 1’extension des dendritiques au
niveau de la lumiére intestinale (275). Elle peut également se faire de maniére indirecte par
la phagocytose de cellules apoptotiques ou d’exosomes portant a leur surface des antigénes
(369, 370) ainsi que par la transcytose d’antigenes de la lumiére intestinale vers le GALT
par les cellules épithéliales et/ou les cellules M (371). Suite a la capture et a la présentation
des antigenes, les cellules dendritiques vont subir un processus de maturation qui peut étre
induit par des cytokines pro-inflammatoires (ex. IL-1, TNF-a et IFN-a/f) (372), des
compose¢s intracellulaires (ex. acide urique) (373), des molécules de costimulation
(ex. CD40L) (374-377) ou via I’interaction entre les PAMPs et les TLRs (378). Les cellules
dendritiques matures vont alors migrer vers les tissus lymphoides organisés (MLN et les
zones de cellules T des plaques de Peyer) et activer les lymphocytes T naifs (379). Malgré
qu’elles ne sont présentes qu’en petit nombre dans les tissus, chaque cellule dendritique
peut influencer la fonction de 300 & 1000 lymphocytes T (274) et ainsi activer la réponse

immune.

Une variété de sous-populations de cellules dendritiques sont présentes dans les différentes
structures du GALT telles que les plaques de Peyer, les ganglions mésentériques et la
lamina propria (Tableau 6) (239). Ces cellules dendritiques sont séparées en deux types, les

cellules myéloides et les cellules plasmacytoides, ainsi qu’en plusieurs phénotypes selon
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I’expression des marqueurs de surface CD11b, CD11c, CD8 et CD4 (Tableau 6) (380). Les
cellules dendritiques myéloides sont associées a une production élevée d’IL-12 et a la
génération d’IFN-y par les lymphocytes Tyl (381, 382) tandis que les cellules dendritiques
plasmacytoides sont associées a une production d’IFN-o qui méne a la génération d’IFN-y.
Les cellules dendritiques plasmacytoides sont également capables de générer une réponse

de type Ty2 (381).

Cellule dendritique Compartiment intestinal Commentaire
Type Phénotype MLN piLlP  cLP PP
cDC  CD4CD¥ +++ +++ +++ +++  Expriment de CD103 ou CX3cR1
CD11b°CD11c" Présentent des Ag intestinaux

Impliquées dans la conversion des Treg
dépendant de 1’acide rétinoique

Permettent la domiciliation des lymphocytes
T aux tissus intestinaux via I’induction
de I’expression du CCR9 et a4p7

CD4'CD8" +++ - - ++ Induisent la réponse des lymphocytes T CD4
CD11b'CD11¢"
CD4CD8" ++ - - ++  Induisent la réponse des lymphocytes T CD8
CD11bCDI11¢"

pDC  B220'PDCA1’ + +/- +/- + Produisent de I'TFN-o/p
CD11c™

Tableau 6  Cellules dendritiques mucosales et leurs fonctions proposées

cDC : conventional dendritic cell ; pDC : plasmacytoid dendritic cell ; MLN : mesenteric
lymph nodes; piLP : Lamina propria du petit intestin ; cLP : Lamina propria du colon ; PP :
Plaques de Peyer

Modifié de Niess (239)

La décision entre I’induction de la réponse immune et la tolérance dépend entre autre des
sous-populations de cellules dendritiques impliquées, des récepteurs engagés lors de
I’activation des cellules dendritiques et des lymphocytes T ainsi que de 1’environnement
local (379). Les diverses sous-populations de cellules dendritiques expriment différents
TLRs ce qui pourrait leur permettre de répondre spécifiquement aux microorganismes

(383). De plus, le microenvironnement local va influencer le phénotype, I’état d’activation
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et les cytokines sécrétées par les cellules dendritiques ce qui a pour conséquence
d’influencer la réponse des lymphocytes T et B suite a leur activation par les cellules
dendritiques (Figure 21) (384, 385). Ce microenvironnement est en partie constitué de
facteurs solubles sécrét€s par les cellules épithéliales intestinales suite a leur interaction

avec les bactéries commensales, les pathogeénes ou les protéines alimentaires (385).

T2 T,
Bactéries Parasites, allergénes et Virus et Protéines
cc;nmensales bactéries extracellulaires bactéries intracellulaires  alimentaires
r'
ry - *y o7

et D S e
L IL-10 o~ GF-p

TGF-p IL-4 ‘ IL-4
@ IL-4 @ IL-10 IFN-y @ @ IL-10
IL-10 IL-13 TGF-B
0~ Oz =0
IgE

-* Cellule dendritique mature (/] Lymphocyte T
38 - Cellule dendritique immature ~ ® ~ Lymphocyte B

Figure 21 Réponse immune aux bactéries commensales et aux pathogenes

Les cellules dendritiques matures sont responsables de I’apprétement et de la présentation
des bactéries commensales et des pathogenes de type Tyl et Ty2. Les cellules dendritiques
immatures sont responsables de la réponse envers les protéines alimentaires. Les cellules
dendritiques vont produire différentes combinaisons de cytokines dépendant de leur état
d’activation et de I’antigéne rencontré. Ces cytokines vont aider a définir la réponse des
lymphocytes T et B. Les réponses aux bactéries commensales et aux protéines alimentaires
ont des caractéristiques régulatrices (production IL-10, TGF-B, induction de Treg et
I’absence de production d’anticorps systémiques), mais sont distinctes. Au contraire, la
réponse aux pathogenes de type Tyl et Ty2 génere la production d’anticorps systémiques et
des profils de cytokines particuliers.

Modifiée de Smith et Negler-Anderson (386)
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4.4.2 La tolérance

Chez les individus sains, c’est-a-dire ne souffrant pas d’une maladie inflammatoire de
I’intestin ou de la maladie de Crohn, I’organisme ne monte pas de réponse immune contre
les protéines alimentaires ou les bactéries commensales présentes dans les intestins (332,
387). Les cellules dendritiques vont toutefois capter ces antigeénes et les présenter, mais ceci
va induire la tolérance immunologique (388, 389). Dans le cas des protéines alimentaires,
puisqu’elles ne sont pas reconnues par les TLRs, elles seront captées et présentées par des
cellules dendritiques immatures qui vont alors sécréter de I’IL-10 et du TGF-B (Figure 21)
(386). Dans le cas des bactéries commensales, puisqu’elles sont reconnues par les TLRs,
elles seront présentées par des cellules dendritiques matures (386) et, en ’absence de
signaux inflammatoires en provenance des cellules épithéliales intestinales, les cellules
dendritiques vont sécréter des cytokines régulatrices telles que I’IL-4, I’'IL-6, I’'IL-10 et le
TGF-B (Figure 21) (390). La présence de ces diverses cytokines va influencer le profil de
différenciation des lymphocytes T et B suite a leur interaction avec les cellules dendritiques

(374).

Dans un premier temps, la présence de cytokines régulatrices (IL-4, IL-6, IL-10 et TGF-B)
lors de I’activation des lymphocytes B par les cellules dendritiques (391) va favoriser la
sécrétion d’IgA (392-399). Le role des IgA est d’empécher les antigenes, microorganismes
et autres protéines étrangéres présents au niveau de la lumiére intestinale de pénétrer au
niveau du GALT (400). Les IgA pourraient également réguler la composition de
I’environnement microbien intestinal et limiter I’inflammation locale induite par les
PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) (401). Dans un deuxieme temps,
I’interaction entre les cellules dendritiques et les lymphocytes T naifs en présence de ces
cytokines va induire la génération de lymphocytes T régulateurs, appelés iTreg (402). Ces
lymphocytes iTreg vont a leur tour produire des cytokines régulatrices (403). 11 existe trois
types de iTreg dépendant du type de cytokines sécrétées, soit les Trl (7' regulatory I)
sécrétant de I’IL-10 (404), les cellules T auxiliaires 3 (Ty3) sécrétant du TGF-f (405, 406)
et les cellules exprimant une forme membranaire du TGF-$ (407, 408). L’IL-10 est une

cytokine immunosuppressive qui va diminuer 1’expression des cytokines de type Tyl/Ty2
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(409, 410) tandis que le TGF-p est une protéine qui va contrdler la prolifération de divers
types cellulaires (411). Les lymphocytes iTreg suppriment donc la réponse immune via la
sécrétion de cytokines suppressives qui ont pour fonctions d’inhiber la prolifération des
lymphocytes T, la production d’anticorps (404, 412) et de contrdler ’activation des cellules
épithéliales et des cellules présentatrices d’antigenes par les TLRs. Les iTreg sont différents
des Treg naturels qui suppriment la réponse immune via un contact cellule-cellule et ces

deux mécanismes de régulation sont présents au niveau intestinal (413, 414).

4.4.3 La réponse immune

Contrairement aux individus sains dont les intestins ne sont colonisés que par des bactéries
commensales, plusieurs facteurs vont favoriser le développement d’une réponse immune
chez les individus infectés par un pathogéne intestinal. Dans un premier temps, les cellules
¢épithéliales vont détecter I’infection et sécréter diverses chimiokines (379) qui vont
entrainer le recrutement des cellules dendritiques, des macrophages et des neutrophiles
(371, 379, 415). Ces cellules n’ayant pas été en contact avec les cytokines régulatrices, elles
vont permettre une meilleure réponse immune que les cellules immunes résidentes du
GALT (384). Dans un deuxiéme temps, les pathogénes, contrairement aux bactéries
commensales, sont invasifs et vont étre reconnus par les cellules dendritiques des ganglions
lymphatiques, en plus de celles présentes dans la lamina propria, favorisant ainsi

I’induction d’une réponse immune (384, 416, 417).

Selon le pathogeéne rencontré, les cellules dendritiques activées vont monter une réponse
immune de type Tyl ou Ty2 (375, 418). La nature de la réponse immune (Tyl versus Ty2)
va dépendre des signaux auxquels les cellules dendritiques ont été exposées lors de leur
activation et de leur interaction avec les lymphocytes T (380). Ces signaux incluent les
cytokines, chimiokines (ex. CCL20, CCLS5, IL-8, CCL2), prostaglandines, PAMPs,
molécules de costimulation (ex. CD40L), fragments du complément, immunoglobulines et
produits résultant d’un dommage cellulaire (373, 375, 380). Une réponse de type Tul
(pathogenes intracellulaires) va étre favorisée en présence d’IFN-y et d’IL-12 (419).

L’IL-12 induit la réponse de type Tyl en favorisant la croissance et ’activité des cellules
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NK, des lymphocytes T ainsi que le développement des cellules synthétisant I’TFN-y (420-
422). I’IFN-y favorise quant a lui la réponse de type Tyl en entrainant la suppression de
I’activité des lymphocytes T CD4+ de type Tu2 (423). Une réponse de type Ty2
(pathogénes extracellulaires) va plutot étre favorisée par la sécrétion d’IL-4, d’IL-10 et
d’IL-13 (403). L’IL-4 et I’IL-13 ont des fonctions similaires et régulent entre autre la
différentiation des lymphocytes T CD4+ vers un profil Ty2, la commutation isotypique vers
les IgE et les IgG1 et inhibent la production de cytokines pro-inflammatoires (424-431).
L’IL-10 va également favoriser une réponse de type Ty2 en diminuant I’expression des
cytokines de type Tyl (409, 410) (Figure 21). Malgré que I’IL-4 et I’IL-10 sont sécrétées
lors de la réponse T2, la tolérance immunologique n’est pas induite car ’absence de

TGF-B empéche 1’induction des iTreg (416).

4.4.4. Le role des cellules épithéliales intestinales

Finalement, en plus des cellules dendritiques, les cellules épithéliales intestinales jouent un
role important dans I’induction de I’immunité innée et acquise. Dans un premier temps,
elles peuvent présenter les antigénes aux lymphocytes T. Les antigénes sont captés par
pinocytose ou par endocytose via des récepteurs (FcRn, DEC205, GMI1, pIgR) et sont
présentés grace aux CMH-I, aux CHM-II et aux molécules de présentation non-classiques
(CD1d, MICA, MICB) (432). L’absence de molécules de costimulation a la surface des
cellules épithéliales intestinales lors de 1’activation des lymphocytes T va mener a I’anergie
et donc a la tolérance. L’activation des TLRs peut mener a I’expression de ces molécules de
costimulation et a la prolifération des lymphocytes T. Dans un deuxiéme temps, les cellules
épithéliales intestinales peuvent transférer les antigeénes aux cellules dendritiques présentes
au niveau de la lamina propria (371). Finalement, elles analysent continuellement les
microorganismes présents dans la lumiére intestinale via le systéme immunitaire inné (TLR
et NOD) et y répondent en sécrétant divers facteurs solubles. Leur réponse aux pathogenes
est différente de celle aux bactéries commensales, ce qui permet de diriger la réponse des
cellules dendritiques (384). En présence de bactéries commensales, elles sécreétent du TSLP

(thymic stromal lymphopoietin) qui agit sur les cellules dendritiques en diminuant leur
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production d’IL-12 en réponse aux bactéries (384). Par contre, suite a 1’activation des TLRs
intracellulaires et des NODs par les pathogenes invasifs, les cellules épithéliales sécrétent
une variété de cytokines et chimiokines (433, 434). Ces derni¢res peuvent induire la
chimioattraction et/ou 1’activation des cellules dendritiques (435), des neutrophiles (319,
436, 437), des monocytes/macrophages (437, 438), des lymphocytes T, des lymphocytes B,
des mastocytes et des €osinophiles (433). De plus, certaines substances sécrétées par les
cellules épithéliales intestinales suite a une infection ou a la présence de cytokines
pro-inflammatoires peuvent induire 1’expression des molécules d’adhésion (ICAM-1 ou
VCAM-1) ce qui pourrait entrainer une augmentation de la migration des cellules immunes

(439).
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Chapitre S : Le VIH-1 et le systéme intestinal

5.1 La pathogénése

Le systeme intestinal est une plaque tournante dans la pathogénése de I’infection par le
VIH-1. 1l est impliqué dans la transmission homosexuelle ainsi que dans la transmission
verticale (voir section 1.3) via l’allaitement, mais également 1’ingurgitation de liquide
amniotique contaming in utero et de sang ou sécrétions cervicales contaminés intrapartum
(45). Lors de la primo-infection, les organes lymphoides des intestins servent de sites
préférentiels pour la réplication du VIH-1 et font face a une déplétion rapide des
lymphocytes T CD4+ (voir section 5.3). Finalement, le systéme intestinal sert de réservoir

viral dans tous les stades de I’infection (440).

Plusieurs facteurs peuvent influencer la transmission du VIH-1 via les muqueuses
intestinales dont la présence d’une infection opportuniste, d’un traumatisme a 1’épithélium
intestinal ou d’ulcéres. Une fois que le VIH-1 atteint le GALT, soit par transcytose,
infection des cellules €pithéliales intestinales ou captation par les cellules dendritiques, il va
infecter ses cellules cibles. Les macrophages de la lamina propria différent grandement des
macrophages présents dans les autres tissus, entre autre par 1’absence de 1’expression du
corécepteur CCRS. Ils ne sont donc pas susceptibles a I’infection par le VIH-1 et ne
contribuent pas 4 la transmission (441). A 1’opposé, les lymphocytes présents au niveau du
GALT sont préférentiellement ciblés par le VIH-1. Contrairement a ceux de la circulation
sanguine et des ganglions, ils sont majoritairement activés (442) et ne requiérent pas de
stimulation pour étre permissifs a 1’infection par le VIH-1 (443). Cette caractéristique les
rend beaucoup plus susceptibles a ’infection par le VIH-1 (444) et la fréquence d’infection
des lymphocytes T CD4+ est dix fois plus élevée dans le GALT que dans la circulation
sanguine (445). Cette réplication virale active entraine une augmentation de la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines, ce qui permet le recrutement de nouvelles
cibles. De plus, les dommages causés a la paroi intestinale, par la réplication active du

VIH-1 et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, entrainent la translocation de
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produits microbiens et l’augmentation de leur concentration plasmatique (LPS et

peptidoglycan) (446).

5.2 Les manifestations cliniques

Le VIH-1 affecte la majorité des structures du systéme digestif dont la cavité orale,
I’cesophage, le foie, la vésicule biliaire, le pancréas et les intestins (447). La majorité des
pathologies associées aux intestins se manifestent sous forme de diarrhées et les
entéropathies qui affectent les patients atteints du VIH-1 surviennent de la phase aigiie
jusqu’au stade SIDA. Ils comprennent la diarrhée, I’inflammation du systéme intestinal,
une perméabilité intestinale accrue et une malabsorption des acides biliaires et de la
vitamine B12 (448-450). Mondialement, la diarrhée est une des causes majeures de
morbidité et mortalité dues au VIH-1 (451) et dans les pays en voie de développement, les
diarrhées persistantes (plus de 7 jours) affectent plus de 95% des patients sidéens. La
fréquence des diarrhées est associée au degré d’immunosuppression (452). Plusieurs
pathogeénes peuvent étre responsables de ces diarrhées dont Cryptosporidium parvum
(parasite), Enterocytozoon bieneusi (parasite), cytomegalovirus, Giardia lamblia (parasite),
Mpycobacterium avium, Salmonella, Shigella, Escherichia coli (souches pathogénes) et
Clostridium difficile (49). En plus des diarrhées, le systéme intestinal est le site viscéral le

plus commun des sarcomes de Kaposi, une néoplasie mésenchymale (453).

L’introduction de la trithérapie a permis de réduire la prévalence de ces infections
opportunistes gastro-intestinales (454), mais certains patients VIH+ (15 a 46%) continuent
de souffrir de diarrhées sans qu’aucun pathogene ne soit détecté. Une entéropathie associée
au VIH-1 est souvent la cause de ces diarrhées (455). Le VIH-1 pourrait induire des
diarrhées via 1’activation du récepteur GPR15/Bob par la glycoprotéine de 1’enveloppe
virale gp120. Cette liaison entraine une signalisation dépendante du calcium qui est
associée a une dépolymérisation des microtubules et une augmentation de la perméabilité
cellulaire (456). La protéine virale Tat a également un effet virotoxique en inhibant

I’absorption du glucose par les entérocytes (457).
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5.3 La déplétion des lymphocytes T CD4+

Une des caractéristiques les plus importantes de I’infection par le VIH-1 est la déplétion
des lymphocytes T CD4+, un type cellulaire crucial pour la réponse immune. Cette
déplétion a plusieurs conséquences sur la réponse immunitaire au VIH-1. Les lymphocytes
T CD4+ sont importants pour ’activation et 1’expansion des lymphocytes T CD8+ (458,
459). La déplétion des lymphocytes T CD4+ pourrait alors expliquer le faible pourcentage
de lymphocytes T CD8+ spécifiques au VIH-1 lors de I’infection (1-2%) comparativement
aux autres infections virales (jusqu’a 45% des lymphocytes T CD8+) (460).

La déplétion des lymphocytes T CD4+ survient des la primo-infection et est beaucoup plus
prononcée au niveau du GALT qu’au niveau de la circulation sanguine (461, 462). Au
moment de la primo-infection, les lymphocytes T CD4+ activés présents au niveau de la
lamina propria sont les principales cibles de cette déplétion. Les lymphocytes T CD4+ naifs
présents au niveau des sites inducteurs sont moins aptes a I’infection et la réplication virale
et ne sontApas affectés a ce stade de ’infection (461, 462). Ce n’est qu’a la suite de la
déplétion des cellules cibles préférentielles du VIH-1 que ces cellules vont étre infectées et
déplétées. Plusieurs hypotheses ont été émises pour expliquer la déplétion des lymphocytes
T CD4+ dont la réplication virale lytique, 1’apoptose (463) et/ou 1’autophagie des cellules
non-infectées, la destruction des lymphocytes T CD4+ par les lymphocytes T CD8+ (464)
et la diminution de I’expression de la molécule CD4 par la protéine virale Nef (465). Le fait
que le pic de la charge virale survient au moment ou le compte des lymphocytes T CD4+
est a son plus bas (jour 11 a 14), supporte I’hypothése de la déplétion par la réplication

lytique (466, 467).

La trithérapie HAART diminue la charge virale au niveau du GALT sans toutefois la
supprimer complétement et ne restore que partiellement les niveaux de lymphocytes T
CD4+ (468). Cette restauration est lente, mais peut étre améliorée si la thérapie est initiée
lors de la primo-infection (469). Plusieurs hypothéses ont €té €mises pour expliquer la
restauration incompléte des lymphocytes T CD4+ au niveau du GALT. Premicrement, une

suppression incompléte de la réplication virale lors de la trithérapie. Deuxiémement, un
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transport insuffisant des lymphocytes T CD4+ de la circulation sanguine vers le GALT. La
déplétion trés tot au cours de I’infection des lymphocytes T CD4+ exprimant le récepteur
pour la domiciliation au niveau des muqueuses (a4p7) supporte cette hypothése.
Troisiémement, les cellules repeuplant le GALT peuvent étre déja infectées ou se faire
rapidement infecter par le VIH-1 et étre détruites par les lymphocytes T CD8+.
Quatriemement, une déplétion des cellules LTi-like (lymphoid tissue inducer) a récemment
¢été proposée (470). Les cellules LTi sont importantes au niveau embryonnaire pour le
développement des plaques de Peyer. Chez les adultes, les cellules LTi-like supportent la
formation des organes lymphoides associées a I’intestins, tels que les follicules de
lymphocytes isolés (471), et émettent des signaux (OX40, CD30) nécessaires a la survie
des lymphocytes naifs (470). Puisque les cellules LTi-like murines sont CD4+CD3- et
expriment également le CXCR4 et le CCRS, leur équivalente humaine pourrait étre une
cible du VIH-1. L’infection et/ou la déplétion de ces cellules lors de la primo-infection
pourrait entrainer une perte du signal OX40 et CD30 résultant en une diminution de la
prolifération des lymphocytes T naifs et une diminution des comptes de lymphocytes T
CD4+. Finalement, une mauvaise biodisponibilité des drogues antirétrovirales au niveau du
GALT pourrait expliquer la réplication virale. Les cellules épithéliales intestinales
expriment des « protéines de résistance aux drogues » qui ont une certaine spécificité pour
les inhibiteurs de protéases et les analogues de nucléotides (472). Ces protéines pourraient
réduire la concentration locale des drogues antirétrovirales et permettre une faible

réplication du virus et ainsi limiter la restauration des lymphocytes T CD4+.
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Chapitre 6 : Les objectifs de recherche

6.1 La problématique

Les cellules ¢épithéliales intestinales forment une barriere étanche qui  sépare
I’environnement stérile des organes lymphoides associés a I’intestin (GALT) du contenu
non-stérile de la lumiére intestinale. Elles sont en contact continuel avec les médiateurs de
la réponse immune présents au niveau du GALT, mais également avec les bactéries
commensales et les pathogenes potentiellement présents au niveau de la lumiére intestinale.
Ces cellules sont également les premiéres a venir en contact avec les particules virales du
VIH-1 lors de la transmission verticale post-partum et/ou de la transmission sexuelle
ano-génitale. Les effets de I’environnement extracellulaire de ces cellules sur leur

susceptibilité a I’infection par le VIH-1 demeurent cependant inconnus a ce jour.

6.2 Les objectifs

Les objectifs du projet de recherche étaient donc d’étudier les effets potentiels de diverses
molécules présentes dans D’environnement extracellulaire des cellules épithéliales
intestinales sur leur susceptibilité a 1’infection par le VIH-1. Dans un premier temps, nous
avons choisi d’analyser ’effet des diverses cytokines présentes au niveau du GALT. Plus
précisément, nous voulions déterminer quelle(s) cytokine(s) €tait(ent) capable de moduler
I’infection des cellules épithéliales intestinales par le VIH-1 et de déterminer 1’étape du
cycle viral qui était affectée. Dans un deuxi¢me temps, nous avons voulu déterminer si les
pathogénes entériques ou des molécules sécrétées par ces pathogénes pouvaient moduler
I’infection des cellules épithéliales intestinales par le VIH-1. Dans cette optique, nous
avons analysé si la présence de la toxine du choléra, une toxine sécrétée par la bactérie
Vibrio cholerae, pouvait moduler ’infection des cellules épithéliales intestinales par le

VIH-1, et si oui par quel mécanisme.
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Chapitre 7 : Effets des cytokines sur I’infection des
cellules épithéliales intestinales par le VIH-1

7.1 Résumé

Les cellules épithéliales intestinales sont en contact continuel avec les tissus lymphoides
associés a I’intestin (GALT). Les infections gastrointestinales causées par divers virus,
bactéries et parasites et/ou la présence d’une maladie inflammatoire intestinale peuvent
moduler le réseau de cytokines du GALT. L’effet de ces différentes cytokines sur la
susceptibilité des cellules épithéliales intestinales a l’infection par le VIH-1 demeure
cependant inconnu. Dans cette étude, nous montrons que I’IL-la, I’IL-1B et le TNF-a
induisent la transactivation du VIH-1 dans la lignée cellulaire colorectale HT-29. Nous
montrons également que I’[L-4, et plus faiblement 1’IL-13, inhibent la réplication du VIH-1
sans affecter sa transactivation. De plus, 1’IL-4 inhibe, proportionnellement a la dose,
I’infection des cellules HT-29 par des particules du VIH-1 pseudotypées avec les
enveloppes des virus AMLV, HTLV-1 et VSV. La diminution de I’infection par I’IL-4
pourrait partiellement étre due a une diminution de 1’expression du galactosyl céramide et
du CXCR4, les récepteurs reconnus par le VIH-1 sur les cellules épithéliales intestinales.
Pour les virus pseudotypés VSV-G, un essai de fusion a montré que cette étape n’est pas
affectée par I’IL-4, suggérant ainsi qu’une étape post-fusion est affectée. Une diminution de
la complétion de la transcription inverse indique que I’IL-4 pourrait affecter cette étape, ou
n’importe quelle étape antérieure. En résumé, notre étude suggere pour la premiere fois que

I’IL-4 affecte une étape précoce post-fusion du cycle viral du VIH-1.

7.2 Contributions

Le design expérimental et la rédaction du manuscrit ont été effectués par Sonia Gauthier.

Mme Sylvie Méthot, Dr Michel Ouellet, Dr Corinne Barat et Dr Michel J. Tremblay ont

révisé le manuscrit.
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7.3 Premier article scientifique

Interleukin-4 inhibits an early phase in the HIV-1 life cycle

in the human colorectal cell line HT-29!

Sonia Gauthier and Michel J. Tremblay

“Centre de Recherche en Infectiologie, Centre Hospitalier de I'Université Laval,

and Faculté de Médecine, Université Laval, Québec, Canada, G1V 4G2

Running title: IL-4 inhibits HIV-1 infection of HT-29 cells

Keyword: AIDS, viral, cytokines
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Abstract

Intestinal epithelial cells are continuously in contact with the gut-associated lymphoid
tissues (GALT). Gastrointestinal infection by viruses, bacteria and parasites or the presence
of an inflammatory bowel disease may influence the GALT cytokine network. However,
the effect of the different cytokines on susceptibility of human intestinal epithelial cells to
HIV-1 infection remains to be defined. In this study, we show that IL-1a, IL-18 and TNF-a
induce transactivation of HIV-1 in the human colorectal epithelial HT-29 cell line. We also
demonstrate that IL-4, and to a lesser extent IL-13, inhibit infection with reporter HIV-1
viruses pseudotyped with NDK-Env without affecting integrated proviral DNA.
Furthermore, 1L-4 also inhibits, in a dose-dependent manner, infection of HT-29 cells with
HIV-1-based AMLV-Env, HTLV-I-Env and VSV-G pseudotypes. The IL-4-directed
diminution of virus infection may be partly due to a decrease expression of CXCR4 and
galactosyl ceramide, the recognized HIV-1 receptors in human intestinal epithelial cells.
For VSV-G-pseudotyped viruses, a fusion assay showed that this event is not affected by
IL-4, thus suggesting that a post-fusion step is affected. A reduction in the completion of
DNA retrotranscription indicates that IL-4 may affect this step, or any prior event. Overall,
our data indicate that IL-4 is negatively affecting an early post-fusion step in the HIV-1

replication cycle in HT-29 cells.
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Introduction

Mother-to-child transmission of HIV-1 is the primary source of paediatric infections
worldwide. Vertical transmission involving the gastrointestinal tract, notably the
gut-associated lymphoid tissue (GALT), can occur in utero, through swallowing of infected
amniotic fluid; intrapartum, following contact with secretions and infected blood cells; and
postpartum, through breast feeding (1). One third to one-half of vertical transmission cases
in breast-fed infants can be attributed to breast milk (2). Both infected cells and free viruses
have been documented to contribute to this transmission process (3) and the risk of HIV-1
propagation increases with their concentration in breast milk (4, 5). Avoiding breastfeeding
is however not always desirable, since it allows passive immunity against many pathogens
(6). In developing countries, the rate of vertical transmission of HIV-1 through breast
feeding may actually be lower than the rate of mortality occurring with formula milk,
notably through utilization of contaminated water for its preparation (7). In addition to
being involved in mother-to-child transmission, the GALT plays also a role in transmission
events resulting from anal-genital contacts (8). In comparison to intestinal ones, rectal
epithelial cells express more HIV-1 receptors and are more easily traumatized, leading to a
high risk of HIV-1 transmission. The receptive partner in anal intercourse is at higher risk
of HIV-1 infection due to more frequent traumas to the epithelium, exposition to larger
quantities of infectious liquid and retention of this infectious liquid within the body after
intercourse (9). The inserting partner is also at risk of HIV-1 transmission but to a lesser
extent. All these infection modes highlight the necessity of a better understanding of the

factors influencing infection via intestinal epithelial cells.

In the intestine, epithelial cells, M cells and dendritic cells represent potential portals of
entry for HIV-1. Among them, epithelial cells constitute the most abundant cell type lining
the mucosa and are the first physical barrier that HIV-1 must pass through to gain access to
the GALT. Traumas to the epithelium occurring during sexual intercourse may allow direct

infection of CD4+ T lymphocytes present in the GALT without prior infection of intestinal
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epithelial cells. However, such traumas are not frequent during breastfeeding and, in this
case, HIV-1 may gain access to the GALT through the infection of epithelial cells.
Although in vivo infection of those cells does not seem to be frequent (10), it may take
more importance during intestinal transmission of HIV-1 in the absence of traumas. It is
noteworthy that epithelial cells from intestine, colon and rectum do not express the main
HIV-1 receptor, CD4. Instead, HIV-1 uses the glycolipid galactosyl ceramide (GalCer) as
the main surface receptor on those cells (11). As for coreceptors, intestinal epithelial cells
express, in vivo, the chemokine receptor CCRS but not CXCR4. However, rectal and

colonic epithelium may express CXCR4 in addition to CCRS (12, 13).

The intestinal tract is persistently in contact with commensal bacteria and different
antigens. Those bacteria and antigens will influence secretion of cytokines by dendritic
cells present in the GALT. In a steady-state condition, when only commensal bacteria and
food proteins are present in the intestine, dendritic cells produce regulatory cytokines such
as IL-4, IL-6, IL-10 and TGF-B (14). The interaction between dendritic cells and naive T
lymphocytes in the presence of those regulatory cytokines favour the generation of
intestinal regulatory T lymphocytes (iTreg) (15). IL-10 and TGF-p are also secreted by
iTregs but their main functions are to inhibit T lymphocytes proliferation and antibody
production, and to control Toll-like receptors (TLR)-mediated activation of
antigen-presenting and epithelial cells (16, 17). In the presence of a pathogen, dendritic
cells will produce IL-4 and IL-10 in the case of a Ty2 immune response and IL-1, IL-12,
TNF-a and IFN-y in the case of a Tyl immune response (18). The nature of the immune
response depends on the signals present during dendritic cells activation and interaction
with T lymphocytes. Those signals include cytokines, chemokines, pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs), costimulation molecules, complement fragments, antibodies

and products resulting from cell damage (19).

Epithelial cells also play an important role in the activation of the innate and adaptive

immune system. They constantly scan microorganisms present in the intestinal lumen
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through their TLR and nucleotide-binding oligomerisation domain protein (NOD1 and 2).
Their response to pathogens is different from their response to commensal bacteria, and
they help dendritic cells to direct the immune response. In the presence of commensal
bacteria, epithelial cells secrete thymic stromal lymphopoietin (TSLP) that act on dendritic
cells by decreasing their IL-12 production (20). In contrast, following invasion by a
pathogen and intracellular activation of TLR and NOD, epithelial cells produce a variety of
chemokines, cytokines and B-defensins (21-23). Those signals generated by epithelial cells
result in chemo-attraction and/or activation of dendritic cells, neutrophils,

monocytes/macrophages, T and B lymphocytes, mast cells and eosinophils (21).

Given that intestinal epithelial cells may act as key elements in the process of HIV-1
transmission and considering that this cell type is exposed to a large variety of soluble
factors, it is of prime importance to define whether virus replication can be affected by
cytokines normally present within the GALT. We provide evidence here that the
proinflammatory cytokines IL-la, IL-1p and TNF-a enhance virus gene expression,

whereas IL-4 and IL-13 reduce HIV-1 infection in the human colorectal cell line HT-29.
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Materials and Methods

Reagents. Recombinant human IL-la, IL-1-B, IL-6, IL-10, IL-13 and TNF-a were
purchased from PeproTech (Rocky Hill, NJ, USA). Recombinant human IL-4 was
purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) and bafilomycin Al from
Sigma-Aldrich (Oakville, Canada). The following reagent was obtained through the AIDS
reagent and Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH: Zidovudine.

Cells. The human colorectal epithelial cell line HT-29 (ATCC HTB-38; American Type
Culture Collection, Manassas, VA, USA) was grown in DMEM/F12 supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS) (Invitrogen Life Technologies; Burlington, Canada) and
antibiotics. Human embryonic kidney 293T cells were grown in DMEM (Invitrogen Life
Technologies) supplemented with 10% FBS and antibiotics.

Plasmids. The pNL4-3Luc+Env-Vpr+ expression vector encodes the complete HIV-1
genome, in which the envelope gene has been inactivated, and the luciferase gene inserted
in the region coding for Nef. The pcDNA-1-AMLV-Env vector expresses the amphotropic
murine leukemia virus (MLV) envelope (Env) gene under the control of the MLV long
terminal repeat (LTR). Both vectors were kindly provided by Dr. N.R. Landau (NYU
School of Medicine, NY, USA). The pSV-HTLV-I-Env vector harbours the HTLV-I gp46
c¢DNA under the control of the SV40 promoter (kindly supplied by Dr. R. Sutton, Baylor
College of Medicine, Houston, USA). The pJD19 vector expresses the wild type HIV-1
NDK Env under the control of the NDK LTR (obtained from Dr. U. Hazan, Institut Cochin
de Génétique Moléculaire, Paris, France). The pHCMV-G vector expresses the Env
glycoprotein G (VSV-G) of the broad host-range vesicular stomatitis virus, under the
control of the human cytomegalovirus promoter (obtained from Dr. J.C. Burns, University
of California, San Diego, USA). The pNL4.3AEnv vector encodes a complete HIV-1
genome comprising a -1 frameshift in the Env precursor (kindly provided by Dr. D.E. Ott,
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National Cancer Institute, Frederick, USA). The Pr55%%¢/RLuc vector encodes the
full-length HxB2 Gag polyprotein in frame with the Renilla reniformis luciferase gene
(kindly supplied by Dr. A.J. Mouland, Lady Davis Institute for Medical Research,
Montreal, Canada).

Virus production. Pseudotyped HIV-1 viruses were prepared as previously described (24).
Briefly, 293T cells (2 x 10° cells) were seeded in 75-cm? flask and cotransfected the next
day with the AMLV-, HTLV-I- or NDK-Env expression vector (20 pg) and the
Env-deficient HIV-1 backbone plasmid pNL4-3Luct+Env-Vpr+ (10 pg) by the
calcium-phosphate method. For VSV-G pseudotyped viruses, pHCMV-G (2 pg) was
cotransfected with pNL4-3Luct+Env-Vpr+ (28 pg). For the fusion assay, VSV-G
pseudotyped viruses containing Pr55%¥/RLuc were produced by cotransfecting
pNL4-3AEnv (20 pg), Pr55%*¢/RLuc (10 pg) and pHCMV-G (2 pg). Virus was harvested
40 h after cotransfection, filtered through a 0.22 um-pore-membrane and stored at -80°C
until used. Virus content was measured using an in-house sensitive double-antibody
sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) specific for the viral p24 protein
(25).

Infection assay. HT-29 cells (2 x 10°) were in some cases first treated with a cytokine
(10 ng/ml of IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-10, IL-13, or TNF-a; or 0.001 to 100 U/ml of IL-4) for
24 h and washed. The cells were then infected for 24 h with a standardized amount of
NL4-3Luc+Env-Vpr+ viruses pseudotyped with NDK-Env or VSV-G (20 ng of p24). After
the infection, the cells were washed, and then either left untreated or treated with one of the
cytokines for 24 h and lysed in 100 pl of lysis buffer (125 mM Tris-Base, 10 mM DTT,
5% Triton X-100 and 50% glycerol). Luciferase activity was measured using an MLX
microtiter luminometer (Dynex Technologie; Chantilly, VA, USA) and is expressed as

relative luciferase units (RLU).
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Flow cytometry analysis. HT-29 cells (1 x 10°) were either left untreated or treated with
IL-4 (100 U/ml) for 24 h. Cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS),
incubated with Versene and detached from the culture plate by scraping with a rubber
policeman. Non-specific sites were blocked by incubating cells with 1% bovine serum
albumin (MP Biomedicals; Solon, OH, USA), 10% human serum and 20% goat serum
(Jackson ImmunoResearch; West Grove, PA, USA) in PBS. Cells were then incubated for
30 min at room temperature with fluorescein isothiocyanate (FITC)- or phycoerythrin
(PE)-conjugated monoclonal antibodies against CD54 (BD Pharmingen), CXCR4 (BD
Pharmingen) or isotype-matched irrelevant control antibodies (BD Pharmingen). For CD40
(clone G28.5), MHC-I (clone W6/32), CD55-biotin (Ancell; Bayport, MN, USA), CD81
(clone 5A6, Sigma-Aldrich; Oakville, Canada) and galactosylceramide (GalCer) (Millipore;
Billerica, MA, USA), cells were incubated for 30 min at room temperature with the specific
or isotype-matched control antibody, washed twice with PBS and incubated for 30 min at
room temperature with fluorescein isothiocyanate (FITC)- or phycoerythrin (PE)-
conjugated secondary antibody. For CDS55-biotin, streptavidin-PE (BD Pharmingen) was
used as a secondary antibody. Cells were then washed twice with PBS, fixed with 2%
paraformaldehyde for 30 min at room temperature and then analyzed by flow cytometry

(Epics ELITE ESP; Coulter Electronics, Burlington, Canada).

Virus entry test. HT-29 cells (2 x 10°) were either left untreated or treated with IL-4
(100 U/ml) for 24 h and washed. Cells were then incubated with AMLV-Env,
HTLV-1-Env, NDK-Env, or VSV-G pseudotyped NL4-3Luc+Env-Vpr+ viruses for 4 h
(20 ng of p24). Cells were trypsinized, washed 4 times with PBS and resuspended in 100 pl
of lysis buffer (20 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0.05% Tween-20 and 0.5% Triton X-100).

Virus entry was monitored using the p24 test.

Virus fusion assay. Fusion events were assessed using a previously described method (26).
Briefly, HT-29 cells (1 x 10°%) were either left untreated, treated with IL-4 (100 U/ml) for
24 h and washed, or treated with bafilomycin A1 (100 nM) for 30 min. Next, cells were
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incubated with VSV-G pseudotyped viruses containing Pr55%¢/RLuc (100 ng of p24) for
4 h. In the case of bafilomycin A1, the drug was left during the fusion assay. Cells were
then detached by a trypsin treatment, washed twice with PBS and resuspended in 100 pl
luciferase assay buffer. Renilla luciferase activity was measured in live cells using a MLX
microtiter luminometer (Dynex Technologie; Chantilly, USA) and is expressed as relative

luciferase units (RLU).

Retrotranscription assay. HT-29 cells (1 x 10°) were either left untreated, treated with
IL-4 (100 U/ml) for 24 h and washed, or treated for 30 min with zidovudine (AZT)
(10 uM). Cells were then infected with VSV-G pseudotyped NL4-3Luc+Env-Vpr+ viruses
for 24 h. In the case of AZT-treated cells, the drug was left during the infection. Total
cellular DNA was isolated using the DNeasy Tissue Kit as recommended by the
manufacturer (QIAGEN; Mississauga, Canada). Retrotranscription was measured by
real-time PCR using M667 and M661 primers corresponding respectively to nucleotide
positions 496-516 (LTR) and 695-672 (Gag) in HIV-1 sequence as described previously
27).

Statistical analysis. Statistical analyses were carried out according to the methods outlined
in Zar (1984) (28). Means were compared using either the Student’s test or single factor
ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison when more than two means were
compared. Because values vary between different experiments, a repeated measures
ANOVA test had to be used. P values of less than 0.05 were deemed statistically
significant, whereas p values lower than 0.01 were considered highly significant.

Computations were carried out using GraphPad PRISM version 3.03 statistical software.
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Results

Cytokines modulate HIV-1 infection of HT-29 cells. In close contact with intestinal
epithelial cells, the GALT cytokine network may influence the cell response to pathogens.
In this study, we analysed the effects of different Tyl/Ty2 (IL-4, IL-6, IL-10 and IL-13)
and proinflammatory cytokines (IL-1a, IL-1p and TNF-a) on the susceptibility of HT-29
colorectal epithelial cells to HIV-1 infection. More precisely, we were interested in
monitoring the possible modulatory effect of cytokines on pre- and post-integration events.
To this end, we used a virus containing the firefly luciferase reporter gene inserted into its
genome. As luciferase is only produced following productive infection, using them to
assess the infection level presents the advantage of not including the virus input
background in the measure, which is normally the case when assessing the major viral core
protein p24. First, for measuring the effect of the cytokines on viral replication, HT-29 cells
were treated for 24 h with one of the different cytokines tested and next infected with
reporter viruses pseudotyped with NDK-Env. Moreover, to analyse the effect on virus gene
expression, the cells were infected with the same viruses, but stimulated with a cytokine
only 24 h later. Initial experiments were conducted with NDK-Env pseudotypes because
this X4-tropic viral strain is known to efficiently infect HT-29 cells (29). As illustrated in
Fig. 1A, virus replication was reduced by 60 and 35% upon a pre-treatment with IL-4 and
IL-13, respectively. Addition of these two cytokines after infection has however no effect
on virus gene expression (Fig. 1B), therefore suggesting that the IL-4- and IL-13-mediated
inhibitory effect only occurs at a pre-integration step. By contrast, the proinflammatory
cytokines IL-1a, IL-1B and TNF-a increase HIV-1 expression by 8-, 7- and 25-fold,
respectively. To eliminate the possibility that a difference in cell proliferation is responsible
for the observed phenomenon, we performed a cell proliferation assay. No statistical
difference was seen in cell proliferation between cells treated with the studied cytokines

and untreated control HT-29 cells (data not shown).
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IL-4-dependent inhibition of HIV-1 infection is seen with different pseudotypes. Since
IL-4 and IL-13 share the same receptor on HT-29 cells and have similar biological effect
(30) and given that IL-4 demonstrates a higher capacity to inhibit HIV-1 infection, our
subsequent studies were aimed at gaining information on the mechanism by which IL-4 can
reduce HIV-1 infection in HT-29 cells. To determine whether IL-4 can act on a post-entry
step, HT-29 cells were treated for 24 h with [L-4 and infected with recombinant
luciferase-encoding virions pseudotyped with AMLV-Env, HTLV-I-Env and VSV-G. As
depicted in Fig. 2, the process of infection with the tested pseudotypes was inhibited by
approximately 60% by a pre-incubation treatment of HT-29 cells with IL-4 for 24 h.
Maintaining an IL-4 treatment during virus infection did not lead to a more potent
repression of HIV-1 infection (data not shown) and addition of IL-4 at 24 h post-infection
did not affect expression of integrated proviral DNA confirming our results obtained with
NDK-Env pseudotypes. Given that the four studied Env glycoproteins are interacting with

different cell surface receptors, it can be proposed that IL-4 is modulating a post-binding

step.

As cytokines can display opposite effects depending on the final concentration used (31,
32), similar experiments were performed with increasing concentrations of IL-4 ranging
from 0.01 to 100 U/ml. Infection of HT-29 cells with AMLV-Env, HTLV-I-Env, NDK-Env
and VSV-G pseudotyped reporter viruses is inhibited in a dose-dependent fashion where
virus replication is reduced by a concentration as low as 0.1 U/ml and reaches its maximal

inhibitory activity at approximately 10 U/ml (Fig. 3).

IL-4 modulates expression of GalCer, CXCR4, MHC class I, CDS5 and CD81 on
HT-29 cells. It has been reported that CD4 and CCRS are not expressed on HT-29 cells and
GalCer and CXCR4 are the crucial receptors for infection of those cells by NDK virus (11,
29). Of high relevance to the present work, it has been demonstrated that IL-4 can modulate
CXCR4 expression on different cell types (33-35). To determine if IL-4 treatment of HT-29

cells can affect different cell surface receptors including CXCR4, these cells were treated
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for 24 h with IL-4 and then analyzed by flow cytometry. As shown in Fig. 4, IL-4 treatment
results in a 36% diminution in the percentage of GalCer-positive cells. A similar 36%
reduction in the number of CXCR4-expressing cells was seen in similarly treated cells. To
determine if IL-4 could downregulate GalCer and CXCR4 by a direct endocytosis
mechanism, as previously described for CXCR4 in monocytes (36), flow cytometry was
performed 8 h after stimulation with IL-4. This shorter treatment did not result in a
diminution of GalCer and CXCR4 expression (data not shown). This suggests that 1L.-4
interfere with the synthesis of new GalCer and CXCR4 molecules. Finally, to exclude the
possibility that IL-4 is inducing a broad inhibition of protein synthesis, we measured
surface expression of different cell surface markers. The mean fluorescence intensity is
decreased by 39% for MHC class I (MHC-I) (p<0.01) and by 32% for CD81 (p<0.05). On
the other hand, the mean fluorescence intensity of CDS55 is increased by 2 fold (p<0.05)
while surface expression of CD54 remaind unaffected. Altogether these results suggest that
the IL-4-mediated diminution of GalCer and CXCR4 expression is not a consequence of a

general inhibition in protein synthesis.

Virus entry and fusion processes are not negatively affected by IL-4 in HT-29 cells.
Having established that IL-4 downregulates surface expression of GalCer and CXCR4 on
the colorectal cell line HT-29, we next performed a virus entry test. Cells were treated with
IL-4 for 24 h followed by a 4 h incubation with NDK-Env pseudotyped viruses. After a
trypsin treatment and three extensive washes to eliminate uninternalized virus, the
intracellular p24 content was measured. As demonstrated in Fig. 5A, an IL-4 treatment
unexpectedly increases entry of NDK-Env pseudotyped virus. In order to define the effect
of IL-4 on post-entry events, we next tried to find a pseudotyped virus for which entry was
not affected by an IL-4 treatment. We tested the three other pseudotypes (AMLV-Env,
HTLV-I-Env and VSV-G) because they utilize an entry pathway (at least for VSV-G) and
surface receptors different than HIV-1. Indeed, fusion of AMLV-Env and HTLV-I-Env
pseudotypes normally occurs at the cell surface and is pH-independent while VSV is
entering cells by endocytosis and its fusion occurs in the endosomes and is pH-dependent.

Unfortunately, entry of AMLV-Env and HTLV-I-Env pseudotyped virus was too weak to
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test the efficacy of IL-4 (data not shown). Entry of VSV-G pseudotyped virus is diminished
by 27% in the presence of IL-4 compared to untreated cells (Fig. 5B). Thus, it was not
possible to use a pseudotyped virus that is not affected by IL-4.

Viral entry does not necessarily correlate with viral fusion especially in epithelial cells
where a high level of endocytosis occurs. In classical HIV-1 entry experiments, vesicular
(thought to lead to virus degradation) and cytoplasmic viruses (responsible for productive
infection) are measured as a whole. To specifically estimate viral delivery into the
cytoplasm, we modified a fusion assay described by Saeed and colleagues (26). We used
the Pr55°°¢/RLuc chimera (37) instead of the Nef-Luc vector as published previously (26)
because Gag proteins are incorporated at a high level in mature virions (approximately
5,000 molecules per single virus). The basic principle of this method is that after viral
fusion, the Renilla luciferase that is fused with Gag will have access to its substrate present
in the cell cytoplasm. However, the viruses trapped into the endosomal pathway will not
have access to it because, in contrast to cell membrane, the outer membranes of viruses are
not permeable to Renilla luciferin buffer. Our modified fusion assay was used to determine
the effect of IL-4 on viral fusion. Unfortunately, the assay was not sensitive enough to
determine if 1L-4 affects viral fusion of NDK-Env pseudotyped viruses. However, in
contrast to viral entry, data illustrated in Fig. 5C demonstrate that IL.-4 has no effect on
fusion of VSV-G pseudotyped virus containing Gag-RLuc. The fusion assay was validated
with bafilomycin A1, a vacuolar ATPase inhibitor that inhibits VSV-G fusion by disrupting
endosomal acidification. Because their fusion is not affected by IL-4, VSV-G pseudotyped
viruses were chosen as a good model to analyse the effect of IL-4 on post-fusion events in

the HIV-1 life cycle.

IL-4 inhibits an early post-fusion step of the viral cycle. We showed that IL-4 reduces
infection of HT-29 cells with NDK-Env, AMLV-Env, HTLV-I-Env and VSV-G
pseudotypes at similar levels. Therefore, it is unlikely that the IL-4-dependent effect is due

to a downregulation of the respective viral receptor used by the pseudotyped viruses tested.
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Also, the fact that fusion of VSV-G pseudotypes is unaffected by IL-4 further supports that
IL-4 is not affecting a proximal event in HIV-1 replication. All those results suggest that a
post-fusion step in HIV-1 replication is most likely affected by IL-4. In order to assess a
possible modulation of viral retrotranscription by IL-4, HT-29 cells were treated for 24 h
with the cytokine and then infected with VSV-G pseudotypes for 24 h. Total DNA was
extracted and PCR was conducted using specific primer pairs designed to detect full-length
reverse-transcribed viral DNA. In some samples, the antiretroviral compound AZT was
used as a control to block retrotranscription. Results depicted in Fig. 6 demonstrate that
IL-4 induces a statistically significant decrease of 56% in full-length reverse-transcribed
DNA levels, which corresponds to the degree of inhibition of virus infection seen in Figs. 2

and 3.
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Discussion

Human intestinal epithelial cells are considered as the first physical barrier that HIV-1
encounters during intestinal transmission. These cells express many cytokine receptors (22)
and their response to viral invasion may be influenced by the cytokine network prevailing
in the GALT. In this study, we analysed the effect of different cytokines on the
susceptibility of HT-29 cells to HIV-1 infection. Our results indicate that infection of the
colorectal cell line HT-29 by HIV-1 is influenced by many cytokines. The proinflammatory
cytokines IL-1 (o and B) and TNF-a increase virus gene expression by 6- and 22-fold,
respectively. Previous results demonstrate that IL-1a and IL-1 differ in their extracellular
form, IL-1a is a cell-associated cytokine whereas IL-1P is secreted, but they bind to the
same receptor and both lead to nuclear translocation of NF-kB. The observation that they
exert similar effects on HIV-1 gene expression is thus not surprising. The TNF-a—mediated
signal transduction pathway also leads to activation of NF-xB (38). Many studies have
shown that, once activated, the transcription factor NF-kB will bind to enhancer sequences
located within the HIV-1 LTR and drive viral expression (39-42). Therefore, it is not
surprising that IL-1 (a and B) and TNF-a act as strong inducers of HIV-1 expression.

It must be noted that the active physiological concentrations of cytokines are difficult to
define since they often act locally. Therefore, blood or tissue concentrations are not
necessarily good indicators and it has been proposed that local concentrations might be
much higher than expected (43). The final concentrations of cytokines used in this study

were determined based on the in vitro experimental studies published in the literature.

Our results reveal for the first time that IL-4 and IL-13 both have an inhibitory effect on
HIV-1 infection of HT-29 cells. IL-4 is an important type 1 cytokine that directs the
immune system toward a Ty2 response. It is produced by CD4+ Ty2 and v/6 T

lymphocytes, basophils and mast cells. It induces an immunoglobulin class switch to IgE
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and [gG4 (44) and expression of Ty2 cytokines, such as IL-5, IL-6, IL-10 and IL-13 by
CD4+ T lymphocytes. IL-4 can bind to 2 different receptors depending on the cell type.
The type 1 receptor complex is composed of IL-4Ra and yc. It is located on immune cells
and can only be formed following IL-4 binding. The type 2 receptor complex, which is
composed of IL-4Ra and IL-13Ral, is present on non-hematopoietic cells and can be
formed following IL-4 and IL-13 binding (45). IL-13 only shares 25% amino acid sequence
homology with IL-4, but since they act through a common receptor (IL-4Ro/IL-13Ral),
both cytokines induce roughly similar responses. The human colorectal cell line HT-29
expresses both IL-4Ra and IL-13Ral but not the yc chain (30). In this cell line, IL-4
interaction with its receptor results in the dimerization of IL-4Ra and IL-13Ral chain and
activation of Jak1, Jak2 et Tyk2 (30). Tyrosine phosphorylation of receptors by a member
of the Jak kinases family allows STAT6 binding through its phosphotyrosine-binding
domain. STAT6 is then phosphorylated by Jak, released from the receptor and dimerized.
The dimeric form can then translocate into the nucleus, where it modulates gene
expression. The common signal transduction pathway induced by IL-4 and IL-13 in HT-29

cells explains the similar effect of those cytokines on HIV-1 replication (Fig. 1).

Data from published studies indicate that extracellular IL-4 can regulate HIV-1 infection
positively or negatively, depending on the cell type. For example, this cytokine enhances
HIV-1 replication in CD4+ T cells (46-49), tonsils (50) and monocytes (51, 52), whereas an
inhibition is observed in monocyte-derived macrophages (MDMs) (52, 53). Most studies
have investigated the ability of IL-4 to modulate virus replication and there is very limited
information on the putative IL-4-mediated effect on transcription factors that can affect
HIV-1 transcriptional activity. One study has shown an increased activation of AP-1 in
PBMCs after stimulation with IL-4 (49) and another one has demonstrated NF-xB
translocation (52). Our results show that, in HT-29 cells, viral transcription is not affected
by IL-4, since treatment of infected cells after proviral integration does not induce any
change in virus-encoded luciferase activity (Fig. 1B). Those results suggest that IL-4 is

exerting its inhibitory effect at an early step of the virus life cycle.
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The binding of HIV-1 to its receptor and coreceptor is the first step in the process of
cellular infection. Many studies have analysed the effect of IL-4 on HIV-1 receptor and
coreceptor expression and, as for viral replication, results differ depending of the cell type
used. Indeed, it was reported that IL-4 treatment increases expression of the main HIV-1
receptor, CD4, on microglia (54) but diminishes it on monocytes and MDMs (54, 55).
Similarly, expression of the coreceptor CXCR4 is increased on CD4+ T cells (34, 56-62)
and Langerhans cells (33) but decreased on monocytes (35, 36). Finally, IL-4 decreases
CCRS5 expression on CD4+ T lymphocytes (62), monocytes and MDMs (54, 55). However,
data on receptor and coreceptors expression on HIV-1-susceptible non-hematopoietic cells
are lacking. Our results show that, in the colorectal epithelial cell line HT-29, IL-4
downregulates GalCer and CXCR4 expression by 40%. Different mechanisms have been
proposed to explain the IL-4-mediated downregulation of CXCR4, such as a decreased
mRNA expression, protein degradation, or endocytosis due to binding of SDF-1 (the
natural ligand of CXCR4) (35, 36). Taking into consideration that SDF-1 mRNA is
constitutively expressed by epithelial cells of the intestine (63), it can be postulated that a
downregulation of CXCR4 in HT-29 cells might involve increased synthesis of SDF-1 by
IL-4 followed by a rapid endocytosis of CXCR4. Concerning GalCer, a glycolipid found in
the lipid rafts and composed of a galactose linked to a ceramide, its synthesis occurs in the
endoplasmic reticulum and involves multiple enzymatic reactions (64). IL-4 inhibition of
GalCer expression may involve a decreased synthesis or activity of any of those enzymes.
It is important to mention that IL-4 has already been shown to inhibit ceramide synthesis

following TNF-a and IFN-y treatment (65).

Receptor and coreceptor modulation may not be the only mechanism by which IL-4 affects
the susceptibility of HT-29 cells to HIV-1 infection. Many crucial steps occur after viral
fusion and before transcription such as decapsidation, reverse transcription, nuclear import
and integration. To analyse the effect of IL-4 on these mechanisms, we had to bypass its
possible effect on viral fusion via GalCer and CXCR4 downregulation. To this end, we
made use of pseudotyped viruses, the major advantage of which is that attachment and

fusion are the only steps that will differ from those of wild-type HIV-1 particles. Our
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results show that an HIV-1-based VSV-G-pseudotyped virus is a good model to analyse
potential post-fusion effects of IL-4 since its fusion is not affected by IL-4 (Fig. 5).
Interestingly, IL-4 inhibits VSV-G-pseudotyped virus infection by 55% when added before
infection (Fig. 2), thus suggesting that an early step of HIV-1 replication is affected. We
also show here that, in the HT-29 cell line, IL-4 inhibits the completion of cDNA synthesis
of VSV-G-pseudotyped viruses by 55% (Fig. 6). To our knowledge, it is the first time that
an inhibition of cDNA synthesis following IL-4 treatment is reported. Previous studies,
which were conducted in monocytes and showing an inhibition of HIV-1 replication by
IL-4, have not detected any changes in viral DNA synthesis (35, 52). Interestingly, IL-13
has been demonstrated to diminish retrotranscription completion in macrophages (53). The
proposed mechanism was an increased virus endocytosis leading to degradation and an
inhibition at a pre-fusion step. However, those mechanisms could not completely explain
the inhibition that we see here because we have demonstrated that some of the effects occur
at a post-fusion step (Fig. 4). One possible inhibitory mechanism of IL-4 is an increased
expression and/or activation of an inhibitory protein, such as APOBEC3G, TRIMS5a and/or
an unknown inhibitory factor (66-68). APOBEC3G deaminates cytosine bases to uracil
during the retrotranscription, a modification that is subject to reparation by the DNA
excision/reparation enzymes. Reparation of the cDNA by the cellular machinery leaves an
abasic site vulnerable to endonucleases leading to cDNA degradation and a decreased
infection (69). Cellular APOBEC3G is present in two forms, the active low molecular
weight and the inactive high molecular weight (70) and recent studies have shown that it
can be expressed in epithelial cells (71, 72). Alternatively, TRIM5a and the unknown
inhibitory factor bind to the viral capsid leading to its degradation by the proteosomal
machinery and, again, decrease virus infection (68, 73-75). Modulation of the expression or
activation of such factors by IL-4 may affect reverse transcription and/or capsid
degradation and explain the IL-4-dependent inhibition of HIV-1 infection in HT-29 cells.
Additional studies are needed to elucidate the precise mechanism(s) by which IL-4 can

repress an early post-fusion step in HIV-1 life cycle.
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In conclusion, our findings provide new insights into the effect of the GALT cytokine
environment on susceptibility of intestinal epithelial cell to HIV-1 infection. An
inflammation state due to response to other viruses or intracellular bacteria may increase
viral production from intestinal epithelial cells through transactivation of integrated
proviral DNA. The released virus can then infect surrounding CD4+ T cells present in the
GALT just under the intestinal epithelial cells and favour systemic dissemination of HIV-1.
Those results thus pinpoint the importance to treat various enteric infections in persons
highly at risk of contracting HIV-1. Alternatively, a steady state may decrease intestinal
epithelial cell susceptibility to HIV-1 infection through an IL-4-mediated decrease in viral
c¢cDNA synthesis. The hyporesposiveness normally occurring in the GALT may be
protective following intestinal contact with HIV-1 and diminish the risk of primary

infection.

The biological significance of the present work is high considering that intestinal epithelial
cells are in direct contact with the GALT. Importantly, the GALT has been recently
demonstrated to act as a major viral reservoir as well as an important host-pathogen

interface in HIV-1 infection.
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Figures legends

Figure 1. Infection of HT-29 colorectal epithelial cells by NDK-Env pseudotypes is
modulated by some cytokines. (A) HT-29 cells (2 x 10°) were either left untreated or
treated with one of the indicated cytokines for 24 h and then washed. Cells were next
infected with luciferase-encoding NL4-3-based viruses pseudotyped with NDK-Env for
24 h and washed. (B) HT-29 cells were infected first and the cytokine added afterwards.
Virus infection was estimated by measuring virus-encoded luciferase activity at 48 h
post-infection in both cases. The results shown represent the means + standard deviations
calculated from three independent experiments with quadruplicate samples and are
expressed as the percentage of luciferase activity in samples treated with the listed
cytokines with respect to the virus-infected samples that were left untreated (considered

as 100) (*, p<0.05; **, p < 0.01; *** p <0.0001).

Figure 2. IL-4 inhibits infection of HT-29 cells with AMLV-Env, HTLV-I-Env and
VSV-G pseudotyped HIV-1 particles. HT-29 cells (2 x 10°) were either left untreated or
treated with IL-4 for 24 h and then washed (pre-infection condition). Next, cells were
inoculated with AMLV-Env (A), HTLV-I-Env (B) or VSV-G (C) pseudotyped
NLA4-3-based viruses for 24 h and washed. For the post-infection condition, IL-4 was added
at 24 h following virus infection. Virus infection was estimated by measuring
virus-encoded luciferase activity at 48 h post-infection. The results shown represent the
means + standard deviations calculated from three independent experiments with
quadruplicate samples and are expressed as the percentage of luciferase activity in samples
treated with IL-4 with respect to the virus-infected samples that were left untreated

(considered as 100) (**, p<0.01).
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Figure 3. IL-4 mediates a dose-dependent decrease in HIV-1 infection when using four
different HIV-1-based pseudotypes. HT-29 cells (2 x 10%) were either left untreated, or
treated with increasing concentrations of IL-4 (ranging from 0.01 to 100 U/ml) for 24 h and
washed. Cells were then infected with luciferase-encoding NL4-3-based viruses
pseudotyped with AMLV-Env (A), HTLV-I-Env (B), NDK-Env (C) and VSV-G (D) for
24 h and washed. Virus infection was estimated by measuring virus-encoded luciferase
activity at 48 h post-infection. The results shown represent the means + standard deviations
calculated from three independent experiments with quadruplicate samples and are
expressed as the percentage of luciferase activity in samples treated with [L-4 with respect
to the virus-infected samples that were left untreated (considered as 100) (*, p<0.05;

*% p <0.01; *** p<0.0001).

Figure 4. IL-4 modulates expression of GalCer, CXCR4, MHC-I, CD81 and CD55 but
not CD54 in HT-29 cells. Cells were either left untreated or treated with I1L-4 for 24 h.
Cells were then detached with versene, washed and surface expression of the indicated
surface molecules was analysed by flow cytometry with specific antibodies. The
isotype-matched control antibody is depicted in white, and the specific antibody in grey.

The results shown are representative of three independent experiments.

Figure S. IL-4 modulates entry of NDK-env and VSV-G pseudotyped viruses but does
not affect fusion of VSV-G pseudotyped viruses in HT-29 cells. HT-29 cells (2 x 10%)
were either left untreated or treated with IL-4 for 24 h. Cells were then incubated with
reporter viruses pseudotyped with NDK-Env (A) or VSV-G (B) for 4 h, treated with trypsin
to remove uninternalized viruses, washed extensively and resuspended in lysis buffer. The
viral contents found intracellularly were assessed using a p24 test. (C) HT-29 cells (1 x 10%
were either left untreated, treated with IL-4 for 24 h and washed, or treated with
bafilomycin A1 (100 nM) for 30 min. Next, cells were inoculated with Pr55%¢/RLuc
containing NL4.3AEnv viruses pseudotyped with VSV-G for 4 h, treated with trypsin to

remove uninternalized viruses, washed and resuspended in a luciferin buffer. The results
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shown represent the means + standard deviations calculated from three independent
experiments with quadruplicate samples and are expressed as the percentage of either p24
or Renilla luciferase activity in treated samples with respect to the virus-infected samples

that were left untreated (considered as 100) (*, p < 0.05).

Figure 6. IL-4 inhibits an early post-fusion step in the virus life cycle. HT-29 cells
(1 x 10%) were either left untreated, treated with IL-4 for 24 h and washed, or treated with
AZT (10 puM) for 30 min. Cells were next infected with NL4-3-based viruses pseudotyped
with VSV-G for 24 h and washed. Total genomic DNA was extracted and subjected to PCR
analysis. The results shown represent the means + standard deviations calculated from three
independent experiments with quadruplicate samples and are expressed as the percentage of
reverse-transcribed viral DNA in treated samples with respect to the virus-infected samples

that were left untreated (considered as 100) (*, p < 0.05).
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Figure 5
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Figure 6
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Chapitre 8 : Effets de la toxine du choléra sur I’infection

des cellules épithéliales intestinales par le VIH-1

8.1 Résumé

L’alimentation mixte, c’est-a-dire 1’allaitement combiné a I’ingestion de nourriture solide,
est une pratique courante dans les pays en voie de développement qui augmente le risque de
transmission verticale du VIH-1. Ce type de pratique augmente également les risques
d’infection par des pathogénes présents dans 1’eau tels que la bactérie Vibrio cholerae, un
pathogene causant des diarrhées qui affecte surtout les enfants de moins de 18 mois. Malgré
que le VIH-1 et la bactérie Vibrio cholerae affectent les jeunes enfants et peuvent infecter
les cellules épithéliales intestinales, aucune information n’est disponible sur les interactions
possibles entre ces deux pathogénes. Dans cette ¢étude, nous montrons que des
concentrations de la toxine du choléra aussi faibles que 100 pg/ml inhibent de 50%
I’infection des cellules épithéliales intestinales HT-29 par le VIH-1. Nous montrons
également que la toxine du choléra augmente 1’expression du récepteur CXCR4 sans
toutefois affecter 1’entrée ou la transactivation virale. Finalement, nous montrons que
I’inhibition du VIH-1 par la toxine du choléra ne dépend pas de I’activation de la protéine

kinase A (PKA).

8.2 Contributions

Le design expérimental et la rédaction du manuscrit ont été effectués par Sonia Gauthier.
Mme Sylvie Méthot, Dr Michel Ouellet, Dr Corinne Barat et Dr Michel J. Tremblay ont

révisé le manuscrit.



121

8.3 Deuxiéme article scientifique

Cholera toxin mediates a PKA-independent reduction

of HIV-1 replication in human colorectal epithelial HT-29 cells
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Abstract

Mixed feeding, combining breast milk and nonhuman milk and/or solid food, is a common
practice in developing countries that increases the risk of vertical HIV-1 transmission. It
also enhances the risk of infection by microorganisms present in water such as Vibrio
cholerae, a diarrhoea-causing pathogen that frequently infects children below 18 months of
age. Although both HIV-1 and Vibrio cholerae affect young children and target intestinal
epithelial cells, no information is currently available on possible interactions between these
two pathogens. We demonstrate here that cholera toxin induces a PKA-independent

diminution of HIV-1 replication in human colonic epithelial HT-29 cells.
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Introduction

Pediatric HIV-1 infection is a major health issue in developing countries. In the absence of
antiretroviral therapy, HIV-1 vertical transmission rate is estimated to be between 30-45%
in breastfed children and 15-30% in formula-fed ones [1]. Perinatally acquired HIV-1
infection progresses more rapidly toward AIDS than an infection acquired by adults. In
fact, most HIV-1-infected children die before their third birthday if treatment is not
available [2]. Although formula feeding carries no risk of HIV-1 transmission in
developing countries, it augments sharply the mortality risk due to increased infection by
pathogens present in water [3]. Breastfeeding account for 40% of all new HIV-1 infections
in children [4]. Many factors influence the risk of HIV-1 transmission through breast milk
such as the maternal viral load and CD4 count. Mixed feeding (i.e. breastfeeding and
nonhuman milk and/or solid food) can also promote postnatal virus transmission because
HIV-1 and intestinal pathogens are present at the same time. The role played by intestinal
pathogens in the higher risk of HIV-1 vertical transmission that is seen during mixed

feeding is still undefined.

HIV-1 vertical transmission through breastfeeding involves the intestinal system, where
many bacteria, both commensal and pathogenic, can be present. Vibrio cholerae
(V. cholerae) is a pathogenic bacterium mainly found in developing countries where HIV-1
transmission via breast milk is frequent. Cholera affects 1.8 million people yearly and
causes more than 27 000 deaths [5]. Transmission to humans occurs through ingestion of
contaminated food or water. V. cholerae produces an enterotoxin, the cholera toxin (CTx),
which acts on intestinal epithelial cells and causes diarrthoea. CTx is a multimeric protein
composed of an active subunit A (CTA) surrounded by five subunits B (CTB) [6]. CTB is
responsible for attachment to the cell membrane, whereas CTA is responsible for the
toxicity. Upon binding of CTB to the cell surface ganglioside GM1, CTx is internalised and
traffics to the trans-Golgi network followed by retrograde transport to the endoplasmic

reticulum. CTA is then transported to the cytoplasm and ADP-ribosylate Gas, a protein
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regulating adenylate cyclase function [6]. This modification constitutively activates Gas,
which will continually activate adenylate cyclase and cause an increase in cyclic AMP

(cAMP), an important cellular second messenger [7].

Although both HIV-1 and V. cholerae can be found simultaneously in the digestive tract,
data on their putative interactions are very scarce. A few reports have been published on the
effects of cAMP on HIV-1 infection, mostly conducted in CD4+ T lymphocytes. These
studies revealed that cAMP increases CXCR4 expression resulting in an increased
susceptibility to infection with X4-using viruses [8, 9]. We thus investigated if the presence
of CTx modulates HIV-1 infection of intestinal epithelial cells, the first physical barrier

encountered by HIV-1 during intestinal transmission.
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Materials and Methods

Cells and plasmids. The human colorectal epithelial cell line HT-29 and the human
embryonic kidney cell line 293T were grown respectively in DMEM/F12 and DMEM
containing foetal bovine serum and antibiotics (Invitrogen Life Technologies; Burlington,
Canada). The pNL4-3Luct+Env-Vpr+ vector encodes the HIV-1 genome, in which the
envelope gene has been inactivated, and the luciferase gene inserted in the region coding
for Nef. The pJD19 vector expresses the wild type HIV-1 NDK envelope (Env).
Single-cycle reporter viruses pseudotyped with NDK-Env (hereinafter referred to as NDK
pseudotypes) were prepared by calcium phosphate transfection of 293T cells as described
previously [10]. The pLTRX-Luc vector contains the HIV-1 LTR from the HIV-1 LAI
strain positioned upstream of the luciferase reporter gene. The pCEP4-Tat vector contains

the HIV-1 SF2 tat gene from pSP72-tat ligated to pCEP4.

Virus entry and infection studies. For virus entry, HT-29 cells (2 x 10°) were either left
untreated or treated with CTx (100 pg/ml) for 24 h. Cells were then incubated with NDK
pseudotypes (40 ng of p24) for 4 h, treated with trypsin and washed to remove
uninternalized viruses, and the cell-associated p24 content was measured by ELISA. To
determine the effect of CTx on HIV-1 replication, HT-29 cells (2 x 10°) were first treated
with CTx (from 10 fg/ml to 10 ng/ml) for 24 h and washed. In some experiments, cells
were also treated for 24 h with H89 (10 uM) (Calbiochem; Gibbstown, USA). The cells
were then infected for 24 h with NDK pseudotypes (40 ng of p24), washed and stimulated
or not with TNF-0. (10 ng/ml) (Peprotech; Rocky Hill, USA). Luciferase activity was
measured at 48 h post-infection. In some cases, HT-29 cells were infected first for 24 h,
treated with CTx at 3 days post-infection and luciferase activity measured at 96 h
post-infection. To define the effect of CTx on virus transcription, HT-29 cells were first
transfected by lipofectamine with the pLTRX-Luc and pCEP4-TAT vectors (ratio 2:1).
Next, cells (2 x 105) were either left untreated or treated with CTx (100 pg/ml) for 24, 48 or

72 h and lysed before assessing luciferase activity.
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Flow cytometry and confocal microscopy analyses. For flow cytometry studies, HT-29
cells (1 x 10°%) were either left untreated or treated with CTx (100 pg/ml) for 24 h, fixed and
stained with an anti-CXCR4 phycoerythrin (PE)-conjugated monoclonal antibody (BD
Pharmingen; Mississauga, Canada). For confocal microscopy, HT-29 cells (1 x 10°) were
left untreated or treated with CTx (100 pg/ml) or cytochalasin D (1 uM) (Calbiochem;
Gibbstown, USA) for 24 h and incubated for 1 h with transferrin-tetramethylrhodamine
(50 pg/ml) (Molecular Probes). Cells were then fixed and stained with phalloidin-488

(Molecular Probes, Invitrogen).

Statistical analyses. Means were compared using ANOVA followed by Bonferroni’s

multiple comparison.
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Results

HIV-1 and V. cholerae are two human pathogens that can be found concomitantly in the
intestinal tract. First, to measure the effect of CTx on the early steps of HIV-1 life cycle,
human colorectal HT-29 cells were treated with varying concentrations of CTx for 24 h,
and then infected with NDK pseudotypes. It should be noted that the NDK strain is
commonly used to infect HT-29 cells. As illustrated in Fig. 1A, CTx represses HIV-1
infection in a dose-dependent manner reaching a 60% reduction at 10 ng/ml. Next, to assess
the effect of CTx on viral expression, HT-29 cells were infected first with HIV-1 and then
stimulated 3 days later with CTx. Results depicted in Fig. 1B indicate that CTx is not
affecting HIV-1 gene expression. Those results were confirmed using HT-29 cells
transiently cotransfected with HIV-1 LTR-driven luciferase and Tat-encoding vectors
(Fig. 1C). In addition to the viral transactivating Tat protein, HIV-1 transcription requires
cellular transcription factor such as NF-kB and Spl. Our results suggest that a CTx
treatment does not affect the TNF-a-mediated activation of integrated viral DNA (Fig. 1D),
which is known to be due primarily to NF-kB. Altogether, our results suggest that HIV-1

inhibition by CTx occurs prior to viral transcription.

CXCR4 and galactosylceramide (GalCer) are crucial receptors for HIV-1 infection of
HT-29 cells. CTx is known to increase production of cAMP, and previous studies have
shown that cAMP increases CXCR4 expression on peripheral blood lymphocytes. We thus
examined if CXCR4 and GalCer expression was affected by CTx. Our results indicate that
CTx increases CXCR4 expression (Fig. 1E) while having no effect on GalCer (data not
shown). The process of HIV-1 entry remains unaffected by a CTx treatment (Fig. 1F).

We next determined whether actin reorganisation and/or protein kinase A (PKA) activation
could contribute to the CTx-dependent effect on HIV-1. Actin reorganisation is important

for HIV-1 fusion [11] and CTx has been shown to modify actin polymerisation [12]. To
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determine if the observed reduction in HIV-1 infection results from actin reorganisation by
CTx, HT-29 cells were treated with CTx or cytochalasin D (an actin filament inhibitor) and
the actin cytoskeleton was analyzed by confocal microscopy. Our observations suggest that
CTx, in contrast to cytochalasin D, does not disrupt actin organisation (Fig. 2A, upper
panels). We also defined whether CTx can modify the functionality of cortical actin
filaments by measuring transferrin uptake. We found that untreated and CTx-treated HT-29
cells display a similar transferrin uptake, which is in contrast to cells treated with
cytochalasin D, therefore confirming that the actin cytoskeleton is not affected by CTx
(Fig. 2A, lower panels). In addition to its role in cytoskeleton remodeling, PKA exerts
various biological effects. To determine if PKA activation is necessary for the
CTx-mediated repression of HIV-1 infection, HT-29 cells were treated for 24 h with CTx
(100 pg/ml) and/or the PKA inhibitor H89 (10 uM), before being infected with HIV-1. Our
results show that inhibition of PKA does not restore virus infection to the level seen in
untreated cells (Fig. 2B), thus demonstrating that PKA is not involved in the
CTx-dependent effect on HIV-1 infection. The efficacy of the PKA inhibitor H89 was
confirmed by its ability to inhibit PKA activation by forskolin (data not shown).
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Discussion

The digestive tract plays a pivotal role in HIV-1 transmission through breastfeeding and
can be colonised by several bacteria causing diarrhoeas. In this study, we analysed the
effect of CTx on the infection of human intestinal epithelial cells by HIV-1. Our results
show that CTx increases CXCR4 expression on HT-29 cells. Those results were expected
since adenylate cyclase activation by CTx ultimately leads to an increase of intracellular
cAMP levels which was shown to increase CXCR4 expression. However, in contrast to the
situation seen in CD4+ T cells where cAMP leads to an increase in virus replication, our
results show that, in HT-29 cells, despite increasing CXCR4 expression, CTx has an
inhibitory effect on HIV-1 infection. We postulated that this unexpected reduction in HIV-1
infection could be explained by a decrease in virus gene expression. It had indeed been
previously published that cAMP inhibits transcription from the HIV-1 regulatory elements
(LTR) in a CD4-expressing T cell line. This is attributable to an increased phosphorylation
of CREB, which then competes with NF-xkB for the binding of CBP and p300, two
important co-activators connecting the transcription factor to the transcriptional machinery
[13]. Our results however do not support this hypothesis since CTx treatment fails to inhibit
transcription from the HIV-1 LTR and does not affect transactivation of integrated provirus

by NF-xB.

Many bacteria have evolved a capacity to modify the actin cytoskeleton, a modification
frequently mediated by bacterial toxins [14]. This actin remodelling allows bacteria to resist
phagocytosis and is important for their survival. V. cholerae is not an exception and its
toxin, CTx, is able to modify the actin cytoskeleton through PKA activation. Monomeric
actin is a cellular target of PKA and its phosphorylation causes a decrease in actin
polymerisation. From an HIV-1 point of view, actin remodelling has been suggested to be
important to allow fusion between viral and cellular membranes [11]. Thus, actin
modification by CTx could alter viral fusion and affect the infection process. However, our
results show that actin polymerisation is not affected by CTx, eliminating a possible

involvement of actin remodelling in the observed CTx-mediated effect on HIV-1 life cycle.
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It has been previously demonstrated that CTx increases intracellular cAMP levels [6]. For
many years, the biological effects of cAMP were thought to be mediated exclusively by
PKA activation. However, several effects of cAMP have been described to be
PKA-independent and a new system, the Exchange proteins directly activated by cAMP
(Epac) system, has been recently described [15]. Our results suggest that CTx is reducing
HIV-1 replication in HT-29 through a PKA-independent mechanism (Fig. 2B). It can thus
be proposed that the CTx-mediated effect occurs via the Epac system or cyclic
nucleotide-gated channels. This possibility is supported by the idea that the lowest CTx
concentration used in our study is ten thousand times lower than the one normally used to

activate PKA. Additional experiments are warranted to explore this issue.

Although numerous pathogens have been shown to promote HIV-1 replication, our study
shows that low concentrations of CTx limit virus production in HT-29 cells through a
PKA-independent mechanism. CTx is already used in clinical research as a vaccine
adjuvant. Our results suggest that CTx may also be useful for controlling intestinal
transmission of HIV-1. A better understanding of the mechanism by which CTx inhibits
HIV-1 infection of intestinal epithelial cells may lead to new strategies for reducing virus

propagation, notably to young children in developing countries.



132

Acknowledgements

We thank Sylvie Méthot for editorial assistance and Drs. Corinne Barat, Michel Ouellet and
Robert Lodge for helpful discussions. This work was performed by SG in partial fulfillment
of a Ph.D. Degree in the Microbiology-Immunology Program at Laval University.

We thank N.R. Landau for pNL4-3Luc+Env-Vpr+, U. Hazan for pJD19 and O. Schwartz
for pLTRX-Luc. The following reagent was obtained through the AIDS Research and
Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH: pCEP4-Tat from Lung-Ji
Chang.




133

References

. Lehman DA, Farquhar C. Biological mechanisms of vertical human immunodeficiency

virus (HIV-1) transmission. Rev Med Virol 2007;17:381-403

. Chakraborty R. HIV-1 infection in children: a clinical and immunologic overview. Curr

HIV Res 2005;3:31-41

. Coovadia H, Kindra G. Breastfeeding to prevent HIV transmission in infants: balancing

pros and cons. Curr Opin Infect Dis 2008;21:11-5

. Kourtis AP, Lee FK, Abrams EJ, Jamieson DJ and Bulterys M. Mother-to-child
transmission of HIV-1: timing and implications for prevention. Lancet Infect Dis

2006;6:726-32

. Girard MP, Steele D, Chaignat CL and Kieny MP. A review of vaccine research and

development: human enteric infections. Vaccine 2006;24:2732-50

. Vanden Broeck D, Horvath C and De Wolf MJ. Vibrio cholerae: cholera toxin. Int J
Biochem Cell Biol 2007;39:1771-5

. Serezani CH, Ballinger MN, Aronoff DM and Peters-Golden M. Cyclic AMP: master
regulator of innate immune cell function. Am J Respir Cell Mol Biol 2008;39:127-32

. Cole SW, Jamieson BD and Zack JA. cAMP up-regulates cell surface expression of
lymphocyte CXCR4: implications for chemotaxis and HIV-1 infection. J Immunol
1999;162:1392-400

. Cristillo AD, Highbarger HC, Dewar RL, Dimitrov DS, Golding H and Bierer BE. Up-
regulation of HIV coreceptor CXCR4 expression in human T lymphocytes is mediated
in part by a cAMP-responsive element. Faseb J 2002;16:354-64

10. Cantin R, Fortin JF, Lamontagne G and Tremblay M. The presence of host-derived
HLA-DR1 on human immunodeficiency virus type 1 increases viral infectivity. J

Virol 1997;71:1922-30




134

11. Eitzen G. Actin remodeling to facilitate membrane fusion. Biochim Biophys Acta

2003;1641:175-81

12. Hirshman CA, Zhu D, Pertel T, Panettieri RA and Emala CW. Isoproterenol induces
actin depolymerization in human airway smooth muscle cells via activation of an Src

kinase and GS. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 2005;288:1.924-31

13. Banas B, Eberle J, Banas B, Schlondorff D and Luckow B. Modulation of HIV-1
enhancer activity and virus production by cAMP. FEBS Lett 2001;509:207-12

14. Barbieri JT, Riese MJ and Aktories K. Bacterial toxins that modify the actin
cytoskeleton. Annu Rev Cell Dev Biol 2002;18:315-44

15. Cheng X, Ji Z, Tsalkova T and Mei F. Epac and PKA: a tale of two intracellular cAMP
receptors. Acta Biochim Biophys Sin (Shanghai) 2008;40:651-62



135

Figure legends

Figure 1. CTx inhibits an early step in the HIV-1 replication cycle in HT-29 cells. (A)
HT-29 cells were either left untreated or treated with CTx (10 fg/ml to 10 ng/ml) for 24 h
and then washed extensively. Cells were next infected with NDK-Env pseudotypes (40 ng
of p24) for 24 h and washed again. Luciferase activity was measured at 48 h post-infection.
(B) HT-29 cells were infected first and CTx was added at 3 days post-infection. Luciferase
activity was measured 24 h later. (C) HT-29 cells we cotransfected with pLTRX-Luc and
pCEP4-Tat and next cither left untreated or stimulated with CTx (100 pg/ml). Luciferase
activity was measured 24, 48 or 72 h later. (D) HT-29 cells were either left untreated or
treated with CTx (100 pg/ml) for 24 h and then washed extensively. Cells were next
infected with NDK-Env pseudotypes for 24 h, washed and treated or not with TNF-a
(10 ng/ml). Luciferase activity was measured at 48 h post-infection. (E) HT-29 cells were
either left untreated (left panel) or treated with CTx (100 pg/ml) for 24 h (right panel).
CXCR4 expression was then analysed by flow cytometry. (F) HT-29 cells were either left
untreated or treated with CTx (100 pg/ml) for 24 h and then washed extensively. Cells were
then incubated with NDK-Env pseudotypes for 4 h, treated with trypsin to remove
uninternalized viruses and the intracellular p24 content was measured by ELISA. The
results shown in panels A, B, C, D and F represent the means + standard deviations
calculated from three independent experiments with quadruplicate samples and are

expressed as percentages of untreated cells (considered as 100) (*, p < 0.05).

Figure 2. HIV-1 inhibition by CTx involves neither actin reorganisation nor PKA
activation. (A) HT-29 cells were first either left untreated or treated with CTx (100 pg/ml)
or cytochalasin D (1 pM) for 24 h and next incubated for 1 h with transferrin. Cells were
mounted and processed for confocal microscopy. The results shown represent actin staining
(1) and transferin uptake (ii) and are representative of three independent experiments. (B)
HT-29 cells were either left untreated or treated for 24 h with CTx (100 pg/ml) and/or H89
(10 uM) and then washed extensively. Cells were next infected with NDK-Env
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pseudotypes for 24 h. Luciferase activity was measured at 48 h post infection. The results
shown represent the means + standard deviations calculated from three independent
experiments with quadruplicate samples and are expressed as percentages of untreated cells

(considered as 100) (*, p < 0.05; **, p<0.01; n.s., non-significant).
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Chapitre 9 : Discussion et perspectives

9.1 Les cellules épithéliales et la transmission du VIH-1

La transmission du VIH-1 par la voie sexuelle ou par I’allaitement survient au niveau des
muqueuses (30, 473). Ces dernieres sont tapissées de cellules épithéliales qui peuvent étre
sous forme stratifiée, comme c’est le cas au niveau vaginal, ou sous la forme d’une
monocouche polarisée tel qu’au niveau des intestins. Une des fonctions principales des
cellules épithéliales est de servir de barriére entre 1’intérieur du corps humain qui est stérile
et le monde extérieur non-stérile (434). Ce sont les premiéres cellules a entrer en contact
avec le VIH-1 lors de la transmission sexuelle et mére-enfant. Au niveau de la transmission
sexuelle, ce sont les cellules épithéliales vaginales (30) ainsi que les cellules épithéliales
intestinales et colorectales qui sont impliquées (474). Au niveau de la transmission
mere-enfant, deux types de cellules épithéliales peuvent étre impliquées soit les
trophoblastes et les cellules épithéliales intestinales (35). Les traumatismes causés a
I’épithélium, comme par exemple lors des relations sexuelles ou du transit intestinal des
aliments, facilitent la transmission du VIH-1 en compromettant 1’intégrité de la barriére
épithéliale (474). De plus, I’'infection directe des cellules épithéliales vaginales et
intestinales (475-477) ainsi que les trophoblastes (478) peut contribuer a la transmission du
VIH-1. Une meilleure compréhension des mécanismes régissant les interactions entre le
virus et les cellules épithéliales est donc capitale a 1’élaboration de nouvelles stratégies pour

lutter contre I’expansion de 1’épidémie.

9.2 Le choix du modéele

Dans cette thése, nous nous sommes intéressés aux cellules épithéliales intestinales
puisqu’elles sont importantes lors de la transmission mére-enfant et sexuelle du VIH-1 (35).
Dans les cas de transmission de la mere & ’enfant, ces cellules sont impliquées lors de la

transmission intrapartum et via ’allaitement (45, 46), qui constituent a eux deux 80% des
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cas de transmission verticale. Dans le 20% des cas restant, la transmission implique plutot
des cellules du placenta, les trophoblastes (35). Malgré ces données, la majorité des études
sur les mécanismes de la transmission du VIH-1 de la mére a I’enfant ont été effectuées

dans des mode¢les de cellules trophoblastiques.

Dans un premier temps, les traumatismes au niveau de 1’épithélium sont souvent mis en
avant plan pour expliquer la transmission du VIH-1 au niveau des muqueuses et 1’infection
directe des cellules épithéliales reste généralement dans I’ombre (474). Chez les
nouveau-nés et les enfants strictement alimentés par 1’allaitement, les traumatismes au
niveau de 1’épithélium intestinal sont trés limités et ne peuvent pas expliquer le taux élevé

de transmission (30 & 45% chez les enfants allaités) (479, 480).

Dans un deuxiéme temps, les cellules M, des cellules épithéliales intestinales spécialisées
dans le transport transcellulaire, ont souvent été invoquées pour expliquer la transmission
du VIH-1 a travers un épithélium intact (308, 481). Cependant, ces cellules ne constituent
que 10 a 20% de 1’épithélium associé aux plaques de Peyer, donc moins de 5 % des cellules
totales de 1’épithélium (482). D’un point de vue strictement statistique, le VIH-1 a donc
plus de chances d’entrer en contact avec une cellule épithéliale que d’étre transporté par
transcytose au niveau des cellules M. Cependant, puisque la liaison du VIH-1 a son
récepteur et corécepteur est une étape limitante du cycle viral, le phénoméne de transcytose
pourrait €tre favorisé par rapport a I’infection directe des cellules épithéliales s’il était
indépendant de la liaison a ces récepteurs. Or, les études sur la transcytose du VIH-1 au
niveau des cellules épithéliales intestinales ont démontré que la liaison au corécepteur est

requise (44).

Finalement, certains pourraient remettre en cause 1’importance des cellules épithéliales
intestinales du fait que 1’épithélium est complétement renouvelé tous les trois ou quatre
jours (483). Le VIH-1 se réplique préférentiellement dans les cellules métaboliquement
actives et, au contraire, la division rapide de ces cellules pourrait favoriser I’infection. De
plus, il est important de noter que, dépendant du type cellulaire, la demi-vie des cellules
infectées peut étre trés courte. Ainsi, la demi-vie des lymphocytes T, qui est normalement
de 100 jours, est d’environ 24-36 heures lorsqu’ils sont infectés par le VIH-1 (18). La durée

de vie limitée des cellules épithéliales intestinales n’est donc pas un facteur limitant et elle
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est suffisamment longue pour permettre la production de nouveaux virions. Ces derniers
bourgeonnent en partie au niveau de la membrane basale, favorisant ainsi ’infection des

lymphocytes T CD4+ présents au niveau du GALT (484).

Dans notre étude, nous avons utilisé la lignée cellulaire colorectale humaine HT-29. 1l a été
démontré précedemment que cette lignée est plus susceptible a I’infection par le VIH-1 que
les autres lignées colorectales humaines telles que les T84, les Caco-2, les SK-CO-1, les
SW480, les SW1462 et les SW620 (485). De plus, 1’utilisation de cellules €pithéliales
intestinales primaires (entérocytes différenciés) n’a pas été possible puisque ces dernicres

ont une durée de vie trés courte (1 ou 2 journée(s)) lorsque cultivées in vitro (486).

9.3 Discussion

9.3.1 Les effets des diverses cytokines

Dans notre premier article, nous avons démontré que les diverses cytokines présentes au
niveau des organes lymphoides associés a I’intestin modulent 1’infection des cellules
épithéliales intestinales par le VIH-1. Dans un premier temps, les cytokines
pro-inflammatoires IL-l1a et B ainsi que le TNF-a, augmentent 1’expression virale via
’activation du facteur de transcription NF-kB. Dans un deuxiéme temps, 1’IL-4 et I’IL-13
inhibent la réplication du VIH-1 en affectant aux moins deux étapes précoces du cycle
viral. Premiérement, I’IL-4 diminue 1’expression du récepteur et du corécepteur du VIH-1,
le GalCer et le CXCR4. Deuxiémement, dans un modéle utilisant des particules du VIH-1
pseudotypées avec la glycoprotéine G du VSV, I’'IL-4 inhibe la synthése de I’ADN viral
sans affecter la fusion. Ces résultats suggérent qu’une étape ultérieure au processus de

fusion est également affectée par I’IL-4.

L’IL-4 est une cytokine pléiotropique qui, suite a la liaison de son récepteur, induit
’activation de STAT6 et de IRS1/2 (487). Comme décrit au chapitre 7, la liaison de 1’IL-4
induit 1’activation de Jak1, Jak2 et Tyk2 qui phosphorylent des régions spécifiques du
récepteur de 1’IL-4. STAT6 lie ensuite le récepteur phosphorylé via ses domaines SH2,

permettant ainsi aux kinases activées de phosphoryler ses résidus tyrosines situés en
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C-terminal (487). Une fois phosphorylé, STAT6 se dissocie du récepteur et forme un
homodimeére via I’interaction de ses domaines SH2 avec ses résidus phosphorylés. Le
dimere de STAT6 est transloqué au noyau ou il lie des motifs d’ADN spécifiques présents
dans les promoteurs des geénes cibles. Suite a cette liaison, STAT6 peut activer la
machinerie de transcription basale, mais peut également se complexer avec d’autres
facteurs de transcription tels que c-Jun, C/EBPa, NF-kB et SP1 et activer la transcription en
coopération avec ces facteurs (488). STAT6 peut également réprimer la transcription
dépendante de STAT1 et NF-«B, probablement en séquestrant des protéines coactivatrices
de la transcription (489). Ainsi STAT6 peut réguler positivement et/ou négativement

I’expression de divers genes cellulaires (490).

En plus de I’activation de STAT®6, la liaison de I’'IL-4 a son récepteur induit I’activation de
IRS1/2 (487). Les résidus du récepteur de 1’IL-4 qui sont phosphorylés ne sont pas les
mémes pour 1’activation de STAT6 que pour I’activation de IRS1/2. La phosphorylation de
la tyrosine 497 est importante pour la liaison de IRS1/2 (491) tandis que la phosphorylation
des tyrosines 575, 603 et 631 est importante pour la liaison de STAT6 (492). Suite a son
interaction avec le récepteur phosphorylé, IRS1/2 devient phosphorylé a son tour. Environ
vingt sites de phosphorylation sont présents sur IRS1/2 et ont le potentiel de lier les
domaines SH2 d’une variété de protéines cytoplasmiques (493). Parmi les protéines qui
interagissent avec IRS1/2 phosphorylé, on retrouve la PI3K et la molécule adaptatrice
Grb-2. Ces interactions ménent respectivement a 1’activation des voies de signalisation de
la PI3K et des Ras/MAPK. L’activation de la PI3K méne a la production de PIP3 et PIP,
qui activent de nombreuses kinases dont la PKC et Akt. L’activation de la voie RassMAPK
méne a D’activation des ERK-1/2 qui transloquent au niveau du noyau et activent

I’expression des génes via la phosphorylation de facteurs de transcription spécifiques (487).

L’inhibition de I’infection par des particules virales du VIH-1 pseudotypés avec
I’enveloppe du virus VSV survient & une étape post-fusion et résulte en une diminution de
la synthése de I’ADN viral (chapitre 7). Suite a la fusion virale, les virus sont transportés
vers la membrane nucléaire via le réseau d’actine et de microtubules (112, 167, 494).
S’ensuivent les étapes de la transcription inverse et de la décapsidation. Le lieu de la

décapsidation demeure encore controversé, mais une étude récente a démontré qu’elle
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surviendrait au niveau du pore nucléaire (167). Cette étude démontre également que ce
processus serait favorisé par la transcription inverse. C’est la génération de la séquence
flap, la derniére étape de la transcription inverse, qui permettrait a la capside virale de se
dissocier. Si nous prenons en considération ces résultats, ’inhibition de la synthése de

I’ADN viral par I’IL-4 surviendrait donc avant la décapsidation.

Dans un premier temps, I’IL-4 pourrait entrainer la synthése de protéines cellulaires
inhibant la transcription inverse. APOBEC3G est le seul facteur cellulaire connu étant
capable d’inhiber cette étape du cycle virale suite a son incorporation dans les particules
virales (68). Dans notre systéme, nous avons utilisé des virus codant pour la protéine Vif
excluant ainsi les effets potentiels d’APOBEC3G résultant de son incorporation (voir
section 2.3.2.1). Cependant, des travaux plus récents, mais controversés (495), ont
démontré que la présence d’APOBEC3G au niveau des cellules cibles pouvait également
restreindre ’infection par le VIH-1 (496). Dans le modéle ou la décapsidation survient
avant la transcription inverse, APOBEC3G peut facilement avoir accés au complexe de la
transcription inverse et causer la désamination des bases cytosine en uracile. Dans le
modele ou la transcription inverse survient avant la décapsidation, la capside virale sépare
physiquement la transcriptase inverse de son facteur inhibiteur APOBEC3G. Ce dernier
doit donc étre en mesure d’accéder a I’intérieur de la capside virale pour exercer son effet
inhibiteur. Ainsi, dans un tel modéle, la présence de la capside virale pourrait limiter
I’action d’APOBEC3G dans les cellules cibles et I’importance de 1’induction d’un tel
facteur par 1’IL-4 serait donc discutable. De plus, une étude récente a démontré que, dans
un mode¢le de cellules neuronales et d’astrocytes, les cytokines pro-inflammatoires IL-1 et
TNF-a ainsi que les interférons (a, B et y) augmentent 1I’expression d’APOBEC3G tandis
que les cytokines IL-4 et IL-6 n’ont aucun effet (497).

Dans un deuxiéme temps, 1’IL-4 pourrait entrainer la dégradation de la capside virale.
TRIMS5a est un facteur cellulaire qui lie la capside virale causant ainsi sa dégradation par la
machinerie du protéasome (208, 209). En plus de TRIMS5a, il est connu qu’au moins deux
autres facteurs induisent la dégradation de la capside virale (210). L’identité exacte de ces
facteurs demeure inconnue, mais le premier est un facteur qui est inhibé par CypA et le

deuxiéme est un facteur important pour ’inhibition du VIH-1 par TRIMSa et par le facteur
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inhibé par CypA (voir section 2.5.2 et figure 14 a la page 38) (215). Selon cette théorie,
I’IL-4 pourrait réguler positivement 1’expression des I’ARNm de ces protéines et ainsi
inhiber la synthése de ’ADN viral en entrainant la dégradation des capsides virales. Des
données récentes montrant que 1’expression de I’ARNm de TRIMSa peut étre modulée par

des médiateurs de la réponse immune, tels que I’ IFN-y, supportent cette hypothése (498).

Finalement, I’IL-4 pourrait entrainer la dégradation de la capside virale indépendamment de
ces facteurs inhibiteurs. En plus de 1’activation de STAT6, la liaison de I'lL-4 & son
récepteur induit la voie de signalisation de IRS1/2 qui mene a 1’activation de plusieurs
kinases, dont la PI3K, la PKC et les MAPK (487). Ces demiéres vont a leur tour activer
une variété de protéines cibles. Plusieurs ¢tudes ont déja démontré que la phosphorylation
de diverses protéines par les protéines kinases entraine leur ubiquitination et leur
dégradation par le protéasome (499, 500). Ainsi, I’activation de plusieurs kinases par I’'1L.-4
pourrait entrainer la phosphorylation de la capside virale suivi de sa dégradation. L’effet
direct de cette dégradation serait une diminution de la synthése de I’ADN proviral. Cette
hypothése est supportée par une étude récente qui a démontré que 1’inhibition de la kinase
associée au récepteur de I’EGF entrainait une diminution de 1’ubiquitination de la capside

virale du virus associé aux adéno 2 (AAV?2) et favorisait ainsi 1’infection (501).

9.3.2 Les effets de la toxine du choléra

Dans notre deuxiéme article, nous avons démontré que la toxine du choléra (CTx) inhibe
I’infection des cellules épithéliales intestinales par le VIH-1 (chapitre 8). Dans un premier
temps, nous avons analysé les effets potentiels de la CTx sur le cycle viral. Nous avons
démontré que I’expression du récepteur GalCer n’est pas modulée, mais que 1’expression
du corécepteur CXCR4 est augmentée de 40%. Des études antérieures ont démontré que
I’AMPc augmente I’infection par le VIH-1 et que cet effet découle d’une augmentation de
I’expression du CXCR4 a la surface cellulaire (502, 503). Le mécanisme d’action de la
CTx étant I’augmentation de I’AMPc via I’activation constitutive de 1’adénylate cyclase
(359), il n’est pas surprenant d’obtenir des résultats similaires. Notre augmentation de

I’expression du CXCR4 est cependant moins importante que celle observée dans les études
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sur lymphocytes T CD4+. Cette différence entre nos résultats et la littérature peut étre due a
un temps d’incubation plus court avec le stimulus (24 heures) avant que 1’expression ne soit
analysée. Plusieurs études ont démontré que 1’induction de I’expression du CXCR4 est plus
importante apres 36 a 48 heures d’incubation qu’apres 24 heures tant au niveau de I’ARNm
qu’au niveau protéique (504, 505). De plus, I'utilisation d’un stimulus différent peut
influencer 1’induction de I’expression du CXCR4. La majorité des études sur les
lymphocytes T CD4+ ont utilisé un analogue de ’AMPc perméable aux membranes
cellulaires, le db-cAMP (N6,2’-O-dibutyryl adenosine-3’,5’-cyclic monophosphate), a des
concentrations pouvant atteindre les 10 mM (502-505). Ce stimulus pourrait induire une
plus grande augmentation des concentrations intracellulaires d’AMPc que les cellules
stimulées avec 100 pg/ml (1.2 pM) de CTx. Une étude conduite dans la lignée cellulaire
Jurkat (lymphocyte T) a montré que I’utilisation de la forskoline (10 pM) entrainait une
augmentation de I’AMPc deux fois plus importante que 1’utilisation de la CTx (100 ng/ml)
(506). La concentration de CTx utilisée dans notre étude étant mille fois inférieure
(100 pg/ml), I’induction de I’AMPc intracellulaire pourrait étre beaucoup plus faible que
lorsque la forskoline ou le db-cAMP sont utilisés. De plus, une étude a montré que
différents agents induisant I’AMPc affectaient différemment 1’expression du CXCR4 dans
les PBMCs. Ainsi la forskoline cause une augmentation de 607% de I’expression du
CXCR4 contre seulement 198% et 347% lorsque la prostaglandine E2 et le db-cAMP sont
utilisés (502).

L’inhibition de I’infection observée ne peut cependant pas résulter de cette augmentation de
I’expression du CXCR4. De plus, ’entrée et les étapes post-intégration demeurent
inchangées en présence de la CTx. L’étape du cycle viral affectée par la CTx demeurant
inconnue, nous avons investigué dans un deuxiéme temps le mécanisme d’action de cette
derniére. La CTx induit la production d’AMPc, un second messager cellulaire qui régule
une multitude de processus biologiques (507). Les effets de I’AMPc sont médiés par ses
deux récepteurs ubiquitaires, soit la protéine kinase A (PKA) et le systetme Epac (367). La
présence d’un domaine CBD (cAMP binding domain) est la seule similarité structurelle
entre la PKA et le systéme Epac et tout dépendant du contexte cellulaire, 1’activation de ces

deux voies par I’AMPc peut avoir des effets opposés ou synergiques (508).
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Nos résultats démontrent que 1’activation de la PKA n’est pas nécessaire a 1’inhibition de la
réplication du VIH-1 par la CTx. En effet, la présence d’un inhibiteur de la PKA, le H89,
ne permet pas de restaurer I’infection au niveau des cellules non-traitées. Le systéme Epac,
un acronyme pour exchange proteins activated directly by cyclic AMP, est responsable des
effets de I’AMPc indépendants de la PKA (509). Il existe deux systémes Epac (Epacl et
Epac2) qui couplent la production d’AMPc a ’activation de la protéine Rap, une GTPase
de la famille Ras. Le domaine CBD du systéme Epac est 1ié de maniére covalente au
domaine catalytique GEF (guanine exchange factor) et I’interaction intramoléculaire entre
ces deux domaines inhibe stériquement 1’accés a I’effecteur Rap (508). La liaison de
1’AMPc induit un changement de conformation qui réoriente le domaine CBD par rapport
au reste de la molécule et relache le domaine catalytique GEF de I’inhibition imposée par le
domaine CBD. Lorsque le systétme Epac est activé par I’AMPc, il échange le GDP de la
GTPase Rap contre un GTP. La forme activée de Rap (Rap-GTP) influence alors plusieurs
processus cellulaires dont 1’adhésion cellulaire médiée par les intégrines, les jonctions
cellulaires, la sécrétion/exocytose, la différenciation et la prolifération cellulaire,

I’expression génique, I’apoptose et la phagocytose (510-514).

Tout comme pour I’IL-4, 1’activation du systéme Epac par la CTx pourrait entrainer la
phosphorylation de la capside virale suivi de sa dégradation ou la modulation de
I’expression de facteurs inhibiteurs (voir chapitre 9.3.1). Contrairement a I’'IL-4, la
modulation de ces facteurs inhibiteurs ferait intervenir les facteurs de transcriptions NFAT
et NF-xB. En effet, suite & I’activation du systéme Epac, Rapl phosphoryle ERK1/2 et
MAPK menant a D’activation de NF-kB, tandis que Rap2 stimule la phospholipase
C-epsilon, qui hydrolyse le PIP; pour générer du diacylglycérol (DAG) et du IP3 (509). Le

facteur de transcription NFAT est activé suite a la mobilisation du Ca* par le IPs.

Certains effets du systéme Epac sont indépendants de la GTPase Rap et impliquent son
interaction avec la GTPase Ras ou avec des protéines associées aux microtubules (509).
L’inhibition observée en présence de la CTx pourrait donc découler de I’activation de la
GTPase Ras qui, tout comme Rapl, va entrainer I’activation de plusieurs kinases et la
régulation génique via les facteurs de transcription NF-kB et AP-1. Il est cependant peu

probable que D’inhibition découle de I’interaction entre le systéme Epac et la tubuline



148

puisque celle-ci promouvoit la polymérisation des microtubules (515), ce qui est favorable

au transport intracellulaire du VIH-1 (494).

Finalement, 1’inhibition de I’infection du VIH-1 par la CTx pourrait étre indépendante de
I’activation de 1’adénylate cyclase et de la production d’AMPc. Plusieurs études ont en effet
démontré que certains effets de la CTx, tels que I’induction de la prolifération cellulaire des
pneumocytes de type II, étaient indépendants de I’AMPc (516, 517). La liaison de la CTx a
son récepteur GM1 peut induire une cascade de signalisation intracellulaire et il a été
démontré qu’elle induisait, entre autre, I'influx de Ca®" a partir de sources extracellulaires
(518, 519). Les voies de signalisation induites par la liaison de la CTx au récepteur GM1
sont peu caractérisées et I’influence d’une telle signalisation sur 1’infection par le VIH-1

demeure inconnue, mais est une avenue intéressante.

9.4 Les perspectives

9.4.1 L’IL-4

Les perspectives du projet sur I’IL-4 et le VIH-1 seraient 1’étude des voies de signalisation
et des mécanismes impliqués dans ’effet inhibiteur de I’IL-4. Dans un premier temps, la
caractérisation de la voie de signalisation responsable des effets de 1’'IL-4 serait effectuée.
La stratégie employée serait de générer des constructions du récepteur de 1’IL-4 mutées au
niveau des résidus tyrosines qui sont phosphorylés lors de son activation et nécessaires a la
liaison de STAT6 et de IRS1/2. Le résidu tyrosine 497 est nécessaire a I’activation de
IRS1/2 tandis que les résidus tyrosines 575, 603 et 631 sont nécessaires a ’activation de
STAT6 (491, 492). Cette stratégie nous permettrait de déterminer laquelle des deux voies
est nécessaire a I’effet inhibiteur de ’IL-4. Les résultats obtenus pourraient ensuite étre
confirmés a 1’aide d’inhibiteurs spécifiques. Ainsi I’implication de la voie IRS1/2 pourrait
étre confirmée a 1’aide des différents inhibiteurs spécifiques contre la PI3K, la PKC et Akt,
les trois kinases activées par IRS1/2 (487). IRS1/2 active également la GTPase Ras qui
active a son tour la voie des MAPK. L’utilisation d’un dominant négatif de Ras,

c’est-a-dire une protéine Ras constitutivement liée au GDP, permettrait d’analyser
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I’implication de cette voie dans I’effet inhibiteur de I’IL-4. Finalement, 1’implication de la
voie STAT6 pourrait étre confirmée par 1’utilisation d’une construction codant pour une
protéine STAT6 dont le domaine C-terminal est délété. Ce domaine étant nécessaire a la
phosphorylation et a la dimérisation de STAT6, sa délétion bloquerait son habileté a activer
la transcription (520). Une construction codant pour une protéine STAT6 dont les résidus
Arg conservés du domaine SH2 sont mutés, résidus critiques pour la liaison des
phosphotyrosines, pourrait également étre utilisée afin d’abolir 1’activité transcriptionnelle
de STATS6. Si I’inhibition de I’infection par I’IL-4 nécessite la régulation de 1’expression de
certains genes via STAT6, une analyse par puce & ADN des génes modulés par 1I’'IL-4

pourrait étre effectuée.

Dans un deuxi¢éme temps, nous pourrions analyser si 1’IL-4 induit 1’expression
d’APOBEC3G ou de TRIMS5a, deux protéines cellulaires reconnues comme pouvant
inhiber I’infection par le VIH-1 (68, 208, 209). Cette stratégie viserait simplement a
mesurer leur expression (ARNm et de protéines) en présence ou non d’IL-4. Dans le cas
d’APOBEC3G, des études sur 1’état d’activation pourraient également étre effectuées. En
effet, le complexe APOBEC3G peut se trouver sous une forme de haut poids moléculaire,
qui est inactive, ou sous une forme de bas poids moléculaire, qui est active (496). Ces
différentes formes peuvent étre isolées a 1’aide d’une centrifugation sur un gradient suivi
d’une analyse par hybridation de type Western. Le ratio de la forme activée sur la forme
non-activée en présence ou non d’IL-4 nous indiquerait si I’IL-4 est capable d’activer

APOBEC3G dans les cellules épithéliales intestinales.

Finalement, nous pourrions analyser si 1’inhibition découle de 1’ubiquitination de la capside
virale, suite a sa phosphorylation par des kinases activées par 1’[L-4, entrainant ainsi sa
dégradation. L’utilisation de I’inhibiteur du protéasome MG-132 pourrait nous permettre de

répondre a cette question.
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9.4.2 La toxine du choléra

La principale perspective du projet de la toxine du choléra (CTx) et du VIH-1 est
I’identification du mécanisme inhibiteur. Outre la PKA, la sous-unité A de la CTx active le
systeme Epac (508, 509). L’utilisation d’un analogue de 1’AMPc sélectif a 1’activation du
systtme Epac, le 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP, le 8-pMeOPT-2’-Me-cAMP ou le
8-pHPT-2’-O-Me-cAMP, pourrait nous permettre de déterminer si ’activation de ce
systéme entraine une inhibition de ’infection des cellules épithéliales intestinales par le
VIH-1 (521). L’avantage de ces analogues est leur incapacité a activer la PKA. Si le
systeme Epac s’avere important, nous pourrions déterminer quelle voie de signalisation est
importante. Tel que décrit précédemment, certains effets de ’activation du systéme Epac
passent via la GTPase Rapl ou Rap2 (509). Afin de déterminer 1’implication de ces
GTPase, nous pourrions utiliser une construction d’un dominant négatif de la GTPase Rapl
ou Rap2. Nous pourrions également utiliser une construction de la protéine Spal, une GAP
(GTPase activating protein) qui hydrolyse le GTP présent sur la GTPase Rap la rendant
ainsi inactive (Rap-GDP) (522). Le systtme Epac peut également interagir avec les
protéines associées aux microtubules (515). Une analyse de 1’intégrit¢ du systéme de
microtubules suite au traitement des cellules avec la CTx pourrait étre effectuée grace a une
analyse par microscopie confocale en utilisant des anticorps contre la tubuline. De plus, une
analyse par microscopie en temps réel pourrait également étre utilisée afin d’analyser la
fonctionnalité des microtubules. Finalement la GTPase Ras peut également étre activée par
le systéme Epac (509), et tout comme pour le projet sur 1’IL-4, nous pourrions utiliser une

construction codant pour un dominant négatif de Ras afin d’analyser son implication.

Si, tout comme la PKA, le systtme Epac ne semble pas impliqué dans I’inhibition de
I’infection des cellules épithéliales intestinales par le VIH-1, nous pourrions finalement
analyser I’importance de la signalisation induite suite a la liaison de la CTx a son
récepteur (GM1). Pour ces études, nous pourrions utiliser la sous-unité B de la CTx au lieu
de la toxine compléte. Si une inhibition de I’infection est observée avec la sous-unité B, les
voies de signalisation pourraient étre analysées. Puisque ces voies ne sont pas caractérisées,

nous pourrions analyser les patrons de phosphorylation par hybridation de type western en
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utilisant un anticorps contre les phosphotyrosines. Les modifications post-traductionnelles,
telles la phosphorylation, pourraient également étre analysées a 1’aide d’un gel en deux

dimensions suivi d’une analyse par spectrométrie de masse.

Une deuxieéme perspective du projet sur la CTx et le VIH-1 serait de déterminer 1’étape du
cycle viral qui est affectée par la CTx. Dans un premier temps, la fusion virale pourrait étre
analysée. En effet, malgré que ’entrée totale (cytoplasmique et endosomale) ne soit pas
modulée, la fusion virale pourrait étre inhibée par la CTx. L’essai de fusion basé sur la
protéine Gag fusionnée a la luciférase Renilla décrit au chapitre 7 n’est cependant pas assez
sensible pour étre utilisé avec des virions du VIH-1. L’utilisation d’un essai de fusion basé
sur des virus Vpr-BLAM pourrait peut étre permettre une meilleure sensibilité. Cette
technique consiste & incuber les cellules cibles avec des virions dont la protéine Vpr est
fusionnée a I’enzyme de la B-lactamase suivi d’une incubation avec le colorant CCF2. S’il
y a eu fusion virale, la B-lactamase présente dans le cytoplasme va cliver le CCF2 et
entrainer un changement dans son spectre d’émission qui peut ensuite étre détecté par
cytométrie de flux (523). Dans un deuxiéme temps, il serait intéressant d’analyser 1’effet de
la CTx sur la transcription inverse. Malheureusement, pour des raisons encore
indéterminées, la CTx semble interférer avec le PCR en temps réel et les résultats obtenus
ne nous permettent pas de déterminer si cette étape est affectée. Finalement, le transport
intracellulaire du VIH-1 pourrait étre analysé grace a la microscopie confocale en temps
réel. Pour ces expériences, des virions fluorescents pourraient étre générés par la
co-transfection d’un plasmide codant pour le provirus complet et d’un plasmide codant
pour un provirus dont la protéine virale Gag a été fusionnée a la GFP (green fluorescent

protein) (524).

9.5 L’importance physiologique de nos travaux

Le GALT est un environnement riche en cytokines, lesquelles vont varier selon les
conditions intestinales. Ainsi dans une situation d’homéostasie, les cytokines dites
régulatrices (ex. IL-4, IL-10, TGF-f) vont étre prédominantes tandis que dans des situations

d’infection, la réponse immune Tyl ou Ty2 va induire respectivement la sécrétion d’1L-12,
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d’IFN-y, d’IL-1 et de TNF-a ou d’IL-4, d’IL-10 et d’IL-13 (386). Les cellules épithéliales
intestinales expriment une grande variété de récepteurs de cytokines et vont étre
continuellement influencées par ces derniéres (434). La présence de ces diverses cytokines
va également influencer leur réponse aux divers pathogeénes tels que le VIH-1. Notre étude
revét une importance physiologique puisque nous montrons que |’environnement
homéostasique est défavorable a 1’infection des cellules épithéliales intestinales, et donc a
la transmission du VIH-1. De plus, notre étude montre I’importance de traiter les infections
intestinales qui meénent a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires car ces dernicres

favorisent ’infection par le VIH-1.

Les infections intestinales sont nombreuses et une grande majorité d’entre elles peuvent
causer des diarrhées (335). Un mécanisme d’action commun de plusieurs de ces
pathogenes, tels que Escherichia coli entérotoxique, Vibrio cholerae, Campylobacter jejuni
et les rotavirus, est ’augmentation de I’AMPc intracellulaire (351, 356, 359, 525). De plus,
diverses cytokines produites lors de ces infections peuvent également induire une
augmentation de ’AMPc au niveau des cellules épithéliales intestinales. La présence
d’infection pourrait donc influencer positivement ou négativement la transmission du
VIH-1 via les muqueuses intestinales. Notre étude est d’une importance physiologique
puisqu’elle démontre que la présence de pathogeénes intestinaux peut étre défavorable a la

transmission intestinale du VIH-1.

Finalement, bien que des virus de type X4 ont été utilisés dans nos études, les inhibitions
observées en présence d’IL-4 et de la CTx sont indépendantes du tropisme viral (CXCR4
ou CCRS5). Ceci a une grande importance physiologique puisque la transmission du VIH-1
implique presqu’exclusivement des virus de type R5 (526) et que les cellules épithéliales

intestinales primaires expriment le récepteur CCRS (44).
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9.6 Les applications thérapeutiques

Nous avons montré que I’IL-4 et la CTx inhibent I’infection des cellules épithéliales
intestinales par le VIH-1. Tel que mentionné au chapitre 9.1 et 9.2, ces cellules jouent un
réle important lors de la transmission du VIH-1 au niveau des muqueuses intestinales,
particulierement chez le nouveau-né ou il y a absence de traumatisme physique de
I’épithélium (474, 479, 480). Dans les derni¢res années, les applications cliniques de la
CTx ont été de plus en plus nombreuses dont son utilisation comme adjuvant ou comme
agent thérapeutique potentiel pour le contrdle de maladies auto-immunes (366, 527-529).
Les doses requises pour ces applications thérapeutiques sont beaucoup plus faibles que les
doses qui induisent la diarrhée (359, 530). Une application thérapeutique potentielle de nos
résultats serait 1’utilisation, par la voie orale, de la CTx afin de diminuer les risques de
transmission du VIH-1 via les muqueuses intestinales. Avant de débuter les études
cliniques, il serait important d’analyser les effets possibles de la CTx sur 1’infection, par le
VIH-1, des autres types cellulaires présents au niveau du GALT (ex. cellules dendritiques).
11 a déja été démontré que la CTx pouvait augmenter 1’infection des lymphocytes T CD4+
par des virus de tropisme X4 via I’induction de I’expression du corécepteur CXCR4 (502,
503). Cependant, des résultats préliminaires effectués dans notre laboratoire montrent que
lorsque des virus de tropisme RS sont utilisés, la CTx n’entraine pas d’augmentation de
I’infection des lymphocytes T CD4+. Puisque ce sont les virus RS qui sont impliqués dans
la primo-infection, ces études préliminaires devraient étre effectuées avec ce tropisme viral

(526).

Les études cliniques devraient ensuite débuter par 1’analyse des effets secondaires de la
CTx chez les chimpanzés versus sa capacité a inhiber la réplication in vivo du VIH-1. Le
fait que seulement de faibles doses (100 pg/ml) soient nécessaires, in vitro, a 1’effet
inhibiteur et que les doses utilisées comme adjuvants n’entrainent pas d’effets secondaires
sont encourageant pour une application clinique de la CTx visant a limiter la transmission
du VIH-1 (359, 528). De plus, la bactérie Vibrio cholerae n’étant pas administrée, les effets
secondaires, s’ils surviennent, ne seront que temporaires. Puisque 1’infection des cellules

épithéliales intestinales est surtout importante pour la transmission du VIH-1 chez les
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nourrissons, I’innocuité de la CTx devra d’abord étre confirmée chez les bébés chimpanzés.
La poursuite des études, si les résultats préliminaires montrent 1’innocuité de la CTx,
permettrait de déterminer si la CTx peut empécher la déplétion des lymphocytes T CD4+

au niveau du GALT lors de la primo-infection par le VIH-1.

Un fait trés intéressant de 1’utilisation de la CTx in vivo, est sa capacité a induire une
réponse de type Ty2 et la production des cytokines IL-4, IL-5 et IL-10 ou une réponse
mixte Tyl/Tu2 et la sécrétion d’IL-4 et d’IFN-y (531). Cette sécrétion d’IL-4 suite a
I’ingestion orale de la CTx rehausserait 1’effet inhibiteur de la CTx puisque nous avons
démontré que 1I’IL-4 inhibe également la réplication virale. Donc en conclusion, I’utilisation
de la CTx in vivo pourrait réduire la transmission du VIH-1 via les muqueuses intestinales,
soit directement par son effet inhibiteur sur la réplication virale ou indirectement par

I’induction de la sécrétion d’IL-4.
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Chapitre 10 : Conclusion

Les cellules épithéliales intestinales sont importantes lors de la transmission intestinale du
VIH-1. Elles permettent aux virus d’atteindre le GALT, soit directement via la transcytose
ou indirectement suite & I’infection des cellules épithéliales et la production de nouvelles
particules virales au niveau de la membrane basolatérale (en contact avec le GALT). Dans
cette thése, nous nous sommes intéressés a 1’influence des cytokines et des pathogenes sur
I’infection des cellules épithéliales intestinales par le VIH-1. Nous avons donc analysé les
principales cytokines présentes au niveau du GALT soit I’IL-1, I’IL-4, I’IL-6, I’'IL-10,
I’IL-13 et le TNF-a. Pour I’influence des pathogénes intestinaux, nous avons utilisé la
toxine du choléra (CTx) puisque cette derniére induit une augmentation de ’AMPc, un

mécanisme commun a plusieurs entéropathogenes.

Dans un premier temps, nos résultats montrent que les cytokines pro-inflammatoires IL-1 et
TNF-a augmentent la transcription virale tandis que les cytokines IL-4 et IL-13 inhibent la
réplication virale. L’IL-4 agit en diminuant 1’expression des récepteurs GalCer et CXCR4,
mais également en diminuant la synthése de 1’ADN viral. Dans un deuxiéme temps, nos
résultats montrent que la CTx inhibe la réplication virale et que cette inhibition est
indépendante de 1’expression des récepteurs CXCR4 et GalCer, de la transactivation virale

et de ’activation de la PKA.

Globalement, nos résultats démontrent que les conditions d’homéostasies, c’est-a-dire
celles favorisant la sécrétion d’IL-4, sont défavorables a 1’infection des cellules épithéliales
intestinales par le VIH-1. De plus, ils démontrent que la présence de certains pathogenes
entériques, tels que Vibrio cholerae, pourraient également étre défavorables a I’infection
par le VIH-1. Ces résultats peuvent avoir des applications thérapeutiques importantes
comme I’utilisation de la CTx afin de réduire les risques de transmission du VIH-1. Cette
application est d’autant plus intéressante du fait que 1’utilisation par la voie orale de la CTx

entraine la sécrétion de I’IL-4.
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Annexe 1 : Role de 1a gp120 dans ’infection des
trophoblastes par le VIH-1

Résumeé:

La transmission meére-enfant est la principale cause d’infection pédiatrique par le VIH-1.
L’infection directe des trophoblastes, les cellules structurales du placenta, est un des
mécanismes postulés pour expliquer la transmission verticale du VIH-1. Le mécanisme par
lequel le VIH-1 infecte les trophoblastes est inhabituel. En effet, son internalisation et son
transport par les endosomes sont requis. Puisque les trophoblastes expriment peu ou pas les
récepteurs et corécepteurs requis pour ’entrée virale, les étapes précoces du cycle viral
dans ces cellules demeurent mystérieuses. Nous montrons ici que I’entrée et I’infection par
le VIH-1 des trophoblastes polarisés sont non seulement indépendantes du CD4, mais aussi
des glycoprotéines de [I’enveloppe. L’internalisation du virus, le relachement
cytoplasmique, la transcription inverse, 1’intégration et 1’expression des geénes viraux
surviennent autant chez les virions incompétents pour la fusion que déficients pour
I’enveloppe virale et ce a des niveaux comparables aux virions de type sauvage. Cette
infection indépendante de 1’enveloppe est observée non seulement en utilisant des virus
produits sur 293T, mais également produits sur des cellules primaires humaines.
Finalement, nous avons montré que l’internalisation du VIH-1 par les trophoblastes
polarisés requi¢re la participation des héparans sulfates. Dans 1’ensemble, nos découvertes
montrent que le VIH-1 utilise une voie inhabituelle pour son entrée dans les trophoblastes
polarisés. Nous postulons que I’acces au cytoplasme des virus pourrait survenir suite a une

fusion des virus avec la membrane des endosomes grace a la machinerie de la cellule hote.

Contribution :

Les résultats de la figure 5C ont été générés par Sonia Gauthier.
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ABSTRACT

Mother-to-child transmission of HIV-1 is the leading cause of infection in infants. Direct
infection of the trophoblasts, cells forming the placental barrier, may cause such
transmission. Entry of HIV-1 in trophoblasts is unusual for this retrovirus since it is
associated with endocytosis. However, given that trophoblasts express no or little
receptors/coreceptors required for virus internalization, the mechanism underlying this
event remains ambiguous. We show here that HIV-1 entry and infection of polarized
trophoblasts are not only independent of CD4, but also of envelope (Env) glycoproteins
gpl20 and gp4l. Virus internalization, cytoplasmic release, reverse transcription,
integration and HIV-1 gene expression occurred with both fusion-incompetent and Env-
deficient viruses. Importantly, fusion-independent infection was observed when using
viruses produced in a natural cellular reservoir, i.e. primary human cells. Finally, HIV-1
requires heparan sulfate proteoglycans for uptake in trophoblasts. Altogether our findings
illustrate that HIV-1 utilizes an unusual pathway for entering into human polarized

trophoblasts.

Keywords: HIV-1, trophoblast, endosome, polarization, heparan sulfate proteoglycans
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INTRODUCTION

More than two million children are living with HIV-1 worldwide and 90% of these
infections result from a transmission from the mother [1] occurring in utero, at birth, or via
breastfeeding [2]. HIV-1 has been detected in newborns at delivery [3-5] and in aborted
fetuses [6-9]. Importantly, women are becoming infected at a higher frequency than men
[10] and access to antiretroviral treatments is limited in developing countries [11]. Hence,

defining the mechanism(s) underlying vertical transmission is urgently needed.

For in utero HIV-1 transmission to occur, the virus must cross the selective placental
barrier composed of a double layer of polarized epithelial-type cells: the cytotrophoblasts
and syncytiotrophoblasts. The postulated models include cell-to-cell transfer, a direct
infection of the trophoblasts and transcytosis of viral particles across the trophoblasts
(reviewed in [12]). The mechanism underlying infection with cell-free virus remains largely
unknown. HIV-1 was shown to productively infect trophoblasts both in vitro [13-16] and in
vivo [5, 17-19]. However, they exhibit a much lower susceptibility to productive HIV-1
infection than CD4+ T lymphocytes [14, 15, 20].

HIV-1 entry in CD4+ T cells is mediated by the virus-encoded envelope (Env)
glycoproteins gp120 and gp41. These proteins interact with the primary cellular receptor
CD4 and coreceptors (e.g. CXCR4 or CCRS), which leads to the formation of a fusion pore
in the host cell membrane (reviewed in [21]). Contrary to this, we have established that
upon contact with human trophoblasts, HIV-1 is rapidly and massively endocytosed, and
virions are predominantly trapped within the endosomal compartments [22]. Noteworthy,
this internalization event is crucial for HIV-1 infection to proceed in trophoblasts since

drugs that inhibit the function of the endosomes block virus infection [22, 23].
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Although HIV-1 infection in trophoblasts relies on endocytosis, the initial events of the
virus life cycle in this cell type are ill defined. For instance, the expression of CD4 remains
very low to absent in primary trophoblasts while the expression of coreceptors may vary in
the course of pregnancy [15, 24, 25]. Some previous studies have addressed the
contribution of CD4, CXCR4 and CCRS5 in HIV-1 infection of trophoblasts and the
published reports are contradictory, either involving gp120/CD4/co-receptor interactions
[20, 26] or not [16, 25, 27]. Hence, the role of CD4 and coreceptors for HIV-1 entry into
trophoblastic cells is still unclear but it is reasonable to assume that CD4, CXCR4 and
CCRS5 are unlikely to play a significant role because they are expressed at such low levels if
present. In agreement with that statement, several groups have shown recently that CD4 is
not required for HIV-1 infection in trophoblasts [27-30]. In this context, we made two
hypotheses. First, other attachment receptors must be involved to compensate for the low
level of CD4/CXCR4/CCRS in these cells. Second, if HIV-1 infection of trophoblasts is
independent of the known receptor/coreceptors for entry, the virus may not rely on the Env
glycoproteins for such event. The central objective of the present work was to test the

validity of these postulates.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cells. The human trophoblastic cell lines (JAR and JEG-3), embryonic kidney 293T cells,
leukemic T cell line Jurkat (clone E6.1) and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)

from healthy donors were maintained as previously described [14].

Preparation of virus stocks. The NL4-3 (X4), JR-CSF (R5), NL4-3-Luc E-R+, HXB2-env
(X4), Ada-M- env (R5) and HCMV-G molecular constructs were previously described
[23]. The NL4-3-Luc E-R+ expression vector was used to generate Env-deficient reporter
viruses (called NL4-3AEnv). pHCMV-G codes for the broad-host-range vesicular
stomatitis virus envelope glycoprotein G (VSV-G) [31]. The fusion-competent pSM-WT
and fusion-incompetent pSM-570R Env expression vectors are derived from the HXB-2
backbone [32]. Viruses were produced by calcium phosphate transfection of 293T cells as
described previously [14]. Viruses loaded with the B-lactamase-Vpr fusion protein were
produced by co-transfection of 293T cells with pPCMV-BlaM-Vpr (W.C. Greene, Gladstone
Institute of Virology and Immunology, San Francisco, CA) together with some of the
expression vectors described above. Virus preparations were also generated through acute

infection of PBMCs with NL4-3 or JR-CSF.

Infection assays. Cells were incubated at 37°C for 24 h with NL4-3AEnv particles or
recombinant luciferase-encoding viruses pseudotyped with SM-WT or SM-570R (1 x10°
target cells with 0 to 500 ng of p24, or in some experiments 250 ng of p24 together with
10 uM of zidovudine/AZT). Virus gene expression was induced with TNF-a (10 ng/ml) as
described previously [14]. JAR cells were incubated for 30 min at 4°C with soluble CD4
(10 pg/ml), an isotype-matched irrelevant control antibody (i.e., IgG2a at 10 pg/ml), or a
blocking anti-CD4 antibody (i.e., SIM.2 at 10 pg/ml) following which Ada-M or HXB-2
pseutdotyped reporter viruses (250 ng of p24) were added. For Jurkat, cells were exposed
to the control antibody or SIM.2 for 30 min at 37°C before inoculation with pseudotyped
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viruses (100-150 ng of p24). T-20 (Roche Bioscience, Palo Alto, CA) was added at various
doses (0, 0.2, 1.0 and 5.0 ug/ml) at 4°C to JAR cells concomitantly with Ada-M or HXB-2
pseutdotyped reporter viruses (250 ng of p24). Jurkat were treated with 1 ug/ml of T-20
before exposure to HXB-2 pseutdotypes or wild type NL4-3 viruses (100-150 ng of p24).
Luciferase activity was measured in lysed cells. For Jurkat infected with wild type NL4-3,
cell supernatants were harvested and frozen at -20°C until assayed with a homemade p24

test [33].

Virus absorption and internalization assays. Cells were exposed to SM-WT
pseudotyped, SM-570R pseudotyped, wild type NL4-3, or NL4-3AEnv (250 ng of p24 for
1x 10° cells) for 0 to 4 h at 4°C (to test virus absorption) or 37°C (to test virus
internalization). For kinetics of virus absorption, the cells were washed three times with
ice-cold PBS. As for kinetics of virus internalization, the cells were acid-treated (0.5 M
NaCl, 1% acetic acid) at 4°C for 1 min and washed three times with ice-cold PBS to
remove all uninternalized viral particles. Cells were lysed in ice-cold lysis buffer as
previously described [23]. Heparin sodium (0, 50, 250 and 500 IU/ml) (Leo-Pharma,
Thornhill, ON) was added at 4°C together with NL4-3AEnv, Ada-M or HXB-2 pseudotypes
(250 ng of p24). JAR cells were pre-treated with 0, 2, 20, 200 and 400 mU/ml of heparinase
(Sigma-Aldrich) for 1.5 h at 37°C.

BlaM-Vpr-mediated cleavage of CCF2/AM. This assay is based on an already established
technique [34, 35]. Briefly, polarized JAR cells were exposed to pseudotyped SM-570R or
NL4-3AEnv viruses which were all loaded with flaM-Vpr fusion protein (400 ng of p24 for
1 x 10° cells) for 2 h at 37°C. The virus-cell mixture was incubated with the CCF2/AM dye
(Aurora Bioscience, San Diego, CA) for 1 h at room temperature and the flaM reaction was
maintained for 24 h at room temperature in CO2-independent medium supplemented with
10% FCS and 2.5 mM probenecid (Sigma-Aldrich). Both the emission spectra of
CCF2/AM (520 nm) and its cleaved product (447 nm), as well as the degree of

BlaM-mediated cleavage were assessed as described previously [36].
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Cell fractionation assays. Polarized JAR cells were exposed to pseudotyped viruses (i.e.,
SM-WT, SM-570R and VSV-Q), wild type NL4-3, or NL4-3AEnv viruses (250 ng of p24
for 1 million cells) for 4 h at 37°C. The cellular membranes were disrupted and the two

distinct fractions (i.e., cytosolic and endosomal) were isolated as described previously [37].

Real-time PCR. Polarized JAR cells (1 x 10°) were either left untouched or exposed to
pseudotyped (i.e., SM-WT, SM-570R and VSV-G) or NL4-3AEnv viruses (250 ng of p24)
(a ratio of 1 x 10° cells for 100 ng of p24 was used for Jurkat) for 48 h at 37°C. For the
experiment with the fusion inhibitor T-20, the drug was added (1.0 pg/ml) at 4°C to
polarized JAR cells (1 x 10% concomitantly with NL4-3 or JR-CSF viruses produced in
PBMCs (110 ng of p24). Total cellular DNA was isolated using the DNeasy Tissue Kit as
described by the manufacturer (QIAGEN Inc., Mississauga, ON). To quantify the amount
of integrated viral DNA, we used the real-time PCR approach described by Suzuki and
colleagues [38].
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RESULTS

HIV-1 entry and infection of human trophoblasts is independent of CD4 and
gp120/gp41. Given that HIV-1 infection of trophoblasts relies heavily on the cellular
endocytic machinery [22], maintaining cell polarity when studying such process is of prime
importance. If purification of primary human trophoblasts results in the loss of cell polarity
[39], the human trophoblastic JAR cell line exhibits many characteristics of the early
placenta [40]. Importantly, they can be cultivated into a polarized epithelium-like

monolayer that closely resembles the in vivo trophoblastic barrier [22].

Initially, treatment of polarized JAR cells with soluble CD4 (sCD4) had no effect on virus
internalization (Fig. 1A). Our next series of experiments was aimed at defining whether
agents that block gp120/CD4 interactions can affect HIV-1 infection. It should be noted
that virus gene expression in such cells is only detected following addition of physiologic
doses of proinflammatory cytokines (TNF-a or IL-1B) [14]. Pretreatment of polarized JAR
cells with the blocking anti-CD4 antibody SIM.2 did not significantly modulate infection
with R5 and X4 reporter viruses (Figs. 1B and 1C, respectively). As a control, infection of
Jurkat T lymphoid cells with X4 pseudotyped reporter viruses was inhibited by 71% (Fig.
1D). Interestingly, virus gene expression was still efficiently inhibited in TNF-a-treated
Jurkat cells (94% reduction). Expanding on these data, experiments were conducted with
the fusion inhibitor T-20. The presence of up to 5 pug/ml of T-20 did not reduce reporter
gene activity of the two viral strains tested (Figs. 2A and 2B). In control studies, virus gene
expression was inhibited by 76% in Jurkat cells in the absence of TNF-a and 87% in its

presence (Fig. 2C).

Next, polarized JAR cells were exposed to SM-570R pseudotypes or NL4-3AEnv viruses
for increasing time periods either at 4°C (used as a control/permits to estimate virus

absorption) or 37°C to estimate the kinetics of virus internalization. The SM-570R
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construct bears a mutation in gp41 that abolishes its fusogenic activity, whereas the
NL4-3AEnv viruses completely lack Env due to a frameshift mutation near the env gene.
The tested virus preparations were internalized with a high efficiency and in a timely
fashion in polarized JAR cells (Figs. 3A and 3C). Importantly, they were also found to be
internalized by JAR cells at a comparable level to wild type viruses (Figs. 3B and 3D).
Intrigued by these data, we tested whether virus infection can be observed independently of
gp120 and gp41. Polarized JAR cells were exposed to increasing doses of reporter viruses
pseudotyped with SM-WT Env (wild type) and TNF-o was added to promote viral gene
expression. As expected and in agreement with previous observations [14], we found that
SM-WT viruses were able to infect the trophoblastic cell line JAR in a dose-dependent
fashion (Fig. 4A). The TNF-a-mediated reporter gene activity was increased by 37- to
46-fold when compared to unstimulated infected polarized JAR cells, thus implying robust
HIV-1 LTR-driven gene expression. This infection was significantly diminished by the
anti-retroviral drug AZT therefore showing that reverse transcription occurred in
trophoblasts. Next, polarized JAR cells were exposed to SM-570R pseudotyped and
NL4-3AEnv viruses in escalating doses. Surprisingly, the Env-mutated and Env-deficient
viruses were both found to infect JAR cells (Figs. 4B and 4C). Again, virus infection was
markedly reduced by AZT, illustrating true viral infection. Experiments performed with
another choriocarcinoma cell line, i.e. JEG-3, confirmed that virus infection in
trophoblastic cells can be achieved in a gp120/gp41-independent manner (Fig. 4D). On the
other hand, no LTR-driven luciferase activity could be detected in the absence or presence
of TNF-o, when Jurkat cells were inoculated with NL4-3AEnv virions in escalating doses

(Fig. 4E).

Env-mutated and -deficient HIV-1 can access the cytoplasm of polarized JAR cells.
The distribution of HIV-1 within vesicular and cytosolic compartments was assessed in
polarized JAR cells because productive HIV-1 infection has been reported to result from
the release of p24 within the cytosol [41]. VSV-G pseudotypes were used as positive
controls for the assay because although VSV-G pseudotypes enter cells through
endocytosis, there is a rapid shift from the endocytic machinery to the cytoplasm [42].
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VSV-G pseudotypes were indeed predominantly located within the cytosolic fraction of
JAR cells (Fig. 5A). Next, we found that 37% and 58% of the total internalized p24 content
were located in the cytosplasm of JAR cells upon infection with SM-WT pseudotyped and
NL4-3 viruses, respectively. Importantly, fusion-incompetent and Env-deficient viruses
were found to access the cytoplasm of polarized trophoblastic cells with efficiencies

comparable to that of wild type.

An alternative strategy was used to confirm the capacity of HIV-1 to gain access to the
cytoplasm through a gp120-/gp41-independent process. The fluorescence resonance energy
transfer (FRET)-based HIV-1 fusion assay exploits the incorporation of B-lactamase-Vpr
chimeric proteins inside progeny viruses and their subsequent release into the cytoplasm of
target cells as a marker of fusion. Infection with SM-570R and NL4-3AEnv viruses resulted
in BlaM-mediated cleavages ranging from 4.6 to 19.33% and 7.98% to 11.7%, respectively
(table 1). It is important to specify that while HIV-1 is internalized primarily by
endocytosis in trophoblasts [22], CCF2-AM is cytoplasmic and does not reach these
compartments [34]. Therefore, in trophoblasts, flaM-mediated cleavage of CCF2-AM
occurs when HIV-1 is gaining access to the cytoplasm upon escaping the endosomal

compartments.

Fusion-incompetent and Env-deficient viruses can integrate within the genome of
polarized trophoblasts. The presence of integrated viral DNA was next assessed in
polarized trophoblastic cells upon infection with fusion-incompetent and Env-deficient
viruses using a previously reported real-time PCR test [38]. As expected, we found that the
number of integrated viral DNA copies obtained upon infection with VSV-G was much
higher than when wild type HIV-1 was used (Fig. 5B). High quantities of integrated HIV-1
DNA copies were detected in trophoblasts upon infection with SM-WT, agreeing with the
notion of true HIV-1 infection in these cells. Importantly, the number of viral DNA copies
obtained upon infection with SM-570R and NL4-3AEnv viruses was comparable to the

ones observed when using wild type HIV-1 particles. We next tested viral integration using
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Jurkat cells as controls. Although integrated provirus was observed upon infection of Jurkat
with SM-WT, none was detected upon infection with SM-570R or NL4-3AEnv viruses

(data not shown).

The experiments conducted so far were done using viral preparations produced in human
embryonic kidney 293T cells. Is the Env-independent virus infection of trophoblasts related
to unique fusogenic properties derived from 293T cells (virus producer cells) that would be
in turn acquired by HIV-1 upon budding, or could this phenomenon be also seen when
using viruses produced in more physiological cell types? Fully competent R5 (i.e., JR-FL)
and X4 (i.e., NL4-3) viruses were harvested upon infection of PBMCs and were used to
infect trophoblasts in the presence or absence of T-20 before assessing the amount of
integrated viral DNA copies. We found that T-20 had no impact on the levels of integrated
viral DNA copies upon infection of trophoblasts with HIV-1 produced in PBMCs (Fig. 5C).
In a control experiment, integration of NL4-3 particles in Jurkat cells was reduced by 75%

upon a treatment with T-20 (data not shown).

HIV-1 internalization in polarized trophoblasts is mediated at least partly through
HSPGs. Heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) have been suggested as putative HIV-1
attachment/entry receptors based on the demonstration that heparinase treatment, which
removes all cell surface heparan sulfate chains, diminishes HIV-1 infection of HeLa-CD4
epithelial cells and monocyte-derived macrophages [43, 44]. Heparin strongly decreased
entry of the two HIV-1 strains tested (Figs. 6A and 6C). To verify whether the effect
induced by heparin was indeed related to receptor inhibition and not due to a steric
hindrance phenomenon related to heparin, JAR cells were treated with heparinase to
remove heparan sulfate from the cell surface before the cells were exposed to Ada-M or
HXB-2 pseudotypes. A decrease in virus internalization was observed upon treatment with
heparinase (Figs. 6B and 6D). Moreover, internalization of NL4-3AEnv viruses was also
diminished upon a pre-treatment either with heparin (Fig. 6E) or heparinase (Fig. 6F). To

define if this diminution in viral internalization translated into reduced viral infection,
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infection assays were conducted in JAR cells pre-treated with heparin. This treatment

induced a 50% reduction in HIV-1 infection (Fig. 6G).
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DISCUSSION

This paper addressed key aspects of HIV-1 replicative cycle in polarized human
trophoblasts. We used different technical strategies to demonstrate that the process of virus
infection proceeds through a gp120/CD4-independent mechanism: i) a blocking anti-CD4
antibody and soluble CD4; ii) the fusion inhibitor T-20; iii) fusion-incompetent viruses; and
iv) viral particles lacking both gpl120 and gp41 Env glycoproteins. Given that the
cytoplasmic delivery of viral material, reverse transcription (controlled by AZT) and viral
DNA integration are potent markers of true HIV-1 infection in CD4+ T cells, and
considering that these various events are observed in polarized trophoblasts following
exposure to Env-deficient viruses at levels comparable to wild type virions, we conclude
that the process of HIV-1 internalization leading to infection of polarized trophoblastic
cells is independent of the normal interactions between CD4/coreceptors with gp120.
Importantly, integration was seen in the presence of T-20 when using fully competent
viruses produced in natural cellular reservoirs such as PBMCs. This fact brings great
credibility to the biological relevance of our findings. It is of interest to note that gp120-
independent infection of CD4-negative epithelial cells and CD4+ T-cells by HIV-1 was
previously documented [45]. Moreover, although our experiments were performed with
cell-free viruses, it has been previously proposed that HIV-1 infection of trophoblastic cells
occurs mainly via a cell-to-cell contact [27, 46]. The explanation for this discrepancy is
currently unknown but could relate to differences in experimental methodologies such as

the use of polarized trophoblastic cells in the present work.

We also provide evidence that HSPGs play an important role in mediating Env-independent
internalization of HIV-1 within trophoblasts. Heparan sulfate within HSPGs are linear,
polysulfated and, thereby, highly negatively charged glycosaminoglycan polysaccharides
and their binding to a wide variety of ligands is largely dependent on ionic interactions
[47]. This notion fully agrees with the observation that although HIV-1 internalization is
extremely rapid, binding of HIV-1 to trophoblasts is weak [14]. Supporting the idea that
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HSPGs may be involved in HIV-1 trophoblast infection in vivo, syndecan-1 is expressed
throughout pregnancy by syncytiotrophoblasts, while syndecan-2, -4 and glypican-1 are
expressed by villous and extravillous cytotrophoblasts as well as by syncytiotrophoblasts
[48]. Neither heparin nor heparinase completely blocked viral uptake in trophoblasts, thus
suggesting that other types of receptors may act concomitantly for HIV-1 internalization in
trophoblasts. It has been shown that transcytosis of HIV-1 across the trophoblatic cell line
BeWo can be blocked by antibodies to galactosyl ceramide [13]. In addition, several
putative alternate HIV-1 receptors, recognized to act as such on other cell types, are present
on the surface of trophoblasts (including C-type lectins such as the mannose receptor). It
has also been hypothesized that vertical transmission of HIV-1 may be favored by the
presence of DC-SIGN/DC-SIGNR-expressing cells within the placental environment [49].
However, this property would apply to transmission via microbreaches because these
attachment receptors are expressed in maternal macrophages, placental capillaries and

Hofbauer cells, but not in trophoblasts [49].

We have previously shown that endosome inhibitors abolish HIV-1 infection of
trophoblastic cells [22, 23], implying that the process of virus infection is endocytic in
nature. Based on our current data, we conclude that HIV-1 endosomal escape occurs in
trophoblastic cells through a mechanism that is independent of the viral Env glycoproteins.
The precise mechanism through which HIV-1 can reach the cytoplasm and integrate within
the host chromatin of polarized trophoblasts is still undefined. However, it is well
documented that HIV-1 carries a lipid membrane and acquires a wide array of host cell
proteins upon budding (reviewed in [50]). HIV-1 may have evolved to exploit the
endosomal hydrolases to escape into the cytoplasm. However, this hypothesis is not
supported by some recent data [23]. Alternatively, HIV-1 might undergo fusion within the
endosomes via interactions between virus-anchored host proteins and endosomal proteins
within trophoblasts. Interestingly, it was recently shown that the nucleocapsid of VSV is
exported into the cytoplasm after the back-fusion of internal vesicles with the limiting
membrane of late endosomes [51]. Moreover, it is recognized that HIV-1 infection from the

endosomes is possible in macrophages, lymphocytic cells and HeLa cells when viral
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particles are spared from degradation [52, 53]. Finally, images of HIV-1 particles
internalized in endocytic vesicles and undergoing fusion with endosomal membrane have

been observed in macrophages and trophoblastic cells [16, 54].

In summary, the data presented in this study further support the idea that HIV-1 infection of
trophoblasts is fundamentally different from what is known for CD4+ T lymphocytes. Our
current model proposes that the initial interactions between HIV-1 and polarized
trophoblasts occur partly through a HSPG-mediated absorption mechanism. This process
leads to a rapid and massive endocytosis of virions. Infection ensues in the absence of the
viral Env glycoproteins gp120 and gp41 through endosomal escape and access to the
cytoplasm. Collectively, these data provide key information on the early events associated

with HIV-1 life cycle in polarized human trophoblasts.
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