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RESUME

La transmission mere-enfant (TME) du VIH-1 est un des enjeux majeurs de la pandémie.
Une meilleure compréhension de la réponse des lymphocytes T cytotoxiques CD8" (LTC)
VIH-spécifiques lors de la grossesse facilitera le design de stratégies optimales pour
diminuer la TME. Notre objectif est donc de caractériser ’amplitude et la diversité de la
reconnaissance antigénique des LTC VIH-spécifiques avant, pendant et apres la grossesse
chez des femmes infectées par le VIH-1. Nos résultats montrent pour la premiere fois que
I’initiation et la progression de la grossesse, a elles seules, n'ont que peu d’influence sur
I’amplitude et la diversité de la reconnaissance antigénique des réponses LTC en termes de
production d’IFN-y. Ces résultats indiquent que les femmes infectées par le VIH conservent
une immunocompétence durant leur grossesse, du moins dans le contexte d’un traitement
antirétroviral efficace. Ceci pourrait éventuellement aider a promouvoir I’immunisation

comme stratégie pour prévenir la TME du VIH-1.

Mots-clés : lymphocytes T cytotoxiques CD8", LTC, VIH, grossesse, ELISpot, IFN-y, Gag,

transmission mere-enfant, TME
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ABSTRACT

Mother-to-child transmission (MTCT) of HIV-1 is one of the major issues of the pandemic.
Characterization of HIV-specific immunity during pregnancy, especially cytotoxic CD8" T
lymphocytes (CTL), will lead to a better understanding of HIV pathogenesis and facilitate
design of optimal strategies to prevent MTCT. Our objective is to describe the magnitude
and the breadth of antigen recognition of HIV-specific CTL responses before, throughout
and after pregnancy in a group of HIV-infected women. Our results revealed for the first
time that initiation of pregnancy by itself doesn’t change the magnitude of CTL responses
in terms of IFN-y production. These findings support the fact that HIV-infected women
maintain immunocompetence throughout gestation, at least in the context of effective
antiretroviral treatment. These results provide a novel understanding of the dynamics of
HIV-specific CTL responses during pregnancy and may help to promote maternal

immunization as a strategy to prevent MTCT of HIV-1.

Keywords : cytotoxic CD8" T lymphocytes, CTL, HIV, pregnancy, ELISpot, IFN-y, Gag,

mother-to-child transmission, MTCT
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1 VIRUS DE L’IMMUNODEFICIENCE HUMAINE DE TYPE 1

1.1 PERSPECTIVE HISTORIQUE

En 1981, les premiers cas d’une déficience immunitaire inhabituelle sont identifiés aux
Etats-Unis, parmi des hommes homosexuels. Ceux-ci présentent des pathologies rares, y
compris 1’infection par le pathogéne opportuniste Prneumocystis jiroveci (P. carinii) et le
sarcome de Kaposi, caractérisé par des tumeurs de la peau et des organes internes. De plus,
ces individus ont en commun un important déficit des réponses immunitaires cellulaires et
une diminution significative des lymphocytes T CD4" (Centers for Disease Control, 1981).
Le syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) est défini en 1982 et un nombre
grandissant de cas est rapporté. Son agent étiologique est découvert et caractérisé par les
efforts des laboratoires des docteurs Montagnier, Gallo et Levy (Barré-Sinoussi et al., 1983;
Levy et al., 1984; Popovic et al., 1984). En 1985, le virus est officiellement nommé le virus
de I’'immunodéficience humaine (VIH). Un an plus tard, il est rebaptisé le VIH de type 1
(VIH-1), puisqu’en un autre rétrovirus humain connexe, mais toutefois distinct et moins
pathogene, le VIH-2, est retrouvé chez des individus d’Afrique occidentale (Clavel et al.,

1986).
1.1.1 Origine du VIH

L’émergence des VIH-1 et VIH-2 résulte du transfert inter-especes des virus
d’immunodéficience simienne (VIS) a I’humain. Toutefois, des analyses phylogénétiques
indiquent que les VIH-1 et VIH-2 ont des origines distinctes. En effet, le virus SIVsm du
singe mangabey cendré serait a 1’origine du VIH-2 (Gao et al., 1992; 1994; Chen et al.,
1997), tandis que le virus SIVcpz du chimpanzé Pan troglodytes troglodytes serait
vraisemblablement 1’ancétre du VIH-1 (Gao et al., 1999). L’exposition directe au sang, aux
sécrétions mucosales et aux excréments des singes, au cours de la chasse, et la
consommation de viande contaminée crue fournissent les mécanismes le plus plausibles par
lequel le virus aurait été¢ transmis a ’humain (Weiss et Wrangham, 1999). Des études
suggerent que I’apparition de 1’ancétre commun du groupe M du VIH-1 serait aux environs
des années 1930, i.e. longtemps avant que les premiers cas de SIDA aient été identifiés

(Goudsmit et Lukashov, 1999; Korber et al., 2000).



1.2 EPIDEMIOLOGIE ET TRANSMISSION

L’infection par le VIH-1 constitue un probléme de la plus haute importance a 1’échelle
mondiale. Les estimations font état de prés de 25 millions de décés imputables au SIDA
depuis 1990. On estime qu’en 2007, 33,2 millions [30,3 millions-36,1 millions] d’individus
¢taient infectés par le VIH a travers le monde (ONUSIDA, 2008) (Figure 1.1).

40

Nombre
d’individus
infectés par
le VIH
(millions)

1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

Année

Figure 1.1 : Progression de I’épidémie du VIH, 1990-2007.
Estimation du nombre d’individus (adultes et enfants) infectés par le VIH dans le monde.

Tirée d’ONUSIDA, 2007.

Plus de 7400 nouvelles infections par le VIH surviennent chaque jour, dont environ 1000
chez les enfants de moins de 15 ans. Chez les adultes, prés de 50% des individus
nouvellement infectés sont des femmes et environ 45% sont de jeunes adultes entre 15 et 24
ans (ONUSIDA, 2008). Ainsi, le nombre de personnes vivant avec le VIH continue
d’augmenter. Ceci est di principalement au fait qu’il n’existe pas de vaccin pour prévenir

I’infection ou de traitements en mesure d’éradiquer 1’infection.

La prévalence du VIH varie considérablement d’un continent a 1’autre, d’un pays a 1’autre.
De fait, I’Afrique subsaharienne, la région la plus lourdement touchée par 1’épidémie,
compte pres de 22 millions [20,5-23,6 millions] d’adultes et d’enfants infectés par le VIH,
ce qui représente 67% du nombre mondial (Figure 1.2) (ONUSIDA, 2008).



Europe orientale et
Asie centrale
1,5 million
[1,1-1,9 millions]

Europe occidentale
et centrale

730 000
Amérique du Nord [580 0001 million] Asie de 1’Est
1,2 million 740 000
[760 000-2 million] [480 000-1,1 4illion]
Moyen-Orient Asie du Sud
Caraibes et Afrique du Nord et du Sud-Est
230 000 380 000 4,2 millions
[210 000-270 000] [280 000-510 000] [3,5-5,3 millions]
Amérique latine Afrique
1,7 million subsaharienne
[1,5-2,1 million] 22 millions
- [20,5-23,6 millions] \
' Océanie
74 000

[66 000-93 000]
y

Individus infectés par le VIH 33,2 millions

Nouvelles infections en 2007 2,7 millions

Morts dues au SIDA en 2007 2 millions

Figure 1.2 : Distribution des individus (adultes et enfants) infectés par le VIH dans le
monde, estimations 2007.

Adaptée d’ONUSIDA, 2008.

Le VIH se transmet a I’occasion de rapports sexuels (anaux ou vaginaux) non protégés avec
un partenaire infecté, lors d’une transfusion de sang ou de produits sanguins contaminés et
suite au partage de seringues non-stérilisées ayant été auparavant utilisées par un individu
infecté. Il se transmet aussi de la mere a I’enfant pendant la grossesse, I’accouchement ou

I’allaitement au sein.
1.3 CLASSIFICATION DU VIH

Le VIH fait partie de la famille des retroviridae, du genre lentivirus. Les rétrovirus sont
nommés ainsi a cause de leur transcriptase inverse qui transcrit leur ARN en ADN, formant

ainsi un provirus, lequel est ensuite intégré au génome de I’hdte. Les lentivirus (du latin
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lentus, signifiant «lent») se caractérisent par une longue période de latence et par

conséquent, une évolution lente de la maladie (Fields, 2001).
1.4 STRUCTURE DU VIH
1.4.1 Particule virale

Les particules virales du VIH ont un diametre de 100 a 120 nm et sont entourées d’une
enveloppe, dérivée de la membrane de la cellule hote (Figure 1.3). Chaque virion contient
des complexes glycoprotéiques intégrés dans la double couche lipidique de 1’enveloppe et
composés de trimeres de la glycoprotéine de surface gpl20 et de la glycoprotéine
transmembranaire gp41l (Zhu et al., 2003; 2006). La protéine MA (pl7) tapisse la face
interne de I’enveloppe et constitue la matrice. A I’intérieur se trouve la capside en forme de
cone, qui est composée de protéines CA (p24). Le génome viral est composé de deux
copies d’ARN simple brin de polarité positive, d’approximativement 10 Kb, étroitement
associées aux protéines de la nucléocapside NC (p7). Plusieurs exemplaires de la
transcriptase inverse RT (p66), de 'intégrase IN (p31) et de la protéase PR (p11) sont
présents dans chaque particule virale (Freed, 2001; HIV Sequence Compendium, 2008).

Matrice p17
gp120 Capside p24
gp4l Transcriptase inverse RT
CMILIT Intégrase IN
= - Nucléocapside p7

ChH Protéase PR

pb

Bicouche lipidique ] ARN viral

Figure 1.3 : Particule virale du VIH-1.
Adaptée de Henderson.



1.4.2 Génome du VIH-1

Le génome du VIH comprend les génes gag, pol et env qui codent pour des précurseurs

polyprotéiques dont le clivage par les protéases génere les protéines virales. Le géne gag

(pour group-specific antigen) code pour les protéines MA, CA, NC et p6. Les enzymes

codées par pol (pour polymérase) sont PR, RT et IN. Le géne env (pour enveloppe), quant a

lui, code pour les glycoprotéines gp120 et gp41 (Freed, 2001).

En plus des génes gag, pol et env, le génome du VIH-1 code aussi pour les protéines

régulatrices Tat et Rev et les protéines accessoires Vif, Nef, Vpr et Vpu, dont les fonctions

sont décrites brievement a la figure 1.4 (Greene et Peterlin, 2002; Li et al., 2005; HIV

Sequence Compendium, 2008).

transcription de I’héte
(NF-xB. NFAT, Spl,
TBP)

Requis pour I’initiation
de la transcription
Contient TAR qui lie
Tat

LTR vif

Long terminal repeat Facteur d'infectivité
Contient des régions virale
qui lient des facteurs de Promouvoit

I'infectivité des virons
Surmonte l'effet inhibi-
teur I’ APOBEC-3G

gas
Polyprotéine clivée par PR
MA., matrice
Subit la mynistylation qui aide a
diriger la polyprotéine Gag aux
radeaux lipidiques: impliqué dans
le transport nucléaire du com-
plexe de pré-intégration (PIC)
CA, capside
Lie la cyclophiline A
NC, nucléocapside
Lie 'ARN
pé
Interagit avec Vpr
Lie TSG101 et participe a la
telathe des virions

pol
Polymérase
PR, protéase
Clive Gag/Pol
Impliquée dans la matura-
tion
RT, transcriptase in-
verse
Transcription mverse
Activité RNAse H
IN, intégrase
Intégration du provirus

vpu

Protéine virale U
Promouvoit la dé-
gradation du CD4
Augmente la rela-
che des virions

env
Protéine de I’enveloppe

Clivée en gp120 et gp41
gpl20 lie le CD4 et le
récepteur de chimiokine
et gp41 engendre la
fusion

Contient 1’élément de
réponse ARN (RRE)
qui lie Rev

o |

vpr

Protéine virale R
Bloque le cycle
cellulaire en G2
Contribue au trans-
port du complexe
de pré-intégration
(PIC) du cyto-

plasme au noyau

rev

Régulateur de l'expres-

sion des génes viraux
Lie RRE sur les
ARNm
Inhibe l'épissage des
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nef

Effecteur négatif
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Bloque l'apoptose
Augmente l'infectivité
Altére l'état d'activation
des cellules
En son absence, la pro-
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Figure 1.4 : Organisation du génome du VIH-1 et les principales fonctions de ses 9

génes.

Adaptée de Greene et Peterlin, 2002.



1.5 CYCLE DE REPLICATION DU VIH-1

Une cascade d’éveénements impliquant les glycoprotéines gpl20 et gp4l, le récepteur
cellulaire CD4 (Dalgleish et al., 1984; Klatzmann et al., 1985) et les corécepteurs CCRS5 ou
CXCR4 (Deng et al., 1996; Dragic et al., 1998; Feng et al., 1996), aboutit a la fusion entre
I’enveloppe virale et la membrane cellulaire et, ultimement, a ’entrée du virus dans la
cellule cible (Figure 1.5). Dans celle-ci, la nucléocapside est convertie d’abord en complexe
de transcription inverse, ensuite en complexe de pré-intégration, lequel est acheminé au
noyau. L’ADN linéaire double brin est alors intégré au génome de la cellule cible. Il est
alors nommé provirus et peut demeurer latent et n’exprimer ni ARN messager ni protéine.
Toutefois, dans certaines conditions, la transcription génére des ARN viraux qui sont
transportés du noyau au cytoplasme. Les protéines virales sont alors traduites et
transportées a la membrane cellulaire, ou les virions sont assemblés et libérés de la cellule
infectée par bourgeonnement. L’action de la protéase virale engendre des réarrangements
structuraux qui menent finalement a la maturation de la particule virale (Greene et Peterlin,

2002).
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Figure 1.5 : Représentation schématique du cycle de réplication du VIH.
Modifiée de Han et al., 2007.



1.6 THERAPIE ANTIRETROVIRALE

Les agents antirétroviraux disponibles actuellement ciblent I'une des quatre étapes de la
réplication : ’entrée du virus dans la cellule hote, la transcription inverse de ’ARN en
ADN, P’intégration du provirus et le clivage des précurseurs viraux par la protéase virale
(Figure 1.5). Chaque classe et leurs antirétroviraux sont énumérés dans 1’ordre approximatif

de leur disponibilité dans le tableau I.

Tableau I: Antirétroviraux présentement disponibles.

Inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques de la transcriptase inverse
Zidovudine (AZT), Didanosine (ddI), Stavudine (d4T), Lamivudine (3TC), Abacavir
(ABC), Tenofovir (TNV), Emtricitabine (FTC)

Inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse
Nevirapine (NVP), Delavirdine (DLV), Efavirenz (EFV), Etravirine (TMC125)

Inhibiteurs de la protéase

Saquinavir (SQV), Indinavir (IDV), Ritonavir (RTV), Nelfinavir (NFV), Amprenavir
(APV), Lopinavir/ritonavir (rLPV), Atazanavir (AZV), Tipranavir (TPV), Darunavir
(TMC114)

Inhibiteurs d’entrée
Enfuvirtide (T-20), Maraviroc (MVC)

Inhibiteurs d’intégrase
Raltegravir (RAL)

Adapté de De Clercq, 2004; Flexner, 2007; Hammer et al., 2008.

Un schéma thérapeutique d’au moins trois antirétroviraux dont un inhibiteur de protéase est
aujourd’hui la norme dans les pays industrialisés. Cette thérapie antirétrovirale combinée
ou HAART (pour Highly Active Antiretroviral Therapy) est en mesure de maintenir la
charge virale en-dessous du seuil de détection pour certains patients durant des années. De
plus, les baisses significatives de morbidité et de mortalité associées a I’infection par le
VIH sont largement attribuables a 1’utilisation de la HAART (Mocroft et al., 1998; Palella
et al., 1998; Antiretroviral Therapy Cohort Collaboration, 2008).
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Les différents problemes liés a I’utilisation des antirétroviraux seront discutés a la section

2.7, dans le contexte de la transmission de la mére a I’enfant du VIH-1.
1.7 TROPISME DU VIH-1

Les lymphocytes T CD4" et les monocytes/macrophages sont les principales cibles du VIH
(Dalgleish et al., 1984; Gartner et al., 1986). De fait, le tropisme du virus est déterminé par
la présence des récepteurs et corécepteurs a la surface cellulaire et est en lien avec la boucle
V3 de la gpl20 (Speck et al. 1997; Cho et al. 1998). Méme si la molécule CD4 est
suffisante pour 1’attachement du virus a la surface cellulaire, les récepteurs de chimiokines,
notamment CCRS5 et CXCR4, sont les corécepteurs nécessaires a la fusion des membranes

et a I’entrée du virus in vivo (Simmons et al., 1998; Genoud et al., 1999).

Ainsi, les souches qui utilisent préférentiellement le corécepteur CCRS sont nommées R5
ou M-tropiques (pour monocyte/macrophage) (Deng et al., 1996; Dragic et al., 1998). Par
opposition, les souches qui lient préférentiellement CXCR4 sont nommées X4 ou T-
tropiques (pour lymphocyte T) (Feng et al., 1996). De plus, certaines souches peuvent
utiliser CCR5 et CXCR4 et sont nommées R5X4 et un individu peut étre infecté par un
mélange de souches RS et X4 (Figure 1.6) (Esté et Telenti, 2007).

Indépendamment du mode de transmission, les virus R5 sont préférentiellement transmis et
prédominent durant les phases aigué et chronique de la maladie (Chen et al., 1997; Scarlatti
et al., 1997; Philpott, 2003). Toutefois, les souches R5 peuvent évoluer en populations
R5X4 ou RS et X4 (Figure 1.6). Les virus X4 émergent éventuellement chez 40-60% des
individus infectés par le VIH-1 et sont associés a un déclin accéléré des populations T

CD4" et & une progression rapide de la maladie (Connor et al., 1997; Scarlatti et al., 1997).
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Evolution virale

—

R5X4 /R5+X4

Monocytes / macrophages Lymphocytes T CD4~

Figure 1.6 : Tropisme cellulaire du VIH-1.
Modifiée d’Esté et Telenti, 2007.

L’importance des corécepteurs est démontrée in vivo par le polymorphisme CCR5/A32, une
délétion de 32 paires de bases dans le gene codant CCRS, présent chez prés de 13% des
individus de descendance d’Europe du Nord (Martinson et al., 1997). Etant donné que le
récepteur CCRS mutant n’atteint pas la surface cellulaire, les individus homozygotes pour
cette mutation (1-2% de la population caucasienne) peuvent seulement étre infectés par des
souches du VIH utilisant le corécepteur CXCR4 (Samson et al., 1996) et montrent ainsi une

importante résistance a I’infection par le VIH (Dean et al., 1996; Liu et al., 1996).
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1.8 EVOLUTION NATURELLE DE L’INFECTION

L’intégration du génome du VIH au génome cellulaire marque I’infection définitive de
I’organisme. Le déficit immunitaire 1i¢ a la destruction et/ou la détérioration fonctionnelle
des lymphocytes T CD4" par le virus conduit progressivement au SIDA en 1’absence de
traitement. L’infection aigué par le VIH est caractérisée par un pic de la charge virale et
une diminution transitoire des lymphocytes T CD4" (Figure 1.7). Lors de cette phase, les
symptomes apparaissent des jours, voire des semaines aprés I’exposition au VIH. Une
période de latence clinique d’environ 10 ans s’ensuit, durant laquelle la production de virus
et la destruction des lymphocytes T CD4" s’opérent de fagon continue et augmentent
progressivement avec 1’évolution de I’infection. A la fin de la phase chronique, la virémie
s’éléve abruptement et le compte des lymphocytes T CD4" diminue. Le SIDA est défini par
I’apparition d’infections opportunistes et de certains cancers. Le risque de maladies
augmente significativement lorsque le compte de lymphocytes T CD4" tombe en-dessous

de 200 cellules/uL (Pantaleo et al., 1993; Fauci et al., 1996).

Augmentation de la diversité virale

[

Aigué Chronique SIDA

Gy F 0 ol PR
& B BB ST Hp® Gy g??c?

— Charge virale
— Lymphocytes T CD4*

Semaines Années

Figure 1.7 : Evolution naturelle de ’infection par le VIH-1, basée sur la charge virale
et le compte de lymphocytes T CD4".
Adaptée de Simon et Ho, 2003.
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1.9 DIVERSITE GENETIQUE DU VIH

Le VIH présente une trés grande diversité génétique. Les VIH-1 et VIH-2 constituent les
deux especes du virus. Ils présentent des différences a plusieurs niveaux (Fields, 2001).
Principalement, le VIH-2 est moins pathogéne que le VIH-1 et il est confiné a I’ Afrique de
I’Ouest (Kanki et al., 1994).

L’analyse phylogénétique du VIH-1 a permis de mettre en évidence trois groupes : le
groupe M (Main), le groupe O (Outlier) et le groupe N (non-M, non-O) (Figure 1.8). Le
groupe M comporte la majorité des sous-types qui se sont propagés a travers le monde,
tandis que les groupes O et N sont géographiquement restreints a I’ Afrique de I’ouest
(Simon et al., 1998). Le groupe M est subdivisé en 9 sous-types ou clades (A, B, C, D, F,
G, H, J et K) et 43 formes recombinantes circulantes (CRF, Circulating Recombinant
Forms), dont 2 principales, CRFO1-AE (ancien clade E) et CRF02-AG (Robertson et al.,
2000; Peeters et al., 2003; HIV Sequence Compendium, 2008).

SIVepz.CAM5
(Pt troglodytes)

SIVcpz.CAM3
(P t troglodytes)

SIVepz.US
(P t troglodytes)

1

SIVepz.GAB
(Pt troglodytes)

\_/ SIVepz. ANT
(P t schweinfurthii)

Figure 1.8 : Arbre phylogénétique des groupes M, O et N du VIH-1 et de cinq
différents isolats de SI'Vcpz.
Tirée de Thomson et al., 2002.
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Le plus grand nombre de variants différents se retrouve en Afrique centrale (Figure 1.9).
Ceci était prévisible étant donné que le virus a une plus longue histoire dans cette région et
infecte plus de personnes (Holmes, 2001). En Amérique du Nord et en Europe, le clade B
prédomine. Toutefois, ce sont les clades A et C qui causent le plus grand nombre
d’infections a travers le monde (McMichael et Rowland-Jones, 2001). De fait, ils sont

extrémement communs en Afrique subsaharienne.

Europe de 1'Est

A B,C,Fl,CRFO2 AB
Europe de I'Ouest

B, G, CRFl4 BG
Amenque du Nord et Chine
Amérique centrale CRF07_BC, CRF08 _BC,
B Afrique de I'Ouest CRF01_AE,B
CRF02_AG. Asie du Sud | Asie du Sud-Fst
A G, CRFO6_cpx  Afrique de I'Est C.B.A CRF01_AE B
ADC
Afnique centrale
A CRF02 AG C D FIL F2
Ameérnique du Sud G.H,J. K CRE0I AE O N
B.Fl1, CRF12 BF
Afrigue du Sud Australie
C.B B

Figure 1.9 : Distribution mondiale des groupes (O et N), des clades et des formes
recombinantes circulantes du VIH-1.
Les variants prédominants dans les différentes régions sont indiqués en noir. Modifiée de

Thomson et al., 2002.

De plus, le VIH-1 existe chez un méme individu sous la forme d’une distribution
dynamique de variants géndtiquement distincts, mais apparentés, nommeée quasiespece
(Meyerhans et al., 1989). La diversité et I’évolution des quasiespeces sont inhérentes a
I’infection par le VIH-1 et résultent de plusieurs facteurs. D’abord, la variabilité génétique
découle des taux élevés de mutations (approximativement 1 par 10* nucléotides) (Mansky
et Temin, 1995) et de recombinaison génétique (3 par cycle de réplication) (Zhuang et al.,
2002) engendrées par la transcriptase inverse dans le contexte d’une réplication virale

intense, estimée a 10'" virions produits par jour chez un individu infecté non-traité
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(Perelson et al., 1996). Ensuite, 1’évolution se produit en réponse a la pression sélective
exercée par le systéme immunitaire, plus précisément les anticorps neutralisants (Wei et al.,
2003), les lymphocytes T CD4" auxiliaires (Ross et Rodrigo, 2002) et les lymphocytes T
CD8" cytotoxiques (Phillips et al., 1991; Ogg et al., 1998) et par les agents antirétroviraux,
s’il y a lieu (Casazza et al., 2005). Ces facteurs générent une population virale hautement
hétérogéne dont la diversité s’intensifie au fur et a mesure de I’évolution de I’infection

(Figure 1.7) (Simone et Ho, 2003).



15
2 TRANSMISSION MERE-ENFANT DU VIH-1

2.1 PREVALENCE DE L’INFECTION PAR LE VIH CHEZ LES FEMMES

Le VIH ne frappe plus seulement les hommes comme au tout début de 1’épidémie.
Aujourd’hui, les femmes représentent dans le monde la moitié des personnes vivant avec le
VIH. En Afrique subsaharienne, ou 1’épidémie est la plus sévere, les femmes représentent
pres de 60% des adultes infectés par le VIH (Figure 2.1) (ONUSIDA, 2008). La
transmission chez les jeunes femmes est aussi une préoccupation majeure puisque
globalement, les jeunes femmes agées de 15 a 24 ans courent un risque de deux a six fois

plus élevé d’étre infectées que les hommes du méme age (ONUSIDA, 2007).
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Figure 2.1 : Pourcentage des adultes (15 ans et plus) vivant avec le VIH qui sont des
femmes, 1990-2007.
Tiré d’ONUSIDA, 2008.

2.2 IMMUNITE MATERNELLE DURANT LA GROSSESSE

Lors de la grossesse, il est critique que la mere tolére la présence du feetus, qui peut étre
décrit comme une greffe semi-allogénique du fait des molécules HLA paternelles
(Szekeres-Bartho, 2002; Bulla et al., 2004; Poole et Claman, 2004). De fait, le systéme

immunitaire de la femme enceinte subit des modifications importantes, qui sont encore mal
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comprises. Toutefois, des évidences montrent qu’il y a un débalancement de I’immunité,
les réponses T auxiliaires de type 1 (Tyl) étant défavorisées au profit des réponses Ty2, ce
qui protege le développement du foetus (Wegmann et al.,, 1993; Marzi et al., 1996;
Shimaoka et al., 2000; Wilczynski, 2005). Les lymphocytes Tyl sécrétent principalement
des cytokines pro-inflammatoires, telles que I’interleukine-2 (IL-2), I’interféron-y (IFN-vy)
et le facteur de nécrose tumorale-ou (TNF-a) et favorisent 'immunité a médiation
cellulaire, tandis que les lymphocytes Ty2 sécrétent essentiellement 1’IL-4, I'IL-5, I’IL-6 et

I’IL-10, lesquels promeuvent I’immunité humorale.

Il est généralement admis que ce sont les hormones stéroidiennes sexuelles telles que les
cestrogenes, la progestérone et la testostérone, qui favorisent un environnement anti-
inflammatoire durant la grossesse (Figure 2.2) (Piccinni, 2003; Poole et Claman, 2004). A
cet égard, il est a noter que les maladies intensifiées par des réponses Ty2, telles que le
lupus érythémateux, ne s’améliorent pas ou sont aggravées lors de la grossesse (Petri et al.,
1992; Radghupathy, 1997; Clowse et al., 2005), tandis que les symptdmes de maladies qui
impliquent des réponses inflammatoires, telles que la sclérose en plaques et I’arthrite
rhumatoide, sont parfois améliorés chez les femmes enceintes (vanWalderveen et al., 1994;

Confavreux et al., 1998; Barrett et al., 1999; Soldan et al., 2003).

Réponse immunitaire
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Figure 2.2 : Influence des hormones sur les lymphocytes T auxiliaires.

Inspirée de Whitacre et al., 1999.
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2.3 TRANSMISSION MERE-ENFANT DU VIH-1

La prévention de la transmission du VIH de la mére a ’enfant (TME) est un des enjeux
majeurs de la pandémie. De fait, 370 000 enfants de moins de 15 ans ont été infectés par le
VIH en 2007, la majorit¢ par la TME (ONUSIDA, 2008). En I’absence de toute
intervention, le risque de TME du VIH est d’environ 15%-30% si la mere n’allaite pas son
nourrisson. En cas d’allaitement prolongé, le risque d’infection peut s’élever jusqu’a 45%
(Simpson et al., 2000; De Cock et al., 2000). Cependant, la majorité des enfants qui
naissent de femmes infectées par le VIH et non-traitées ne sont pas infectés a leur tour, ce

qui indique que certains facteurs affectent la transmission du virus.
2.4 MECANISMES DE LA TRANSMISSION MERE-ENFANT DU VIH-1

La TME du virus peut survenir a divers moments, soit in utero, durant la grossesse par
passage transplacentaire, intra-partum, au cours du travail et de 1’accouchement et post-
partum, dans le contexte de I’allaitement maternel. Sans prophylaxie antirétrovirale, 20-
25% des bébés nés de meres infectées par le VIH-1 sont infectés in utero, 40-55% intra-
partum et 20-25% post-partum (Dunn et al., 1992; Ekpini et al., 1997; Leroy et al., 1998;
Coutsoudis et al., 1999).

2.4.1 Transmission in utero

La transmission in utero se produit dans les derniéres semaines précédant 1’accouchement.
L’absence quasi constante d’infection précoce in utero des foetus est maintenant bien
établie (Rouzioux et al., 1995). Les mécanismes de transmission in ufero restent encore mal
définis. Toutefois, le virus serait sans doute majoritairement transmis par les
microtransfusions sanguines materno-feetales, occasionnées par les contractions utérines et
la rupture de la barriere placentaire (Kourtis et al., 2001). De fait, du virus a été isolé¢ du

liquide amniotique (Sprecher et al., 1986; Mundy et al., 1987).
2.4.2 Transmission intra-partum

La transmission intra-partum se produit par les échanges sanguins feeto-maternels durant le
travail et par le contact direct de la peau ou des surfaces muqueuses du nouveau-né avec le

sang et/ou les sécrétions vaginales lors du passage dans le canal utérin (Gaillard et al.,
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2000; Andiman, 2002). Le virus est présent dans les sécrétions vaginales sous forme de

cellules CD4" infectées et sous forme de particules virales libres (John et al., 1997)
2.4.3 Transmission post-partum

La transmission post-partum se produit essentiellement au cours de 1’allaitement maternel
(Leroy et al., 1998). En fait, I’allaitement contribuerait au risque de transmission orale du
virus en raison de la présence de cellules infectées et de particules virales libres dans le lait
maternel, mais aussi par la présence concomitante d’une mastite ou du saignement des
mamelons (Semba et al., 1999; Baron et al., 2000; Kantarci et al., 2007). Egalement, il a été
montré que 1’allaitement mixte (lait maternel combiné a d’autres liquides et solides) peut
présenter un plus grand risque de transmission que I’allaitement au sein exclusif

(Coutsoudis et al., 1999; 2001; Iliff et al., 2005; Coovadia et al., 2007; Kuhn et al., 2007).

2.5 PRINCIPAUX FACTEURS DE RISQUE ASSOCIES A LA TRANSMISSION
MERE-ENFANT DU VIH-1

Un réseau complexe de facteurs intervient sur les différents mécanismes de la TME du

VIH-1. Les principaux facteurs de risque sont énumérés au tableau II.

Tableau II: Principaux facteurs de risque associés a la transmission meére-enfant du

VIH-1.

Charge virale maternelle élevée

Faible décompte de lymphocytes T CD4" chez la mére
Stade avancé de la maladie de la mere

Accouchement par voie vaginale

Infections cervico-vaginales

Chorioamniotite

Durée de la rupture des membranes > 4h

Allaitement

Prématurité du nouveau-né (< 37 semaines de gestation)

Concordance des HLA entre la mére et I’enfant

Adapté de Bulterys, 2001; Andiman, 2002.
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La charge virale d’ARN plasmatique de la mére est le facteur prédictif le plus important
pour la TME du VIH-1 (Fang et al., 1995; Mayaux et al., 1997; Mofenson et al., 1999;
Garcia et al., 1999). Toutefois, il n’y a pas de seuil en dessous duquel le risque est nul et
des cas de transmission a 1’enfant ont été observés chez des femmes ayant une charge virale

inférieure a 50 copies/ml (Ioannidis et al., 2001; European Collaborative Study, 2005).

Le décompte de lymphocytes T CD4" refléte 1’état d’avancement du déficit immunitaire de
la meére et est associé au risque de transmission (European Collaborative Study, 1992;
Sperling et al., 1996). De fait, le risque de transmission augmente significativement lorsque
le décompte de lymphocytes T CD4 ™ est inférieur a 200 cellules/mm’, ce qui correspond &

un des criteres du stade SIDA (Mayaux et al., 1995).

L’accouchement par voie vaginale augmente le risque de transmission au nouveau-né tel
que décrit précédemment. De plus, le risque est accru en cas de lacérations, d’épisiotomies
et d’utilisation d’instruments provoquant des blessures superficielles a 1’enfant (forceps et

autres) (International Perinatal HIV Group, 1999).

Les infections cervico-vaginales, la chorioamniotite, la rupture prématurée des membranes
et ’allaitement maternel accroissent le risque de transmission en augmentant 1’exposition
de I’enfant au virus (St Louis et al., 1993; International Perinatal HIV Group, 1999; 2001;
Coutsoudis et al., 2004; Bhoopat et al., 2005).

L’augmentation du risque de transmission en lien avec la prématurité du nouveau-né (< 37
semaines de gestation) viendrait du fait que les mesures pour prévenir la transmission n’ont

pu étre mises en place (Duran et al., 2007).

La concordance des molécules HLA de classe I entre la mere et I’enfant est associée a un
risque €levé de TME du VIH-1 (MacDonald et al., 1998; Polycarpou et al., 2002; Kuhn et
al. 2004; Mackelprang et al., 2008). D’abord, les réponses allo-immunitaires de 1’enfant
dirigées contre les molécules HLA maternelles le protégeraient de 1’infection. Ainsi, chez
une mere et son enfant partageant seulement trois alleles HLA (discordance), les molécules
HLA a la surface des cellules maternelles infectées par le VIH seront possiblement

identifiées en tant que «non-soi» par les lymphocytes T cytotoxiques (LTC) ou les cellules
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NK (Natural Killer) et seront détruites, ce qui évitera I’infection. Les réponses allo-
immunitaires du feetus ou du nouveau-né peuvent également étre dirigées contre les
molécules HLA maternelles incorporées dans l'enveloppe du virus. Ensuite, la concordance
des molécules HLA implique que les enfants peuvent étre incapables de reconnaitre un
variant VIH-1 qui a échappé a la réponse immune de la mere par l'intermédiaire de la

sélection par les molécules HLA (Pillay et Phillips, 2005).

2.6 PRINCIPALES STRATEGIES POUR LA PREVENTION DE LA
TRANSMISSION MERE-ENFANT DU VIH-1

Les interventions qui ont prouvé leur efficacité a réduire la transmission mére-enfant
incluent la césarienne programmée, 1’allaitement artificiel, et le traitement antirétroviral
(Connor et al., 1994; Sperling et al., 1996; Mofenson, 2002; Rollins et al., 2004). La
combinaison de ces mesures préventives a mené a la réduction de I’incidence de la TME a
moins de 2% dans les pays industrialisés (Coll et al., 2002; Newell et Thorne, 2004).
Malheureusement, ces méthodes demeurent inaccessibles a une grande majorité de femmes
enceintes infectées par le VIH dans les pays ou les ressources sont limitées et ou la

prévalence du VIH est élevée.
2.6.1 Césarienne programmeée

L’exposition de 1’enfant au virus peut €tre largement réduite par césarienne programmée.
L’efficacité de la césarienne a membranes intactes (i.e. avant tout début de travail) a réduire
la TME du VIH a été établie. En revanche, le risque de transmission n’est pas diminué¢ en
cas de césarienne 3 membranes rompues ou en cours de travail (The European Mode of
Delivery Collaboration, 1999; The International Perinatal HIV Group, 1999; Thorne et
Newell, 2004). Dans les régions ou la thérapie antirétrovirale a haute activité (HAART) est
disponible, I’avantage supplémentaire de la césarienne élective a été remis en cause étant
donné le risque de morbidité maternelle et néonatale liée a celle-ci (Stringer et al., 1999;
Rowland et al., 2001). Ainsi, les directives actuelles ne suggerent plus la césarienne pour
les méres dont la charge virale est indétectable (Hawkins et al., 2005). A I’inverse, la
majorité des meres accouchant dans les pays en développement ne peuvent le faire par
césarienne. En effet, celle-ci est associée a une morbidité élevée et requiert un équipement

particulier ainsi qu’un personnel qualifié, souvent non-disponibles dans ces régions.
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2.6.2 Allaitement

L’allaitement au sein prolongé par des meres infectées par le VIH accroit le risque de
transmission du virus au nourrisson. Par conséquent, 1’Organisation mondiale de la santé
conseille aux meres infectées par le VIH de sevrer leur nourrisson assez rapidement (apres
6 mois) pour ne pas prolonger ’exposition de I’enfant et d’éviter I’allaitement mixte.
Lorsqu’une alimentation de substitution est possible, on recommande alors que les femmes

infectées par le VIH évitent 1’allaitement maternel (ONUSIDA, 2008).

Dans les pays industrialisés, le lait en poudre pour nourrisson est un produit de
remplacement convenable du point de vue nutritif et sécuritaire en raison de la disponibilité
de I’eau potable. Toutefois, dans les pays aux ressources limitées, les préoccupations
concernant ’allaitement sont majeures: I’acces au lait en poudre est limité et I’eau potable
est rare. Par conséquent, le sevrage précoce et la suppression compléte de 1’allaitement au
sein ne sont pas des solutions applicables. Dans les faits, 1’allaitement prolongé en Afrique
est une pratique commune (i.e., sevrage a 18-24 mois) et I’allaitement exclusif est rarement

pratiqué au-dela des 3-4 premiers mois de vie (Omari et al., 2003; Poggensee et al., 2004).
2.6.3 Prophylaxie antirétrovirale

La plus importante avancée dans la prévention de la TME du VIH-1 s’est produite en
février 1994, quand les résultats du protocole 076 du Pediatric AIDS Clinical Trials Group
(PACTG) ont montré que le risque de transmission pouvait étre réduit de 25% a 8% avec la
zidovudine (AZT) administrée a la mere durant la grossesse et lors de 1’accouchement et au
nouveau-né en post-partum (Connor et al., 1994). La thérapie antirétrovirale permet de
réduire la charge virale de la mere et de fournir la prophylaxie pré- et post-exposition au
bébé (Sperling et al., 1996; Simonds et al., 1998; loannidis et al., 2001). Cette derniére est
réalisée par le traitement maternel du fait du passage transplacentaire des médicaments et

par le traitement post-natal de 1’enfant.
2.7 LIMITES DE LA PROPHYLAXIE ANTIRETROVIRALE

Malheureusement, les principales stratégies pour prévenir la TME du VIH-1 se heurtent a
de nombreux obstacles. La césarienne programmée et 1’allaitement artificiel peuvent

difficilement étre des options dans les pays aux ressources limitées. La thérapie



22
antirétrovirale semble ainsi étre le moyen le plus envisageable pour réduire la transmission

materno-feetale, mais comporte elle aussi des limites.
2.7.1 Acces limité aux antirétroviraux dans les pays en voie de développement

L’acces limité a la thérapie antirétrovirale est en lien avec le colt des traitements et avec
I’absence d’infrastructures pour les distribuer adéquatement dans les pays a revenu faible
ou intermédiaire (Badri et al., 2006). A 1’échelle mondiale, 34% femmes enceintes infectées
par le VIH avaient acces au traitement antirétroviral pour prévenir la TME du virus en 2007
(ONUSIDA, 2008). Dans plusieurs pays d’Afrique subsaharienne, ce chiffre chute a moins
de 10% (Figure 2.3). Par conséquent, I’acces limité a la thérapie explique en grande partie
les 330 000 enfants infectés par le VIH en 2007 en Afrique subsaharienne (ONUSIDA,
2008).

B s0%a100%
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Figure 2.3 : Pourcentage de femmes enceintes infectées par le VIH recevant la
prophylaxie antirétrovirale.

Tirée d’ONUSIDA, 2008.
2.7.2 Toxicité des agents antirétroviraux pour la mére et ’enfant

Une étude cumulative recensant la toxicité associée aux antirétroviraux d’études cliniques
effectuées en Afrique a conclu que les traitements antirétroviraux, aux doses utilisées,

n’étaient pas toxiques pour les méres et leurs enfants (Chigwedere et al., 2008). Etant
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donné que les schémas thérapeutiques pour prévenir la TME dans les pays industrialisés
sont plus complexes, les conclusions quant a leur toxicité et a leur sécurité a long terme ne
sont pas aussi tranchées. Par exemple, des études ont décrit le risque d'un syndrome
neurologique lié au dysfonctionnement mitochondrial persistant chez les enfants exposés
aux analogues nucléosidiques pendant le période périnatale (Blanche et al., 1999; Barret et
al., 2004; Brogly et al, 2007; Co6té et al, 2008). Toutefois, ce dysfonctionnement n'a pas été
observé dans une étude analogue (The Perinatal Safety Reviews Working Group, 2000).
Cependant, sur la base des connaissances actuelles, les effets bénéfiques de la prophylaxie
antirétrovirale sont de loin supérieurs a leurs risques potentiels (Thorne et Newell, 2007).
Les principaux antirétroviraux utilisés au cours de la grossesse ainsi que leurs effets

secondaires sont présentés au tableau II1.

Tableau III: Antirétroviraux utilisés pour prévenir la transmission mére-enfant du

VIH-1.

Catégorie d’antirétroviraux Antirétroviraux Effets secondaires
Inhibiteurs nucléosidiques et Zidovudine (AZT) Anémie, toxicité mitochondriale (acidose
nucléotidiques de la transcriptase Lamivudine (3TC) lactique, pancréatite, stéatose hépatique) chez
. Stavudine (d4T) . )
inverse (INTI) Didanosine (ddI) la mére et ’enfant, neuropathie,
Abacavir (ABC) hypersensibilité
Ténofovir (TNV) Effet possible sur le métabolisme foetal osseux
Inhibiteurs non nucléosidiques de ~ Névirapine (NVP) Toxicité hépatique, éruption
la transcriptase inverse (INNTI)
Inhibiteurs de la protéase (IP) Amprenavir (APV) Hyperglycémie, diabéte gestationnel,
Atazanavir (AZV) augmentation possible de prématurité, hépatite
Indinavir (IDV)
Lopinavir/ritonavir
(rLPV)
Nelfinavir (NFV)
Ritonavir (RTV)
Saquinavir (SQV)

Adapté de Lorenzi et al, 1998; The European Collaborative Study and the Swiss Mother
and Child HIV Cohort Study, 2000; Tuomala et al., 2002; HIV Medicine, 2007.
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2.7.3 Résistance du virus aux antirétroviraux

Dans les pays industrialisés, la HAART exige des patientes de suivre des régimes
complexes avec des effets secondaires et des toxicités a long terme, ce qui peut
alternativement mener a la non-adhérence (Osterberg et Blaschke, 2005). La non-adhérence
peut miner le traitement, menant a 1’émergence de virus résistants aux antirétroviraux

(Welles et al., 2000).

Dans les pays ou les ressources sont limitées, le traitement prolongé et 1’injection
intraveineuse pendant le travail et I’accouchement rendent les schémas thérapeutiques basés
sur le protocole PACTGO076 impraticables. Par conséquent, ces derniéres années, les projets
de prévention de la TME dans ces pays ont été principalement axés sur la distribution de
régimes d’antirétroviraux de courte durée, typiquement AZT, NVP ou 3TC (ONUSIDA,
2008). Jusqu’a maintenant, le régime de NVP est le plus simple et le plus abordable. Il
consiste en une dose a la mere lors du travail et une dose au nouveau-né dans les 3 jours
suivant la naissance (Bassett, 2001; Sripipatana et al., 2007). Il a été¢ montré que ceci
abaisse de plus de 40% le risque de TME du VIH-1 (Jackson et al, 2003). Cependant, des
¢tudes indiquent que les femmes qui recoivent une dose unique de NVP pour prévenir la
TME risquent de développer une résistance au médicament. Ceci peut compromettre
I’efficacité des antirétroviraux prescrits plus tard, autant chez la mere que chez I’enfant, s’il
s’avere €tre infecté par un virus résistant (Jourdain et al., 2004). En effet, 32% des femmes
recevant la NVP ont montré des mutations de résistance aux INNTI a 10 jours post-partum
(Jourdain et al., 2004) et ces mutations pourraient étre présentes chez 46% des nouveau-nés
infectés (Eshleman et al., 2001). Des résistances a I’AZT et au 3TC dans le contexte de la
TME ont également été rapportées (De Jose et al., 2001; Johnson et al., 2001). Méme si les
avantages de la dose unique d’un agent antirétroviral sont supérieurs au risque de résistance
dans les situations ou les ressources sont limitées, la mise au point de nouvelles stratégies

pouvant étre implantées dans ce contexte constitue une priorité mondiale.
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3 LYMPHOCYTES T CYTOTOXIQUES ET VIH-1

3.1 MECANISME D’ACTION DES LYMPHOCYTES T CYTOTOXIQUES

Les lymphocytes T cytotoxiques CD8" (LTC) ont plusieurs activités antivirales; ils sont en
mesure de reconnaitre et d’éliminer les cellules infectées et de produire des cytokines et des

chimiokines lors de I’infection par le VIH (Figure 3.1).
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Figure 3.1 : Activités antivirales des LTC VIH-spécifiques.
Modifiée de McMichael et Rowland-Jones, 2001.

3.1.1 Reconnaissance antigénique

Le lymphocyte T exprime a sa surface le récepteur des cellules T (TCR), qui se lie
spécifiquement au complexe formé d’un peptide antigénique et d’une molécule de
complexe majeur d’histocompatibilité¢ (CMH), aussi appelée human leukocyte antigen
(HLA). II existe des molécules de CMH de classe I (CMH-I) et de classe II (CMH-II). Les
molécules de CMH-I sont exprimées sur toutes les cellules nucléées et présentent les
peptides (8-10 acides aminés) dérivés des protéines endogénes au TCR des cellules T CD8"
(Figure 3.2A). Contrairement a I’expression ubiquitaire du CMH-I, les molécules de CMH-

IT sont exprimées essentiellement a la surface des cellules présentatrices d’antigénes (APC)
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professionnelles, plus précisément les cellules dendritiques, les cellules B et les
macrophages. Elles peuvent cependant étre induites chez la majorité des cellules par I’'IFN-
Y (Ting et Trowsdale, 2002). Les molécules de CMH-II sont spécialisées dans la
présentation des antigénes exogénes au TCR des cellules T CD4" (Jensen, 2007; Vyas et
al., 2008).

En plus de la voie classique ou les molécules de CMH-I présentent les antigénes d’origine
intracellulaire, il existe une voie alternative ou les molécules de CMH-I présentent des
antigénes exogenes (Brossart et Bevan, 1997; Reimann et Kaufmann, 1997). Cette voie,
nommeée présentation crois€e, est probablement limitée aux APC professionnelles. Ces
cellules internalisent les antigénes exogenes par la voie endocytaire et présentent les
peptides par les molécules de CMH-I aux lymphocytes T CD8" cytotoxiques (Figure 3.2B)
(Groothuis et Neefjes, 2005; Shen et Rock, 2005).
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Figure 3.2 : Apprétement et présentation antigéniques par les molécules de CMH-I.

A : En général, les peptides présentés par les molécules de CMH-I sont dérivés des
protéines intracellulaires. B : Alternativement, les protéines exogenes peuvent aussi &tre
présentées par les molécules de CMH-I lors de la présentation croisée. Adaptée d’ Andersen

et al., 2006.
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3.1.2 Activités antivirales

Les LTC spécifiques au VIH entrainent la destruction des cellules infectées par le virus par
les cytotoxines (perforines et granzymes) ou par le ligand de Fas (Fas-L) (Figure 3.1) (Kégi
et al., 1994; Nagata et Golstein, 1995; Smyth et Trapani, 1995; Shankar et al., 1999). De
plus, les LTC spécifiques au VIH sécretent des cytokines et des chimiokines, lesquelles ont
un effet antiviral (Figure 3.1). Ces cytokines sont essentiellement I’IFN-y, le TNF-o. et I’IL-
2 (Jassoy et al., 1993; Sandberg et al., 2001; Zimmerli et al., 2005). Ces chimiokines sont
MIP-1a, MIP-1B et RANTES, lesquelles sont des ligands de CCRS3, le corécepteur des
souches RS du VIH. Par conséquent, ces chimiokines lient CCRS, bloquent directement

et/ou indirectement I’entrée du virus et ainsi inhibent la réplication virale (Cocchi et al.,

1995).

3.2 LYMPHOCYTES T CYTOTOXIQUES ET LE CONTROLE DE LA
REPLICATION DU VIH-1

Plusieurs évidences montrent que les lymphocytes T CD8" cytotoxiques sont importants
pour le contrdle de la réplication du VIH-1 (Musey et al., 1997; Brodie et al., 1999).
D’abord, 1I’émergence d’une réponse LTC VIH-spécifique corréle temporairement avec le
déclin initial de la virémie au cours de I’infection aigué¢ (Figure 3.3) (Koup et al., 1994,
Borrow et al., 1994). Ensuite, le rdle crucial des LTC est suggéré par 1’association entre de
fortes réponses LTC spécifiques au virus et la progression lente de la maladie (Pantaleo et
al., 1995; Ogg et al., 1998) et, aussi, par la génération de mutants VIH in vivo qui ne sont
plus reconnus par les LTC et qui échappent donc a leur controle (Phillips et al., 1991;
Borrow et al., 1997; McMichael et Rowland-Jones, 2001). De plus, I’implication des LTC
est fortement appuyée par des études chez le macaque rhésus infecté par le VIS. En effet,
lors de la déplétion des cellules T CDS8" par des anticorps, la virémie augmente nettement et
est par la suite contrélée lorsque la population CDS est restaurée (Matano et al., 1998; Jin et
al., 1999; Schmitz et al., 1999). Finalement, I’importance des LTC est é¢galement démontrée
par le fait que des haplotypes particuliers de CMH-I sont associés aux différences de
susceptibilité a I’infection. En effet, les molécules HLA liées a la progression lente de
I’infection, tels que HLA-B27 et HLA-B57, pourraient stimuler des réponses immunitaires
VIH-spécifiques plus efficaces comparées a celles des molécules HLA qui conférent une

susceptibilité accrue a I’infection, tel que HLA-B35 (Kaslow et al., 1996; Carrington et al.,
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1999). De méme, I’homozygotie des molécules HLA de classe I, qui est également associée
a une progression plus rapide de I’infection, procurerait moins d’occasions pour une

réponse T diversifiée (Carrington et al., 1999).

3.3 LYMPHOCYTES T CYTOTOXIQUES AU COURS DE L’EVOLUTION DE
L’INFECTION PAR LE VIH-1

Lors de la phase aigué de I’infection, il y a une forte réponse LTC spécifique au virus (10%
de toutes les cellules T CDS8"), temporellement associée au controle partiel de la réplication
virale, qui est observée chez I’humain et clairement démontrée chez le singe (Figure 3.3)

(Pantaleo et al., 1994; Butz et Bevan, 1998; Kuroda et al., 1999; Wilson et al., 2000).
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Figure 3.3 : Dynamique de I’immunité acquise au cours de I’infection par le VIS.
Les courbes de la charge virale (rouge), des LTC (violet), des cellules T CD4" (bleu) et des
anticorps (vert) au cours de ’infection par le SIV sont sensiblement les mémes lors de

I’infection par le VIH-1. Adaptée de Goulder et Watkins, 2004.

Pendant D’infection chronique, des fréquences relativement élevées de LTC VIH-
spécifiques sont maintenues chez les individus infectés qui sont restés asymptomatiques

pendant des années (Altman et al., 1996; Ogg et al., 1998; Gea-Banacloche et al., 2000).
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Plusieurs études ont montré une corrélation négative entre la charge virale et la fréquence
des LTC VIH-spécifiques au cours de I’infection chronique (Ogg et al., 1998; Betts et al.,
2001). Cependant, les LTC VIH-spécifiques ne peuvent empécher 1I’'immunodéficience
progressive chez la majorité des sujets infectés par le VIH-1 (Lieberman et al., 2001). De
fait, ils peuvent encore étre clairement détectables quand le SIDA se développe

(McMichael et Rowland-Jones, 2001).

3.4 PRINCIPAUX MECANISMES PAR LESQUELS LE VIH-1 ECHAPPE A LA
REPONSE DES LYMPHOCYTES T CYTOTOXIQUES

En dépit de la réponse LTC, la réplication virale n’est jamais complétement annihilée. De
fait, plusieurs facteurs affectent la réponse LTC spécifique au VIH et permettent ainsi au
virus d’échapper a leur contrdle. La latence représente la forme la plus efficace d’évasion
du systéme immunitaire par le virus. En effet, les provirus n’engendrent pas d’antigénes
viraux et échappent ainsi a la surveillance par les LTC (McCune, 1995). En plus, ils sont
insensibles aux antirétroviraux. Ensuite, le VIH posséde une extraordinaire capacité a
muter, décrite a la section 1.9. Ainsi, la mutation d’épitopes LTC suite a la pression
sélective exercée par les LTC VIH-spécifiques permet au virus d’échapper a leur
reconnaissance (Phillips et al., 1991; Borrow et al., 1997; Goulder et al., 1997; Price et al.,
1997, Moore et al., 2002; Brumme et al., 2007; 2008).Toutefois, certaines mutations
d’épitopes LTC diminuent la robustesse du virus (Wolinsky et al., 1996). Aussi, d’autres
stratégies permettent au virus d’échapper aux réponses LTC dirigées contre les régions
relativement conservées du virus. Ainsi, le moyen le plus efficace par lequel le VIH affecte
le syst¢éme immunitaire est par la déplétion des lymphocytes T CD4". Ceci entraine entre
autre la détérioration des réponses LTC. En effet, les lymphocytes T CD4" auxiliaires sont
importants pour le priming et la maturation des réponses T CDS8" et pour le maintien des
LTC mémoires (Walter et al., 1995; Zajac et al., 1998; Kalams et Walker, 1998; Ridge et
al., 1998; Agnellini et al., 2008). Les LTC qui persistent en 1’absence d’une aide adéquate
par les cellules T CD4" peuvent ainsi étre inefficaces in vivo (Hay et al., 1999; McMichael
et Rowland-Jones, 2001). Ce phénomene est observé chez les individus qui progressent
rapidement vers le SIDA, mais pas chez ceux qui contrdlent efficacement la réplication
virale (Migueles et al., 2002). De plus, la régulation négative de I’expression des molécules

de CMH-I, HLA-A et HLA-B, a la surface des cellules infectées par la protéine virale Nef



30
diminue la reconnaissance par les LTC et limite ainsi leur effet antiviral (Schwartz et al.,
1996, Collins et al., 1998). La régulation positive de I’expression du ligand de Fas sur les
cellules infectées est une autre conséquence de ’activité de Nef (Xu et al., 1997; 1999;
Muthumani et al., 2005). Presque toutes les cellules T VIH-spécifiques expriment Fas a leur
surface et ainsi peuvent subir 1’apoptose par la voie Fas/Fas-L (McMichael et Rowland-
Jones, 2001). Finalement, un certain nombre de données indiquent que les LTC VIH-
spécifiques isolés d’individus infectés par le VIH sont fonctionnellement anormaux
(Pantaleo et al., 1990). Le dysfonctionnement des cellules T CDS8" VIH-spécifiques in vivo
inclut a) I’épuisement clonal (clonal exhaustion) des LTC ayant subi une expansion lors de
I’infection primaire (Moskophidis et al., 1993; Pantaleo et al., 1997; Oxenius et al., 1998;
Plesa et al., 2008); b) I’expression de PD-1 (pour programmed death-1) (Trautmann et al.
2006; Petrovas et al. 2006; Day et al. 2006); c) I’état d’immaturité des cellules T CD8"
(Hamann et al., 1997; Champagne et al., 2001); et d) la sénescence (Dagarag et al., 2003;
Papagno et al., 2004). Ceci se traduit concrétement par des LTC ayant une faible expression
de perforine et donc une cytotoxicité réduite, ainsi qu'un phénotype CD27'CD28”
correspondant a une différentiation incomplete chez les sujets infectés par le VIH-1 et non-
traités (Appay et al., 2000; 2002). Ces principaux mécanismes sont étroitement liés et

engendrent la perte de contrdle des LTC sur la réplication du VIH-1.

3.5 EFFET DE LA PROPHYLAXIE ANTIRETROVIRALE SUR LES
LYMPHOCYTES T CYTOTOXIQUES VIH-SPECIFIQUES

L’évolution de I’infection par le VIH est profondément modifiée par les antirétroviraux. En
effet, ’initiation de la HAART induit généralement une diminution drastique de la charge
virale ainsi qu’une augmentation du compte de lymphocytes T CD4". Ceci entraine jusqu’a
un certain point la restauration du systéme immunitaire chez la majorité des patients traités

(Autran et al., 1997; Li et al., 1998).

Plusieurs ¢études ont démontré la diminution progressive du nombre de LTC VIH-
spécifiques en lien avec la réduction de la charge virale provoquée par I’initiation de la
thérapie antirétrovirale, et spécialement de la HAART (Gray et al., 1999; Kalams et al.,
1999; Ogg et al., 1999). Cette diminution pourrait étre due a la perte de la stimulation

antigénique requise pour 1’expansion et la persistance des LTC VIH-spécifiques au cours de
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I’infection chronique. De plus, cette diminution engendrée par la HAART a été également
associée a la réduction globale de I’oligoclonalité¢ des LTC VIH-spécifiques, c’est-a-dire
I’augmentation de la complexité des populations LTC (Soudeyns et al., 2000). Par ailleurs,
des données montrent que ’activité antivirale des LTC VIH-spécifiques est partiellement
altérée chez les individus sous traitement antirétroviral (Seth et al., 2001; Trabattoni et al.,
2004). En effet, leur activité cytolytique serait réduite par la faible expression de perforine
et de granzymes, a cause de l’interférence directe des agents antirétroviraux avec leur
syntheése. Ceci contribuerait en partie a la détérioration de la réponse LTC observée chez les
patients sous HAART (Trabattoni et al., 2004). Toutefois, ces résultats doivent absolument

étre confirmés par d’autres groupes.

3.6 LYMPHOCYTES T CYTOTOXIQUES ET LA TRANSMISSION MERE-
ENFANT DU VIH-1

Le principal facteur de risque pour la TME est une charge virale maternelle élevée. Etant
donné que les CTL sont importants pour le controle du VIH et qu’ils sont détectés dans les
sécrétions cervicales ainsi que dans le lait maternel, ils constituent certainement un facteur
préventif pertinent dans la transmission materno-feetale (Musey et al., 1997; McMichael et

Rowland-Jones, 2001; Sabbaj et al., 2002).

Seulement quelques études ont été entreprises pour définir le réle de la réponse LTC VIH-
spécifique dans la TME. Ainsi, la réponse LTC VIH-spécifique s’avere plus forte chez les
meres qui ne transmettent pas le VIH a leur enfant que chez celles qui le transmettent. En
effet, des fréquences plus élevées de précurseurs LTC contre les protéines Nef et Pol du
VIH-1 et une suppression augmentée de la réplication virale par les LTC VIH-spécifiques
sont détectées chez les meéres qui ne transmettent pas, comparativement a celles qui

transmettent (Jin et al., 1998; Plaeger et al., 1999).

Par ailleurs, des LTC VIH-spécifiques ont été détectés plus souvent chez des enfants
exposés et non-infectés que chez des enfants infectés par la TME (Cheynier et al., 1992;
Rowland-Jones et al., 1993; De Maria et al., 1994). De plus, des variants échappant a la

réponse LTC peuvent étre transmis de la mere a 1’enfant (Goulder et al., 2001; Pillay et al.,
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2005; Sanchez-Merino et al., 2005). Ces virus sont fréquemment détectés chez les meres

qui transmettent le virus (Wilson et al., 1999).

De plus, des études ont détecté des réponses LTC dans le lait maternel de femmes infectées
par le VIH-1 dirigées contre les protéines Gag, Env, Pol et Nef (Sabbaj et al., 2002;
Lohman et al., 2003). Ces réponses ¢étaient de plus grande amplitude dans les échantillons
de lait comparativement a celles dans les échantillons de sang, ce qui suggere que des
cellules VIH-spécifiques puissent étre sélectivement transportées aux glandes mammaires
pour réduire la réplication virale et/ou pour prévenir la transmission par le lait maternel

(Lohman et al., 2003).
3.7 DEVELOPPEMENT D’UN VACCIN CONTRE LE VIH-1

La mise au point de vaccin est facilitée par la connaissance des corrélats de protection. De
fait, I’immunité acquise, y compris les anticorps neutralisants et les lymphocytes T CD4" et
T CDS8" virus-spécifiques, sont les principaux corrélats de protection pour la plupart des
infections virales (Pantaleo et Koup, 2004). Dans le cas du VIH-1, les <études
d’immunisation passive et de déplétion immunitaire chez les modeles animaux suggerent
fortement qu’autant les anticorps neutralisants que les réponses de I’'immunité a médiation
cellulaire, particulierement celles des LTC et des lymphocytes T CD4" auxiliaires, puissent
assurer une protection efficace contre 1’infection par le VIH-1 et contre la progression de la
maladie (Emini et al., 1992; Matano et al., 1998; Jin et al., 1999; Schmitz et al., 1999;
Mascola, 2003). En principe, les anticorps neutralisants sont efficaces pour bloquer les
particules virales, mais peu efficaces contre les cellules infectées par le virus. Cependant,
les anticorps peuvent également agir en collaboration avec des cellules douées d’un
potentiel cytotoxique telles que les cellules NK, les macrophages, les monocytes, les
neutrophiles et les éosinophiles, afin de détruire les cellules infectées par un processus
dénommé cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC pour antibody-
dependant cell-mediated cytotoxicity). Les LTC quant a eux sont efficaces contre les
cellules infectées par le virus, mais ne le sont pas contre les virions libres. Toutefois, ni les
anticorps ni les LTC ne sont efficaces contre les cellules infectées de facon latente

(provirus) (Figure 3.4).
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Il est important de souligner qu’aucune de ces réponses n’a d’une maniére concluante
protégée des individus contre I’infection par le VIH (Fields, 2001). Par conséquent,

d’autres corrélats de protection restent a identifier.

Anticorps neutralisants LTC VIH-spécifiques

\

Aucun
Efficaces  effet

Cellule infectée

Particule virale de fagon latente Cellule infectée

1
Efficace

Figure 3.4 : Représentation schématique de D’efficacité des réponses de I’'immunité
acquise contre les différentes formes de VIH-1.

Adaptée de Pantaleo et Koup, 2004.

Les progres dans le développement d’un vaccin efficace ont été ralentis par 1’absence d’un
petit modele animal reproduisant la pathogenese du VIH. Toutefois, les souris humanisées
se sont révélées récemment d'excellents modeles pour l'infection par le VIH (Berges et al.,
2006; 2008).Un autre obstacle majeur est le niveau important d’hétérogénéité génétique des
souches du VIH a I’intérieur et entre les clades. En effet, la protection contre une souche ne

garantit nullement la protection contre une autre souche apparentée.

Plusieurs vaccins pourraient étre utiles contre le VIH-1, y compris ceux qui évitent
I’infection d’un individu (immunoprophylaxie) aussi bien que ceux qui ne protégent pas
contre I’infection, mais protégent contre le développement de la maladie aprés 1’infection
(immunothérapie). De fait, les réponses LTC engendrées par le vaccin pourraient
éventuellement arréter 1’infection avant qu’elle soit établie et qu’elle cause des dommages

importants a I’immunité, ou contenir le virus a un niveau bas sans toutefois 1’éliminer,
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réduisant de ce fait I’incidence de la maladie et de la transmission (McMichael et Rowland-

Jones, 2001).

3.7.1 Développement d’un vaccin pour prévenir la transmission mére-enfant du

VIH-1

L’apparition de résistance aux antirétroviraux et leur toxicité a long terme, ainsi que I’acces
limité a la thérapie antirétrovirale dans les pays en voie de développement signifient que

des approches alternatives doivent étre développées.

L’ immunothérapie de la mere dans le contexte de la transmission materno-feetale serait une
solution attrayante. En effet, un vaccin thérapeutique devrait permettre 1’activation de
I’immunité humorale et de 'immunité a médiation cellulaire chez la mére. Des niveaux
importants d’anticorps neutralisants VIH-spécifiques maternels a large spectre seraient
transmis de la meére a ’enfant du fait de leur passage transplacentaire et de leur présence
dans le lait maternel, et apporteraient une protection transitoire contre 1’infection pour
I’enfant. L’immunisation active de la mere susciterait quant a elle une forte immunité
protectrice contre la progression de la maladie, en présence ou non d’agents antirétroviraux.

Ce vaccin réduirait assurément le risque de TME du VIH-1.

Jusqu’a maintenant, peu d’essais d’immunothérapie chez les femmes enceintes infectées
par le VIH-1 pour prévenir la TME ont été effectués et les résultats n’ont pas été
concluants. L immunisation active avec des plasmides d’ADN a été effectuée chez deux
chimpanzés gestantes et des réponses cellulaires et humorales ont été observées tant au
niveau systémique que mucosal (Bagarrazi et al., 1999). Des études d’immunisation des
femmes enceintes avec des glycoprotéines d’enveloppe recombinantes ont été effectuées et
aucune protection contre la TME du VIH-1 n’a été observée en dépit du succes des tests
d’innocuité (Lambert et al., 1998, Wright et al., 1999). En combinaison avec la thérapie
antirétrovirale, I’immunothérapie pourrait potentiellement étre utilisée pour empécher la
TME du VIH-1. Cependant, ceci exigerait une meilleure compréhension de la modulation
de I'immunité VIH-spécifique maternelle par la grossesse et par la thérapie antirétrovirale,

ce qui est I’objectif principal de 1’article présenté.
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Le VIH peut se transmettre de la mére a 1’enfant durant la grossesse et la période périnatale.
De fait, la TME du VIH-1 est un des enjeux majeurs de la pandémie (ONUSIDA, 2008). Il
existe des méthodes efficaces pour prévenir la TME, principalement la prophylaxie
antirétrovirale. Malheureusement, celles-ci demeurent inaccessibles a une grande majorité
de femmes infectées par le VIH-1 dans les pays en voie de développement (Fauci, 2007). Il
faut par conséquent optimiser les stratégies d’intervention pour réduire la TME afin
qu’elles soient utilis€ées a travers le monde. De fait, ’optimisation de telles stratégies
requiert une meilleure compréhension de la réponse immunitaire VIH-spécifique durant la

Zrossesse.

Généralement, il est admis que I’immunité spécifique a médiation cellulaire est impliquée
dans la résistance de I’hote au VIH (McMichael et Rowland-Jones, 2001). Cette immunité
de la mere joue un rdle important dans la prévention de la TME. En effet, la tranmission
materno-foetale du VIH-1 a été associée entre autres a une faible réponse LTC VIH-
spécifiques et a une faible activité suppressive par les lymphocytes T CD8" (Jin et al.,
1998; Plaeger et al., 1999). De plus, l'effet de plusieurs maladies a composantes
immunitaires change au cours de la grossesse (Mecacci et al., 2007). Cela sous-entend que

I’immunité maternelle est modulée durant cette période.

Notre hypothese de recherche est que I’initiation et la progression de la grossesse modulent
les réponses LTC dirigées contre le VIH-1. En d’autres mots, notre objectif est de
caractériser I’amplitude et la diversité de la reconnaissance antigénique des LTC VIH-

spécifiques avant, pendant et apres la grossesse chez des femmes infectées par le VIH-1.

Par conséquent, ce projet porte sur I’impact de la grossesse sur les LTC VIH-spécifiques
chez 15 femmes infectées chroniquement par le VIH-1, qui ont eu une ou deux grossesses
et qui ont été traitées au moyen d'agents antirétroviraux pour leur santé et pour prévenir la
TME. Elles font partie de la cohorte du Centre maternel et infantile sur le SIDA du CHU
Sainte-Justine. La reconnaissance antigénique des LTC a été évaluée par enzyme linked
immunospot (ELISpot) IFN-y sur des échantillons de cellules mononuclées du sang
périphérique appauvris en CD4, obtenus avant, pendant et apres la grossesse Les cellules

ont été stimulées avec des pools de peptides synthétiques correspondant aux séquences de
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Gag, ce qui a permis de tester un grand nombre de peptides tout en respectant le volume de

sang qui peut étre éthiquement obtenu de patientes enceintes.

Ces travaux nous aideront a mieux comprendre I’évolution de I’immunité antivirale lors de
I’initiation et durant la progression de la grossesse. Ceci pourra éventuellement améliorer

les méthodes destinées a prévenir la transmission du VIH de la mére a I’enfant.

Ce projet est connexe a un précédant projet mené par Sandra B. Akouamba. Ce dernier

compose la premiere partie de ’article présenté.
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Contribution personnelle a ’article

Bertine S. Akouamba a effectué les tests de cytotoxicité sur les échantillons de 11 patientes
et écrit une premicre version du manuscrit. Pour ma part, j’ai effectué les essais ELISpot
sur les échantillons des 15 autres patientes et modifié le manuscrit. En effet, j’ai combiné
les données des 26 femmes (Tableau I et Figure 1), j’ai ajouté mes résultats (Tableau II,
Figures 5 a 8) et j’ai complété les sections introduction, matériel, discussion et conclusion
du manuscrit. Par conséquent, Bertine S. Akouamba et moi-méme sommes conjointement

les deux principales auteures de cet article en préparation.
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ABSTRACT
To better understand maternal HIV-specific immunity and its possible interaction with
antiretroviral therapy (ART), a longitudinal assessment of the antigenic specificity and
precursor frequencies of HIV-specific cytotoxic T lymphocytes (CTL) was performed in 26
pregnant women infected with HIV-1, including 9 who were followed during consecutive
pregnancies. Overall, HIV-specific CTL precursor frequency was negatively correlated
with CD4 and CDS8 counts and was reduced in the presence of treatment. HIV-1 viral load
was higher in pregnancies where Gag was the HIV-1 antigen most frequently recognized by
CTL. Differences in the hierarchy of HIV-1 antigenic recognition by CTL were positively
correlated with the duration of the inter pregnancy interval (IPI). Finally, initiation and
progression of pregnancy were not associated with significant changes in the magnitude
and breadth of Gag-specific CTL responses. Theses results indicate that: a) pregnant HIV-
infected women generate robust HIV-specific CTL responses that are inconsistent with a
broad dysfunction of cell-mediated immunity; b) ART is associated with a decline in the
magnitude of HIV-specific CTL responses during pregnancy; and c) evolution of CTL
responses during the IPI is characterized by changes in the hierarchy of antigenic

recognition but not by variations in the breadth and/or magnitude of these responses.
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NONSTANDARD ABBREVIATIONS USED
ART, antiretroviral therapy; BLCL, Epstein-Barr virus-transformed B lymphoblastoid cell
line; CTLp, cytotoxic T lymphocyte precursor; EDF, estimated date of fertilization;
ELISpot, enzyme-linked immunospot assay; HAART, highly active antiretroviral therapy;
IPI, inter-pregnancy interval; IQR, interquartile range; LDA, limiting dilution analysis;
LMP, last normal menstrual period; MTCT, mother-to-child transmission; NRTI,
nucleoside reverse transcriptase inhibitors; PHA, phytohemagglutinin; rIL-2, recombinant

interleukin 2; SFU, spot-forming units.
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INTRODUCTION
Pregnancy is associated with quantitative and qualitative modulation of maternal immunity
(1, 2). As a general rule, immunoglobulin synthesis is increased in pregnancy (3) whereas
cell-mediated immune responses are inhibited (4), as shown by decreased resistance to
intracellular pathogens (5) and the remission of T cell-mediated autoimmune disorders such

as rheumatoid arthritis and multiple sclerosis in the majority of pregnant sufferers (6, 7).

Factors associated with an increased risk of mother-to-child transmission (MTCT) of HIV-
1 include low maternal CD4" T lymphocyte counts, high viral load, chorioamnionitis,
mother-child class I HLA concordance, cervico-vaginal infections, mode of delivery,
duration of membrane rupture, and premature delivery (8-12). Current approaches to
prevent MTCT rely on elective caesarean section before labour and membrane rupture (13),
avoidance of breastfeeding (14), and, most importantly, the use of antiretroviral therapy
(ART) during pregnancy, labour and the early neonatal period (9, 15). The long-term
efficacy of ART in preventing MTCT may be restricted by: a) the short half-life and
toxicity of antiretroviral agents; b) the emergence of drug-resistant HIV-1 variants (16); and
c¢) the limited access to ART in resource-poor settings (17). In addition, cases of HIV-1

transmission to the infant in the presence of ART were reported (18).

CD8" CTL play a pivotal role in controlling disease progression in both SIV and HIV-1
infections (19, 20). Indeed, in acute HIV infection, expansion of antigen-specific T
lymphocytes is temporally associated with reduction in plasma viremia (21, 22).
Emergence of CTL escape variants and the relationship between patient HLA type, CTL
escape, decreased HIV-specific CTL activity, and loss of control of HIV-1 replication are
consistent with significant levels of selective pressure exerted on viral populations by CTL

responses (23-25).

HIV-specific CTL were detected in uninfected children born to HIV-infected women (26,
27), and selective MTCT of CTL escape mutants was evidenced (28, 29, reviewed in ref.
30). However, comparatively little is known about the specificity and magnitude of CTL
responses during pregnancy. In a seminal study that examined HIV-specific CTL responses
and MTCT among a large cohort of women, Jin ef al. reported that the frequencies of anti-

Pol and anti-Nef CTL precursors (CTLp) during pregnancy were significantly higher in
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non-transmitters than transmitters (31). On the other hand, they observed no association
between CD4" T cell counts, HIV-1 plasma viral load, and CTLp frequency in non-
transmitters, and no correlation between the breadth of the CTL response and transmission
outcome was evidenced (31). In another study, non-transmitting women exhibited
significantly higher levels of non-cytolytic CD8" T cell-mediated HIV suppressive activity
than transmitters (32). Taken together, these data suggest that: a) there is no severe
dysfunction of HIV-specific CTL during pregnancy; and b) maternal CD8-mediated
immune responses exert an important influence on the incidence of mother-to-child HIV

transmission.

It is well established that HIV-specific CTL frequency declines in HIV-infected adults and
children following initiation of ART (33-36). However, there is only limited knowledge
regarding the effects of ART on the breadth and magnitude of HIV-specific CTL responses
in pregnancy. Likewise, little is known concerning the evolution of HIV-specific cell-
mediated immunity during the inter-pregnancy interval (IPI). To investigate these issues, a
longitudinal characterization of HIV-specific CTL responses using cytotoxic and enzyme-
linked immunospot (ELISpot) assays was performed in 26 HIV-infected women, of whom

9 were followed through consecutive pregnancies.
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METHODS
Study population. Twenty-six pregnant HIV-infected women were selected among
participants to the Centre maternel et infantile sur le SIDA (CMIS) mother-child cohort
(CHU Sainte-Justine, Montreal, Canada). Eight of those patients were followed during 2
consecutive pregnancies and 1 during 3 consecutive pregnancies. HIV-1 serologic status
was determined using the AxSYM HIV 1/2 gO method (Abbott Diagnostics) and
confirmed by western blot. HIV-1 viral load was measured using the Versant HIV-1 RNA
2.0 or 3.0 assays (bDNA, Bayer), with detection thresholds of 2.70 and 1.70 log/0 RNA
copies/ml plasma, respectively. T cell counts were measured by flow cytometry. HIV
genotyping was performed by sequencing a 1,497 nucleotide fragment amplified from the
HIV-1 pol gene (positions 2253-3749) (Virco BVBA) or a 524 nucleotide pol fragment
(positions 2597-3120) and a 705 nucleotide env fragment (positions 6430-7135) (37). First,
second, and third trimesters of pregnancy were defined as 1-12, 13-28, and 29-41 weeks of
gestation, respectively. Gestational age, estimated date of fertilization (EDF), and expected
date of confinement were calculated based on the self-reported date of the first day of the
last normal menstrual period (LMP) when available (n = 31), or from foetal biometry
obtained through ultrasound examination performed before 20 weeks of gestation (n = 5).
IPI was computed as the time from delivery to the first day of the LMP of the subsequent
pregnancy (38). This research protocol was carried out according to the guidelines of the
Ethics Review Board of CHU Sainte-Justine, Montreal, Canada, where the study was
conducted. Informed consent was sought and obtained beforehand from all study
participants. Standardized clinical follow-up, including ART, was provided to all women
and their children. Treatment within this cohort varied between untreated, two-drug
therapy, and highly active antiretroviral therapy (HAART). None of the children born to the
study participants acquired HIV infection.

Cell isolation and preparation. Venous blood samples obtained before pregnancy,
throughout gestation (1% ,2™, 3¢ trimesters) and postpartum were collected in tubes
containing K,-EDTA as anticoagulant (Becton Dickinson). PBMC were isolated on Ficoll-
Hypaque density gradients (Amersham Biosciences) and cryopreserved in FBS (Invitrogen)
containing 10% (v/v) DMSO at a concentration of 1-10 x 10° cells/ml. Aliquots were stored

in liquid nitrogen and thawed before use.
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T lymphocyte culture. For T cell cloning, a microculture technique was used that allows
the majority of human T lymphocytes to undergo clonal expansion (39). Briefly, serial
dilutions of PBMC (5-400 cells per well) were seeded in round-bottom 96-well plates
(Corning) containing 50,000 irradiated (3,000 cGy) allogeneic feeder cells and were
cultured for 21 days in RPMI 1640 supplemented with 10% FBS (Invitrogen), 2 png/ml
phytohemagglutinin (PHA) (Sigma), and 20% (v/v) recombinant IL-2 (rIL-2) (Hoffman-La
Roche; obtained through the NIH AIDS Research and Reference Reagents Program). Fresh

medium and rIL-2 were replenished biweekly.

Cytotoxicity testing. EBV-transformed B lymphoblastoid cell lines (BLCL) were
generated from each patient to serve as autologous targets in CTL assays. Briefly, 5 x 10°
PBMC were infected with 500 ul B95-8 cell line supernatant and were cultured in the
presence of cyclosporin A (2 nug/ml) (39). BLCL were infected at a multiplicity of infection
of 10 plaque forming units/cell with recombinant vaccinia viruses expressing HIV-1 clade
B proteins, including: VVTG 1144 (Gag), VVTG 3167 (Pol), VVTG 1132 (gp120), VVTG
9-1 (Env), VVTG 4113 (Rev), VVTG 3196 (Tat), VVTG 1147 (Nef), and VVTG 186P
(Escherichia coli B-galactosidase control) (Transgene SA). Targets were then loaded with
>1Cr-Sodium chromate (Amersham Biosciences) and CTL activity was measured in a
standard 5 h °'Cr release assay. Specific lysis was computed as 100 x (E-S)/(T-S), where E
is the experimental >'Cr release, S is the spontaneous release, and T is the maximum release
when targets are lysed with 10% (v/v) Triton X-100. Results were considered positive when
% specific lysis was > 10% above control. Minimal estimates of the frequency of CTLp
were derived by limiting dilution analysis (LDA) and were computed from the Poisson
distribution relationship between the responding cell number and the logarithm of
percentage of non-responding (negative) microcultures using the minimal Chi square

method (40), as implemented in ELIDA 12c¢ (Ellitron Computing).

Class I MHC typing. DNA was extracted from either PBMC or autologous BLCL using
the QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) and protocols recommended by the
manufacturer. HLA typing was performed on 15 study subjects using the line probe assay

(Innogenetics).
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Synthetic HIV-1 peptide matrices. One hundred and ninety five synthetic peptides (20
amino acids with a 10 amino acid overlap) corresponding to Gag sequences from HIV-1
clades A, B, C, and D (catalogue numbers 3991, 3992, 3993, and 3994, NIH AIDS
Research and Reference Reagents Program) were dissolved in 50% (v/v) DMSO at a
concentration of 2 mg/ml and were distributed into 56 pools of 6-7 peptides each (final
concentration of individual peptide within a pool was 20 pg/ml). Pools were organized into

matrices such that each peptide was present in 2 different pools within each matrix.

IFN-y ELISpot assay. PBMC samples were thawed in the presence of Benzonase Nuclease
(Novagen) and were resuspended in RPMI 1640 medium supplemented with 20% FBS and
50 pug/ml gentamicin (Invitrogen). Median viability after thawing was 95% (range: 80%-
100%). CD4" cells were immunodepleted using anti-CD4 mAb-coupled immunomagnetic
beads (Miltenyi Biotec). Depletion efficacy was greater than 90%, as confirmed by flow
cytometry. Sterile 96-well MultiScreen IP ELISpot plates (Millipore) were coated
overnight at 4°C with 100 pl/well of purified mouse anti-human IFN-y mAb (clone NIB42,
BD Biosciences) diluted to 10 pg/ml in PBS (Invitrogen). Plates were blocked for 2 h at
37°C with 200 pl/well of RPMI 1640 medium supplemented with 20% FBS and 50 pg/ml
gentamicin. CD4-depleted PBMC were enumerated using a haemocytometer and trypan
blue exclusion, and were then diluted (0,5-1,0 x 10° cells/ml) in AIM-V medium
supplemented with 2% (v/v) human serum (Wisent), 50 ng/ml streptomycin, and 10 pg/ml
gentamicin (Invitrogen). One hundred pl of suspension (50,000-100,000 viable cells) was
added to each well, combined with 100 pul of peptide pool dilutions (1 pg/ml final
concentration). Plates were incubated for 24 h at 37°C under 5 % CO2 atmosphere, and
were then washed 10 times with PBS containing 0.05% (v/v) Tween 20. Biotinylated
mouse anti-human IFN-y mAb (clone 4S.B3, BD Biosciences) was diluted to 0.5 pg/ml in
PBS supplemented with 0.5% (w/v) BSA and was added to the plates (100 ul/well) for 2 h
at room temperature. After the plates were washed, streptavidin-alkaline phosphatase
conjugate (Bio-Rad), diluted 1:1000 in PBS supplemented with 0.5% (w/v) BSA, was
added (100 pl/well) for 1 h at room temperature, followed by washes and a 5 min
incubation at room temperature with 100 pl/well of BCIP/NBT (Bio-Rad). The reaction
was stopped by washing with tap water and plates were dried, prior to counting on a CTL

series 3B Immunospot analyser (Cellular Technology Ltd). IFN-y production was expressed
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as spot-forming units (SFU) and the number of SFU per well was normalized to per 1 x 10°
cells and averaged for each sample and antigen. Positive control included: a) 0.005 pg/ml
anti-CD3 mAb (clone CLB-T3/4.E, Sanquin); and b) 0.5 pg/ml of a pool of 32 peptides
derived from cytomegalovirus (CMV), EBV and influenza restricted by common MHC
class I alleles (CEF Peptide Pool, NIH AIDS Research Reagents and Reference Program).
Cells were incubated with complete medium only were used as negative control. Assays
were considered valid when responses > 500 SFU/10° cells were detected with one of the
positive controls. Responses were considered positive when there were > 50 SFU/10° cells
after background subtraction and when responses were at least 3-fold greater than the

autologous negative control wells.

Statistical analysis. Normality of the distribution of sample data was tested using the
Kolmogorov-Smirnov test. Student’s ¢ tests (normally-distributed data), Mann-Whitney U
tests (non-Gaussian distribution), and Kruskal-Wallis tests with Dunn’s post tests (multiple
comparisons) were used to assess differences between groups. Spearman’s correlation was
used to test the strength of association between variables and to process rank data.
Categorical variables were examined using Fisher’s exact test. Pairwise comparisons
between hierarchical data were performed by computing the sum of squared differences
between ranks (£d%), with =d* = 0 when hierarchies are identical. All statistical analyses

were performed using GraphPad Prism version 4 (GraphPad Software).
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RESULTS
Clinical characteristics of study subjects. The study group was comprised of 26 pregnant,
HIV-infected women. Eight subjects were followed during 2 consecutive pregnancies and
one during 3 consecutive pregnancies, for a total of 36 individual pregnancies examined.
Biological samples were obtained and clinical parameters were measured with at least 3
separate time points in 33 of 36 pregnancies and at 2 time points in the 3 remaining cases
(TV437a, TV501a, and TV1081), for a total of 133 time points analyzed. Median age at
EDF was 31.9 years (range = 17.1-44.3 years). Measured at the time point closest to the
EDF, median CD4" T cell count was 525 cells/mm’ (interquartile range [IQR] = 315-600
cells/mm’), median CD8" T cell count was 672 cells/mm’ (IQR = 517-882 cells/mm®), and
median HIV-1 viral load was 3.64 log/0 RNA copies/ml plasma (IQR = 2.79-3.94 logo
RNA copies/ml plasma). In 25 of 36 pregnancies, subjects reached undetectable viral load
at the time of delivery. Twelve of 26 subjects (46.1%) were infected with clade B HIV-1,
while 14 were infected with non-clade B variants, including subtypes A (n =4), C (n = 3),
D (n = 1), CRFO02_AG (n = 5) and one unclassified recombinant (TV555; Table 1) (37).
ART was used for maternal health and to prevent MTCT in 34 of 36 pregnancies studied
(94.4%). Two subjects (TV463 and TV507) refused treatment. However, TV463 attained
undetectable viral load in absence of treatment. In 3 of 34 treated pregnancies (8.8%), ART
consisted of double combination therapy with nucleoside reverse transcriptase inhibitors
(NRTI), while combination of three or more antiretroviral agents regimens were used in 31

of 34 cases (91.2%) (Table 1).

Overall, there was a strong positive correlation between CD4" and CD8" T cell counts
measured at corresponding time points (r* = 0.219; p < 0.0001), a negative correlation
between circulating HIV-1 viral load and CD4" T cell counts (* = 0.124, p < 0.0001), but
no correlation between circulating HIV-1 viral load and CD8" T cell counts (> = 0.0003, p
= 0.833) (data not shown). Not surprisingly, median viral load measured at time points
when patients were not under antiretroviral treatment (3.71 log/0 RNA copies/ml plasma)
was significantly higher than that measured at times when patients were treated with ART
(1.70 log/0 RNA copies/ml plasma; p < 0.0001, Mann-Whitney U test) (data not shown).
Statistically significant negative correlations were observed between HIV-1 viral load and
gestational age measured at corresponding time points (r* = 0.0538; p = 0.0029) (Figure
1A) and between CD8" T cell counts and gestational age (r* = 0.0412, p = 0.0124) (Figure
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1B). However, no such correlation was observed between CD4" T cell counts and

gestational age (r* = 0.0096, p = 0.2143) (Figure 1C).

Cytolytic activity of HIV-specific CTL. To characterize CTL responses, CD8" T cell
microcultures were derived from PBMC samples obtained at each time point by in vitro
expansion on irradiated allogeneic feeder cells in presence of PHA and IL-2. Cytotoxic
activity of expanded microcultures was then tested against target cells expressing either one
of 7 clade B HIV-1 proteins (Gag, Pol, gp120, Env, Rev, Tat, and Nef) using standard ler
release assays, and CTLp frequencies were computed by LDA. HIV-specific CTLp (any
target) were detected in all study subjects, with the exception of TV437 and TV479, in
whom no proliferation of T cell microcultures was observed in both first and second
pregnancies, even at high input cell number (400 cells per well; data not shown). HIV-
specific CTLp frequencies observed in study subjects ranged between 0 (TV853, 2nd
pregnancy) and 1.569 x 107 (1:64, TV733). Overall, CTLp frequency was negatively
correlated with CD4" and CD8+ T cell counts, and these correlations were statistically
significant (r* = 0.134, p = 0.0154; and 1* = 0.0822, p = 0.0475, respectively) (Figure 2A
and 2B). CTLp frequency was also positively correlated with HIV-1 viral load in study
participants irrespective of treatment, but this observable trend did not reach statistical
significance (r* = 0.0590; p = 0.0654) (Figure 2C). CTLp frequencies were compared in
samples from the first (n = 7), second (n = 12), and third trimesters (n = 16) and were found
to be stable throughout pregnancy (p = 0.718, Kruskal-Wallis test) (data not shown).
Likewise, median CTLp frequencies were not significantly different between the first and
subsequent pregnancies (p = 0.980, Mann-Whitney U test), and were similar in subjects
infected with clade B (n = 6) and non-clade B (n = 5) HIV-1 variants (p = 0.251, Mann-
Whitney U test) (data not shown). Finally, to characterize the impact of ART on HIV-
specific CTL responses, subjects and time points were stratified as treated (n = 26) or
untreated (n = 15) (Table 1). Median HIV-specific CTLp frequency was higher in absence
of treatment (1.747 x 107, IQR = 1.469 x 10°-6.263 x 10™) than in the presence of ART
(1.332 x 107, IQR = 7.869 x 107-2.582 x 107), a statistically significant difference (p =
0.0435, Mann-Whitney U test) (Figure 2D).

Specificity and hierarchy of antigenic recognition. To provide a global assessment of

antigenic specificity and hierarchy of HIV-1 antigen recognition by CTL, microculture
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cytotoxicity data obtained in first, second, and third trimester samples were pooled for each
individual pregnancy. CTL responses directed against all 7 antigens tested were detected in
the majority of pregnancies (13 of 15; 86.6%) where T cell microculture proliferation was
observed (i.e. all except TV437 and TV479). Gag was the antigen most frequently
recognized by CTL, accounting for a median 21.01% of HIV-specific microcultures
derived from study subjects on a per patient basis (IQR = 17.43%-27.65%). In terms of
CTL recognition, Gag was closely followed by Pol (median = 16.42%, IQR = 10.08%-
24.65%), gp120 (median = 13.85%, IQR = 10.56%-16.20%), Env (median = 12.31%, IQR
= 9.75%-17.23%), Tat (median = 11.96%, IQR = 8.37%-14.55%), Nef (median = 11.76%,
IQR = 7.04%-16.36%), and Rev (median = 7.46%, IQR = 5.54%-10.88%). Statistical
analysis of this hierarchy revealed that there were significant differences in the median
frequencies of recognition of the 7 CTL targets within our study group (p = 0.0136,
Kruskal-Wallis test), and that these disparities were largely accounted for by the difference
in levels of recognition of Gag and Rev (p < 0.01, Dunn’s multiple comparison test) (Figure
3A). Very similar results were obtained when data were analyzed on a per pregnancy basis
instead of on a per patient basis (Figure 3B). Interestingly, median HIV-1 viral load was
higher in pregnancies where Gag was the HIV-1 antigen most frequently recognized by T
cell microcultures (3.21 log/0 RNA copies/ml plasma, IQR = 2.74-3.67 log/0) RNA
copies/ml plasma), as compared with pregnancies in which another gene product topped the
hierarchy (1.97 logio RNA copies/ml plasma, IQR = 1.70-3.68 log;p RNA copies/ml
plasma; p = 0.0508, Mann-Whitney U test). In addition, the proportion of time points with
HIV-1 viral load below 2.70 log;p RNA copies/ml plasma was significantly lower in
pregnancies where Gag was the most frequently recognized antigen (4 pregnancies, 3 of 12
time points), as compared with pregnancies in which another HIV-1 antigen was
preferentially targeted (11 pregnancies, 22 of 32 time points; p = 0.0115, Fisher’s exact
test).

Hierarchy of CTL target recognition was then examined using rank statistics. In subjects
with multiple pregnancies, the hierarchy of HIV-1 antigen recognition was not significantly
correlated between consecutive pregnancies (r* = 8.262 x 107-0.0882; p > 0.498) (Figure
3C). Variation in hierarchy was tested by computing the sum of squared differences
between ranks for each CTL target (Xd®) and using this score to compare individual

pregnancies in a pairwise manner. This analysis revealed that differences in hierarchy of
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antigen recognition were comparatively larger between consecutive pregnancies (median
¥d” = 57.00) than when subjects with one pregnancy were compared with one another in a
pairwise fashion (median *d* = 38.50; p = 0.0219, Student’s ¢ test) (Figure 4A). This
suggests the existence of robust selective forces shaping the profile of HIV-1 antigen
recognition by CTL between consecutive pregnancies. In addition, the magnitude of
differences in hierarchy was positively correlated with duration of the IPI in subjects with
multiple pregnancies (I* = 0.601; p = 0.0240), indicating that longer intervals were
associated with significantly larger differences in CTL antigenic recognition profiles

(Figure 4B).

Production of IFN-y by Gag-specific CTL. Gag was the antigen most frequently
recognized by HIV-specific CTL in the present study and others (41, 42). Based on these
facts, Gag-specific responses were further examined before, during and after pregnancy in
15 pregnant HIV-infected women from our study group for whom sufficiently large PBMC
samples were available, including 3 subjects who were followed during 2 consecutive
pregnancies. The magnitude and the breadth of antigen recognition by Gag-specific CTL
were characterized using IFN-y ELISpot and panels of overlapping Gag peptides
corresponding to the subtype of the HIV-1 isolate infecting each particular study subject
(clade A, B, C, or D). For subjects TV1257 and TV1407, the clade A peptide panel was
used because the Gag region of the CRF02 AG corresponds to that of clade A (43).
Magnitude of the CTL response was defined as the sum of responses (SFU) to all peptide
pools in the matrix, divided by 2 (i.e. each peptide is represented twice within the matrix).
Overall, magnitude of peptide-specific CTL responses ranged between 0 SFU/10° cells
(subjects TV1093, postpartum; TV1123, days 117 and 263; TV1175, postpartum; and
TV1369, day 208 and postpartum) and 9132 SFU/10° cells (subject TV1087, day 150)
(Figure 5; Supplemental Figure 1). Longitudinal changes in the magnitude of CTL
responses were observed in all pregnancies examined, irrespective of treatment or whether
HIV-1 viral load was stable and/or below the limit of detection. Breadth of antigen
recognition was defined as the number of peptide pools that were recognized in a given
study subject at a given time point. Presumptive antigenic peptides were identified by
matrix deconvolution and, in 3 cases (e.g. TV1241, TV1257, and TV1407), this was further
ascertained by testing of individual peptides (Figure 5). Breadth ranged between 0 peptide
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pools (subjects TV1093, postpartum; TV1123, days 117 and 263; TV1175, postpartum;
and TV1369, day 208 and postpartum) and 13 peptide pools (subject TV1087, day 262).
Again, important longitudinal changes in the breadth of CTL responses were observed in
the majority pregnancies examined, irrespective of treatment or HIV-1 viral load (Figure 5;
Supplemental Figure 1). Finally, minimal epitope candidates were identified by cross-
referencing of the subject’s HLA type with HIV-1 epitope databases (44) and results of
peptide prediction algorithms (45, 46) (Table 2).

Study subjects were then stratified into 2 groups: a) subjects with undetectable HIV-1 viral
load (< 1.70 log;o RNA copies/ml) before and throughout pregnancy; and b) subjects with
detectable viral load (> 1.70 logio RNA copies/ml) at some point during the study period.
Overall, subjects with detectable viral load had higher numbers of SFU/10° cells than
subjects with undetectable viral load, and this difference was statistically significant (p <
0.0001, Mann-Whitney U test) (Figure 6A). Likewise, subjects with detectable viral load
recognized larger numbers of peptide pools than those in whom viral load was undetectable

(p <0.05, Mann-Whitney U test) (Figure 6B).

Next, the effect of initiation of pregnancy on CTL responses was examined by comparing
magnitude and breadth of antigenic recognition at the last available time point before
initiation of pregnancy and at the first available time point after initiation of pregnancy. On
the whole, there was no significant difference between the numbers of SFU/10° cells
measured pre-pregnancy and during pregnancy (n = 11; p = 0.8438, Mann-Whitney U test).
In fact, the magnitude of HIV-specific CTL responses remained remarkably stable (Figure
7A), a stability that was translated into a strong correlation between the magnitude of CTL
responses before and after initiation of pregnancy (r2 = 0.9654; p < 0.0001) (Figure 7B).
Similarly, although fluctuations in the breadth of antigen recognition were observed in
some cases following initiation of pregnancy, these differences were not statistically
significant (n = 11; p = 0.7149, Mann-Whitney U test) (Figure 7C), and the breadth of
antigen recognition by CTL recognition was correlated before and after initiation of
pregnancy (r* = 0.5530; p = 0.0087) (Figure 7D). Finally, comparisons drawn over the
entire study period (e.g. pre-pregnancy, 1%, 2" 3d trimesters, and postpartum) revealed no
statistically significant differences in terms of magnitude and breadth of CTL recognition (n

=15;p=0.7328 and p = 0.8494, respectively, Kruskal-Wallis test) (Figures 8A and 8§B).



55
DISCUSSION
This study was initiated to shed light on several aspects of HIV-specific cell-mediated
immunity in pregnancy, namely: a) the effects the introduction of ART has on the
magnitude of HIV-specific CTL responses; b) the antigenic specificity and hierarchy of
HIV-specific CTL in pregnancy; and c) the evolution of HIV-specific cell-mediated
immunity during the IPI.

First, our results showed that there was a negative correlation between HIV-1 viral load and
gestational age. This can be explained by the fact that ART was intensified during
pregnancy if undetectable viral load was not attained. In addition, HIV-specific CTLp
frequency was significantly higher at time points where no treatment was administered (i.e.
in absence or prior to initiation of treatment). These finding are in line with previous reports
that showed a decline in CTL responses following initiation of ART in HIV-infected adults
and is thought to reflect the need for continuous exposure to cognate antigen to maintain
elevated levels of CTL in the circulation (33, 34, 47, 48). All targets confounded, HIV-
specific CTLp frequency was negatively correlated with CD4" and CD8" T cell counts in
study subjects. As CD4" and CD8" T cell counts are strongly correlated with one another in
our study group (data not shown), this indicates that the magnitude of HIV-specific CTL
responses increases as HIV disease progresses. The association between treatment and
lower CTLp frequencies also indicates that the negative correlation observed between
CTLp and CD4" and CD8" T cell counts did not result from a bias caused by subjects with
low CD4 being treated with more potent ART regimens. In addition, HIV-specific CTLp
frequency was not significantly correlated with HIV-1 viral load, though a positive trend
was observed. These results are consistent with previous reports that show little or no
association between T cell-mediated immune responses, CD4" T cell counts and viral load

in presence of treatment (41, 49).

In two cases, TV437 and TV479, HIV-specific CTLp were not detected during their
pregnancies. This is surely due to undetectable viral loads (< 2.70 log;o RNA copies /ml
plasma) in subject TV437 and to extremely low CDS8" T cell counts (180 and 234
cells/mm’) in subjet TV479 (Table I).
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Overall, median CTLp frequency was not significantly different in subjects infected with
clade B versus non-clade B HIV-1 variants (data not shown). As the targets used in °'Cr
release assays only expressed clade B gene products, this suggests that a significant
proportion of CTL responses observed in non-B patients result from cross-clade recognition
of HIV-1 antigens (50-52). Finally, no significant cross-sectional variations in median HI'V-
specific CTLp frequencies were observed between 1%, 2" and 3¢ third trimesters, or
between consecutive pregnancies in our study group. However, as CTLp frequencies
reported herein represent global responses to all HIV antigens tested and not responses to
individual antigens or epitopes, these results cannot be interpreted as evidence of a
complete lack of qualitative differences in CTL activity between samples obtained at

various time points.

CTL responses were then examined based on the identity of HIV antigens recognized in
individual study subjects. This analysis revealed all 7 HIV antigens tested were recognized
in every pregnancy, with the exception of TV481b (5 antigens) and TV853a (6 antigens)
(Figure 3C). Consequently, our data does not support the existence of significant cross-
sectional (inter-patient) and longitudinal (intra-patient) differences in terms of breadth of
HIV-1 antigen recognition by CTL, at least at the level of whole HIV proteins. Gag was the
antigen most frequently recognized (i.e. immunodominant) by T cell microcultures derived
from study subjects, followed by Pol and Env, while Tat, Rev, and Nef were recognized
least frequently. These results are in agreement with Lichterfeld et al., who reported that
Nef-specific CTLs dominated the total response in subjects with primary HIV-1 infection,
while Gag-, Env- and Pol-specific CTLs topped the hierarchy following transition to
chronic HIV-1 infection (53). However, an association between Gag-dominant CTL
responses and higher viral load was evidenced in our study group, in contrast to the
preferential targeting of Gag by CTL that was associated with control of viral replication in
primary and chronic HIV-1 infection (54, 55). These differences might stem from
pregnancy-related factors or from differences in sample size, treatment modalities, and

study populations.

Next, using rank statistics, we showed that changes in the hierarchy of HIV-1 antigen
recognition were greater and more narrowly distributed between consecutive pregnancies

(intra-host) than what was observed in pairwise comparisons of hierarchies from different
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study subjects (inter-host). Even though a limited number of subjects were examined, this
finding suggests the presence of intra-host selective forces that drive evolution of
hierarchical antigenic recognition between pregnancies and results in detectable changes in
immunodominance. Furthermore, the extent of variation in the hierarchy of antigenic
recognition observed between consecutive pregnancies was correlated with the duration of
the IPI. This suggests that intra-patient hierarchical diversification of CTL responses
comprises a time-dependent component and could possibly parallel the evolution of HIV-1
sequences and continual CTL escape. According to published results, this is the first time
that such time-dependent evolution of the hierarchy of antigen recognition by CTL is
described in the context of HIV-1 infection. Possible explanations for this phenomenon
could include sequential waves of expansion and contraction of CTL clones of varied
antigenic specificity (56) and/or cyclic escape from CTL responses (57), something which
we could not document in the present study. Finally, as all participants were pregnant, we
cannot exclude that hierarchical diversification was related to some aspects of pregnancy-

associated modulation of cell-mediated immune responses (58).

One important limitation of the present study was that CTL activity was measured in large
part using °'Cr release assay following in vitro T cell expansion, and CTLp frequencies
were computed by LDA. This should be considered a minimal estimate since limiting
dilution analysis almost certainly underestimates the true frequency of CTL effectors (59).
To circumvent this limitation, IFN-y ELISpot and overlapping HIV-1 Gag peptide panels
were used to estimate peptide-specific responses and, where possible, perform epitope
mapping. Statistically significant differences in terms of magnitude and breadth of CTL
recognition were observed between subjects with detectable viral load and those whose
viral load was undetectable (Figure 6). Indeed, subjects with detectable viral load had
higher numbers of SFU/10° cells and recognized larger numbers of peptide pools than those
whose viral load was undetectable. This confirms results obtained with >'Cr-release assays
and LDA (see above) and is consistent with the fact that suppressive antiretroviral
treatment is generally associated with a reduction in the number of circulating HIV-specific
CTL effectors (33, 34, 47, 48). Most interestingly, our results showed that initiation of
pregnancy per se is not associated with statistically significant changes in either magnitude
of the Gag-specific CTL response or the breadth of Gag-peptide recognition. In fact,
magnitude and breadth do not vary significantly between the pre-pregnancy period, 1%, 2",
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and 3¢ trimesters, and the postpartum period, at least as far as Gag-specific CTL responses
are concerned. These results reveal for the first time that initiation, progression, and
termination of pregnancy by themselves do not change the magnitude and breadth of CTL

responses in terms of IFN-y production.

Taken together, data presented herein expand on results obtained in previous studies and
confirm that pregnant HIV-infected women generate robust HIV-specific CTL responses
that are inconsistent with a broad dysfunction of cell-mediated immunity during pregnancy
(31, 32). The use of ART was also associated with a decline in the magnitude of HIV-
specific CTL responses during pregnancy, something that was shown to occur in adults and
children alike (48, 56). As well, cross-clade CTL responses can be detected in pregnant
women infected with HIV-1. Finally, evolution of CTL responses during the IPI is
characterized by changes in the hierarchy of antigenic recognition by CTL, but not by
variations in the breadth and/or magnitude of that response. These results add to the body of
evidence supporting the development of immunization strategies to prevent MTCT of HIV-
1 (60, 61). A better understanding of the dynamics of HIV-specific CTL responses during
pregnancy in particular, and of maternal cell-mediated immunity in general, will lead to

improved design of vaccines to prevent MTCT of HIV-1.
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TABLES AND FIGURES

Table I. Clinical and demographic characteristics of HIV-infected study participants.
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'Calculated with the estimated date of fertilization (EDF), as described under Methods.
’CD4" and CD8" T lymphocyte counts, viral load (measured at the time point closest to the
EDF), and HIV-1 clade were determined as described under Methods. 3First, 2nd, and 3¢
trimesters were defined as 1-12, 13-28, and 29-41 weeks of gestation, respectively.
*Lowercase letter in patient identifier denotes first (a), second (b), or third (c) consecutive
pregnancy, respectively. >Unclassified recombinant containing regions of significant
homology to clades A and J (see reference n°37). “Pregnancies for which certain time
points were combined when confronted with limited cell sample availability. CRF:
Circulating recombinant forms; HAI: Haiti; COD: Democratic Republic of the Congo;
CGO: Congo; CAN: Canada; ZWE: Zimbabwe; GUI: Guinea; RWA: Rwanda; AZT:
zidovudine; 3TC: lamivudine; SQV: saquinavir; IDV: indinavir; D4T: stavudine; NFV:
nelfinavir; NVP: nevirapine; ABC: abacavir; LPV/r: lopinavir and ritonavir; EFV:

efavirenz; TDF: tenofovir disoproxil fumarate; FTC: emtricitabine; ATZ: atazanavir.



62

A B
5.00; 1500
_ & O r? = 0.0538; o % =0.0096; p = 0.2143
T ) o B % p = 0.0029 @
T ] m] =
gg 4-GU'D = 5 (m] a DED O g«"—' 1000
=8 == af oo 3% o
S < o o O H 8 &
z =1
T 300 o O 40 o O : 8
- O S
| Teem v At 3
= oo a Opo
o
.00 go g Og
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Gestational age (days) Gestational age (days)
C
1500
r?=0.0412; p=0.0124
2
S
8nE 1000
B
g
13 = 500
o
1] - - - - -
0 50 100 150 200 250

Gestational age (days)

Figure 1. Clinical parameters in study participants.

Absolute CD4" and CD8" T lymphocyte counts, gestational age, and HIV-1 viral load were
determined as described under Methods. A. Correlation between HIV-1 viral load and
gestational age. B. Correlation between CD8" T cell counts and gestational age. C.

Correlation between CD4" T cell counts and gestational age.
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Figure 2. HIV-specific CTL precursor frequencies in study participants.

Absolute CD4" and CDS8" T lymphocyte counts, HIV-1 viral load, and HIV-specific
cytotoxic T lymphocyte precursor (CTLp) frequencies (all HIV antigens confounded) were
determined as described under Methods. A. Correlation between CD4" T cell counts and
HIV-specific CTLp frequencies. B. Correlation between CD8" T cell counts and HIV-
specific CTLp frequencies. C. Correlation between HIV-1 viral load and HIV-specific
CTLp frequencies. D. HIV-specific CTLp frequencies in subjects/time points stratified

according to the presence or absence of antiretroviral treatment.
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Figure 3. HIV antigenic specificity of T cell microcultures derived from study
participants.

HIV-specific T cell microcultures were derived and °'Cr release assays were performed as
described under Methods. A. Proportion of HIV-specific T cell microcultures that
recognized targets expressing different HIV-1 antigens on a per patient basis. B. Proportion
of HIV-specific T cell microcultures that recognized targets expressing different HIV-1
antigens on a per pregnancy basis. C. Proportions of T cell microcultures that recognized
different HIV-1 antigens in subjects followed during consecutive pregnancies. IPI: inter-

pregnancy interval.
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Figure 4. Hierarchy of HIV-1 antigen recognition by T cell microcultures derived
from study participants.

HIV-specific T cell microcultures were derived and the sum of squared differences between
ranks (2d*) was computed as described under Methods. A. Pairwise comparisons of HIV-1
antigen hierarchy between consecutive pregnancies (intra-patient) or between subjects with
one pregnancy (inter-patient). B. Correlation between £d” and the inter-pregnancy interval

(IP]) in subjects with consecutive pregnancies.
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Figure 5. Evolution of HIV-1 peptide-specific CTL responses before, during, and after

pregnancy.

IFN-y production by HIV Gag-specific CTL, gestational age, and HIV-1 viral load were

determined as described under Methods. The left y-axis represents numbers of SFU/10°

cells. The height of the bar reflects the total magnitude of the response to the whole peptide

matrix at each time point. Each stacked bar (represented by a different color) represents the

response to individual peptide pools. The right y-axis represents HIV-1 viral load. Arrows

indicate the time of introduction of antiretroviral treatment.
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Table II. Individual HIV-specific CTL peptides recognized by three study

participants.



68

SAdVIINNV THOEIDINAD N Ly-8¢ ‘9d1d dzd
THOEMDDNAD NI IO MAND L€-81 ‘9d1d dzd
MNIAAOLYO $81-9L1 ‘pzd 8sd
MNIATOSYO $81-9L1 “pzd %)
AOLVOAVITIL 081-1L1 “pzd [} JHLNMODMATOLY OAVITL A 881-691 ‘vd
ALMAAIAAA TLI-P91 ‘ped 2%
ATLMAITIAARA €L1-€91 ‘prd 3% LVOAVITLNATIAA AT AdH 8L1-6S1 prd
NODIVIdO 96-68 ‘vzd sed LIOVIASOYdIINODIYAD 801-68 ‘vzd
MAYVIANLLA 08-1L ‘pzd 8¢d  VHAJHTIAMAVVHANILANT  VHAJHTIAMAYVAEINILANT 88-69 ‘zd
LNTALNTAOdLY 8S-Ly ‘prd 8sd INTANNNTAOdLYDIS TVSAN 85-6¢ ‘vrd
ANIAZSAV I 0¥-0¢ ‘pzd 8¢d LVOASTVSANIAAdS TV Md 87-6 ‘yrd
dIAHS TV IHAIANAMYNIL 8¢-61 ‘vrd
SIOEANATVA LLAMAITL 011-16°L1d
NATSYTHALOLI TV SO TOAN 08-19 ‘L1d
LATVSOTOTWIOODDALIAT oL-1s‘L1d
MATHNTAAH 9¢-g7 ‘L1d 8¢d
MATHITIAY 9¢-8z L1d %)
TNAIOOIA 1g-czL1d 8¢d
TISYMATHI TIA SN IO T op-1z‘L1d M)
TAAIOOdY 1e-zeiLid M) TISYMATHI TIA SN IOOII T op-1z°L1d MO ‘€MD
AADDIDOII TNIMVATID o¢-11°L1d ‘8¢d ‘sed
[344 8L ‘cev LOPIAL
DVOTVITISIOAINYNOITT 80C-681 ‘vd
MAVVAINILLA 08-1L ‘pzd 4% LMD ‘gMD
AdHAMAMAY 98-8L ‘prd TV VHAMHTIAMAVVHANILANT  VHAJHTIAMAYVHINILANT 88-69 ‘zd ‘Yrd ‘s19
4 a1d STV TV LSTIAL
SAMIIOTA LL-0L ‘9d1d dzd v
NV OYHLOANINOH 69-8¢ ‘9d1d.dzd [4% SAMIIOTANY OYALOANNOH LL-86 ‘9d1d dzd
THOTIDDNAD I HOOSAND L€-81 ‘od1dzdzd
AOSIWVAVTIA L-0¢€¢ ‘9d1d dzd-pzd [4%
AOSIWVAVIAY L-6TT ‘9d1d dzd-prd TV AOSVAVIAYY IHOIOOAD0D AOSNVAVIAYY IHOIOOADOD L-81¢C ‘9d1d dzd-prd
ADOIVINNA 12e-€1¢ ‘ped [4%
VIANWAITLY L12-60T ‘ped TV VIHDIDDADOOVINNEATILY  VIHOIDDADOIVIANNATTLY 87C-60C ‘vd
TIAAAQIAdH 891-651 ‘vcd [4% TIAAAQIIdTAIOONIATIS 891-6+1 ped
LIOVIASOYdTINODIYAD 801-68 ‘vzd
AJHAYAMAY 98-8L ‘prd w VHAdHTIAMAVVAINLLAN T 88-69 ‘zd
IAMAMVYNTIL LT-61 ‘prd w
AJIAMVNTILY 97-81 ‘prd v HIAMAMYNTLIISTSOHINOD 87-8 ‘pd
AdSTSOHINODOVNOAIJAN  AdSTSOHINODOVNOAIJAN 81-1¢1 ‘prd-L1d
ADNTLVALN 88-08 ‘L1d [4%
ATLVALNATS 98-LLL1d [4%
TLVALNATS 68-LLL1d w
VALNATSYTH €8-pL ‘L1d [4% OHADATLVALNATSY THALO OHADATLVALNATSY THALO 06-1L°L1d
SOOI T LT-61°L1d Ltd
SOOI TS LT-81°L1d Ltd LMD ‘M)
SOOI TN 9z-81‘L1d Led AADIOOI TINEMVATIO o¢-11°L1d ‘6bd ‘Lzd
344 991 YLV TV I¥TIAL
Nmn_e_n_u ) jo odopdo  uononsar ouanbas proe oy
Qouanbas proe ounry Jo uoneso| VTH (skep) uoneson uoneso] ﬁo%n:mmm_o OHI  syoelqns Apms




69
'HLA class I typing was performed as described under Methods. >Amino acid sequence of
CTL epitope were obtained by cross-referencing of the subject’s class I HLA type with
HIV-1 epitope databases and results of peptide prediction algorithms (44-46).
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Figure 6. Magnitude and breadth of HIV-specific CTL responses and control of viral
load during pregnancy.

Magnitude (i.e. the sum of responses (SFU) to all peptide pools in the matrix, divided by 2)
and breadth (i.e. the number of peptide pools that were recognized in a given study subject)
of HIV-specific CTL responses were estimated using ELISpot as described under Methods.
Study subjects were stratified as having an undetectable HIV-1 viral load (< 1.70 logo
RNA copies/ml) before and throughout pregnancy (n = 5), or as having a detectable HIV-1
viral load (> 1.70 log;o RNA copies/ml) at some point during the study period (n = 10).
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Figure 7. Magnitude and breadth of HIV-specific CTL responses around the time of
initiation of pregnancy.

Estimated date of fertilization (EDF), and the magnitude (i.e. the sum of responses (SFU) to
all peptide pools in the matrix, divided by 2) and breadth (i.e. the number of peptide pools
that were recognized in a given study subject) of HIV-specific CTL responses were
estimated as described under Methods. Shown are the numbers of SFU/10° cells (Panel A
and Panel B) and the number of recognized peptide pools (Panel C and Panel D) measured
at the last available time point before (pre-pregnancy) and the first available time point after

initiation of pregnancy (1** or 2™ trimesters).
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Figure 8. Magnitude and breadth of HIV-specific CTL responses before, during and
after pregnancy.

Estimated date of fertilization (EDF), and the magnitude (i.e. the sum of responses (SFU) to
all peptide pools in the matrix, divided by 2) and breadth (i.e. the number of peptide pools
that were recognized in a given study subject) of HIV-specific CTL responses were
estimated as described under Methods. Shown are the number of SFU/10° cells (A) and the
number of recognized peptide pools (B) measured at the last available time point before
initiation of pregnancy (pre-pregnancy), during progression of pregnancy (1%, 2 34

trimesters), and after pregnancy (postpartum).
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Supplemental data. Evolution of HIV-1 peptide-specific CTL responses before,
during, and after pregnancy for 15 study participants.
IFN-y production by HIV Gag-specific CTL, gestational age, and HIV-1 viral load were
determined as described under Methods. The left y-axis represents numbers of SFU/10°
cells. The height of the bar reflects the total magnitude of the response to the whole peptide
matrix at each time point. Each stacked bar (represented by a different color) represents the
response to individual peptide pools. The right y-axis represents HIV-1 viral load. Arrows

indicate the time of introduction of antiretroviral treatment.
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Notre étude porte sur I’impact de la grossesse sur les LTC VIH-spécifiques. Cette analyse
longitudinale a permis de caractériser I’amplitude et la diversité de la reconnaissance
antigénique des LTC VIH-spécifiques avant, pendant et apres la grossesse chez 15 femmes
infectées chroniquement par le VIH-1 et traitées au moyen d’agents antirétroviraux pour

leur santé et pour prévenir la TME.
ELISpot IFN-y et Gag

Nous avons choisi d’utiliser ’ELISpot IFN-y pour évaluer la réponse LTC VIH-spécifique
dirigée contre Gag. L’essai d’ELISpot est basée sur la capture d’une cytokine produite par
les cellules sur une membrane et sa détection a ’aide d’anticorps monoclonaux et d’un
processus enzymatique (Miyahira et al., 1995; Lalvani et al., 1997). L’ELISpot est une
technique sensible et spécifique pour détecter les LTC VIH-spécifiques, comparable au
marquage intracellulaire (intracellular cytokine staining, ICS) (McMichael et Hanke, 2002;
Sun et al., 2003). Ce dernier n’a pas été retenu pour cette étude puisqu’il requiert un grand
nombre de cellules, lequel ne peut étre éthiquement obtenu de patientes enceintes.
Actuellement, I’essai le plus couramment employé pour détecter les LTC VIH-spécifiques

est ’ELISpot et plus particulierement I’ELISpot IFN-y (Benito et al., 2004).

L’infection par le VIH est associée a une plus grande expression des cytokines pro-
inflammatoires, y compris I'IFN-y. Vraisemblablement, les lymphocytes activés et
particulicrement les LTC contribuent majoritairement aux niveaux €levés d’IFN-y observés
chez les sujets infectés par le VIH (Thakar et al., 2005). Ainsi, la majorité des cellules VIH-
spécifiques des patients en infection chronique produisent ces cytokines lors du contact
avec leur antigéne ex vivo (Appay et al., 2000). La capacité a sécréter de I'IFN-y des LTC
VIH-spécifiques serait relativement conservée au cours de ’infection chronique. En effet,
la production d’IFN-vy serait la fonction qui résisterait le plus a I’inactivation en lien avec
PD-1 (Freeman et al., 2006). Plusieurs études ont fourni 1I’évidence que la capacité de tuer
des LTC VIH-spécifiques est associée a la capacité de produire simultanément de I’IFN-y
et du TNF-a chez les patients infectés par le VIH-1 (Sandberg et al., 2001; Lichtenfeld et
al., 2004). De fait, les patients infectés par le VIH-1 qui ont un défaut dans la production
d’IFN-y par les LTC montrent aussi une détérioration de la cytotoxicit¢ VIH-spécifique

(Maino et al., 2000).
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Plusieurs études ont montré que les réponses VIH-spécifiques détectées par ’ELISpot IFN-
v sont générées principalement par les LTC (Thakar et al., 2005; Fu et al., 2007). Etant
donné que nous voulions nous assurer que les réponses observées dtaient générées
exclusivement par les LTC, il fallait soustraire les cellules T CD4". En effet, ces derniéres
potentialisent les réponses LTC, en plus de produire elles-mémes des réponses VIH-
spécifiques. Ainsi, le fait de dépléter les cellules T CD4" diminue immanquablement les
réponses VIH-spécifiques. De plus, nous anticipions des réponses LTC relativement faibles
puisque les patientes €taient sous traitement antirétroviral et avaient souvent des charges

virales indétectables concomitantes aux échantillons a analyser.

Dans le contexte de I’ELISpot, les lymphocytes T CD8" sont stimulés par un antigéne
extracellulaire (peptide synthétique) présenté par le CMH-I des APC professionnelles, par
la voie directe ainsi que par la présentation croisée, et produisent entre autres de I'IFN-y. Ce
sont les lymphocytes T CD8" effecteurs et effecteurs/mémoire qui contribuent
principalement a la production d’IFN-y. De fait, les lymphocytes T CDS8" effecteurs
expriment des niveaux ¢levés de perforine, ont une forte activité cytolytique et produisent
des niveaux faibles de cytokines, tels que I’IL-2 et I’'I[FN-y, tandis que les lymphocytes T
CDS8" effecteurs/mémoire montrent des niveaux moyens du perforine, permettant seulement
une activité cytotoxique limitée, mais produisent des niveaux élevés de cytokines

(Tomiyama et al., 2002).

Dans I’étude précédente de I’'immunité maternelle anti-VIH-1 durant la grossesse a 1’aide
de tests de relargage de °'Cr, nous avons trouvé que les plus fortes fréquences de LTC VIH-
spécifiques ciblaient préférentiellement la protéine virale Gag (Figure 3). De fait, Gag est
I’'une des protéines virales les plus immunogenes (Addo et al.,, 2003). De plus, une
association a été mise en évidence entre la reconnaissance préférentielle de Gag par les
LTC et le controle de la réplication virale lors d’infections aigués et chroniques par le VIH
(Edwards et al., 2002; Patke et al. 2002; Masemola et al. 2004). L’optimisation du contrdle
de la réplication du VIH-1 en lien avec Gag résulterait de la sélection de mutations Gag qui
altérent la robustesse du virus ou du ciblage précoce des cellules infectées di a
I’apprétement et a la présentation antigéniques de Gag immédiatement apres I’entrée virale

(Martinez-Picado et al., 2006; Sacha et al., 2007). Suite a ces observations, plusieurs études
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sont consacrées au développement de vaccins basés sur Gag (Song et al., 2006; Tobery et
al., 2006; Balamurugan et al.,2008 ; Kawada et al., 2008; Li et al., 2008). Eventuellement,

ces vaccins pourraient étre utilisés dans le contexte de la prévention de la TME du VIH-1.
Parameétres cliniques durant la grossesse

Une corrélation négative entre la charge virale et 1’age gestationnel a été observée (Figure
1A), qui peut étre expliquée par la diminution de la charge virale due a I’intensification de
la thérapie antirétrovirale au fur et & mesure de 1’avancement de la grossesse lorsque une
charge virale indétectable n’est pas atteinte. L’intensification signifie soit que le traitement
antirétroviral a débuté au cours de la grossesse (n=9), qu’un antirétroviral s’est ajouté au
traitement afin d’augmenter la suppression virale (n=3) ou qu’il y ait eu un changement
d’antirétroviraux en cours de grossesse (n=3) en raison possiblement des effets secondaires
ou de la résistance associés aux antirétroviraux (15 grossesses sur les 26 grossesses ¢tudiées
soit 57%). Effectivement, des études montrent qu’il y a une plus grande proportion de
femmes infectées par le VIH-1 sous thérapie antirétrovirale qui ont une charge virale
indétectable en fin de grossesse qu’en début de grossesse (Lambert et al., 2003; Newell et

al., 2007).

Des études n’ont montré aucune corrélation entre le nombre de lymphocytes T CD4" et
CDS8" et ’age gestationnel lors de grossesses normales (Sabahi et al. 1995; Kuhnert et al.
1998; Gomo et al., 2003) et lors de grossesses de femmes infectées par le VIH-1 et non-
traitées (Temmerman et al., 1995). Ceci est compatible avec le fait que nous n’avons trouvé
aucune corrélation entre les décomptes de cellules T CD4" et 1’age gestationnel (Figure
1B). Toutefois, les décomptes de cellules T CD8" ont négativement corrélé avec 1’age
gestationnel (Figure 1C) pour ces 36 grossesses de femmes infectées par le VIH-1. Ce
résultat intéressant peut possiblement s’expliquer par le fait que ce sont des femmes
infectées par le VIH-1 qui sont sous traitement antirétroviral. En effet, quoique ce sont les
lymphocytes T CD8" totaux qui sont comptés, on peut présumer que les variations du
nombre de lymphocytes T CD8" VIH-spécifiques auraient un impact sur le total puisqu’ils
sont présents a des fréquences relativement élevées chez les individus en infection
chronique (Altman et al., 1996; Ogg et al., 1998; Gea-Banacloche et al., 2000). Ainsi, leur

nombre peut diminuer suite au traitement suppressif entrainant une charge indétectable
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puisqu’il leur faut une stimulation antigénique pour proliférer. De nombreuses études ont
en effet montré que la HAART induisait le déclin de ’immunité cellulaire VIH-spécifique
(Gray et al. 1998; Ogg et al. 1999; Pitcher et al. 1999; Soudeyns et al. 2000; Romiti et al.
2001).

Réponses LTC VIH-spécifiques

Des variations longitudinales en termes d’amplitude et de diversité de la reconnaissance
antigénique des LTC VIH-spécifiques ont été observées chez toutes les patientes (Figure 5
et données supplémentaires). Ces variations ne peuvent s’expliquer seulement par
I’introduction de la thérapie antirétrovirale étant donné que pour la majorité des patientes
(n=11), I’initiation du traitement était antérieure a la grossesse. Toutefois, on observe un
effet suppresseur sur la charge virale chez I’ensemble des patientes. Chez celles qui ont
initié leur traitement antirétroviral au cours de la grossesse (n=4), I’amplitude de la réponse
LTC a diminuée chez les patientes TV1093, TV1347 et TV1369 ou 1égérement augmentée
(15,2%) chez la patiente TV1289. Ceci est compatible avec le fait que les réponses LTC
VIH-spécifiques diminuent aprés I’initiation de la HAART au cours de l’infection

chronique (Gray et al., 1999; Kalams et al., 1999; Ogg et al., 1999).

Ces variations peuvent donc s’expliquer par un échappement viral continuel et/ou par des
vagues séquentielles d’expansion et de contraction des clones LTC de spécificité
antigénique mixte. En effet, les expansions oligoclonales des LTC VIH-spécifiques sont
caractéristiques de I’infection par le VIH (Pantaleo et al., 1994; Wilson et al., 1998). La
disparition de LTC avec une spécificité particuliere peut étre due a un certain nombre de
facteurs, y compris I’échappement viral. L’émergence fréquente de mutants d’épitopes LTC
pendant des phases aigués et chroniques de I’infection est abondamment documentée
(Phillips et al., 1991; Wolinsky et al., 1996; Goulder et al., 1997; Kelleher et al., 2001;
Geels et al., 2003; Feeney et al., 2004). Concrétement, les mutations d’épitopes LTC
menent donc a la perte de certains épitopes dans la population virale de 1’individu. La
persistance de quelques épitopes est possiblement due a la pression antivirale insuffisante

des réponses LTC correspondantes (Koibuchi et al., 2005).
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Cependant, une autre cause pour la disparition de certains LTC est 1’épuisement clonal. Le
défaut dans la production d’IFN-y par les LTC antigéne-spécifiques résulterait de
I’activation chronique du systéme immunitaire par la réplication continuelle de 1’antigéne a
concentration ¢levée, menant a leur exhaustion fonctionnelle progressive (Pantaleo et al.,
1997; McKinney et al., 1999). Ceci est manifeste quand les cellules T ayant subi une
expansion lors de l’infection aigu&, perdent la capacité de produire des cytokines, en
commengant par la perte de la production d’IL-2, ensuite du TNF-o., suivi de I’'I[FN-y, ce
qui aboutit finalement a la délétion clonale (Wherry et al., 2003; Kapogiannis et al. 2006).
Les mécanismes de I’épuisement clonal contribuent donc a la suppression de certains
clones LTC VIH-spécifiques, de ce fait réduisant la taille du répertoire LTC VIH-
spécifique initial et interférant potentiellement avec le contrdle a long terme de la

réplication virale (Soudeyns et Pantaleo, 1999).

Quoiqu’il y ait de la variabilité dans la réponse LTC avec le temps, le degré de variation de
la fréquence de LTC Gag-spécifiques chez les femmes enceintes infectées par le VIH était
semblable a celui observé dans d’autres études longitudinales, portant sur des groupes
d’individus infectés par le VIH-1 (Spiegel et al., 1999, Goulder et al., 2001; Koibuchi et al.,
2005). Fait important, il n’y avait aucun changement unidirectionnel de la réponse LTC lors

de la grossesse, a I’instar d’autres études (Jin et al., 1998).

Ces variations longitudinales de la reconnaissance antigénique des LTC VIH-spécifiques
ont été¢ confirmées chez trois patientes par une analyse plus fine faisant usage de peptides
individuels (Tableau II). Ces derniers sont les mémes que ceux formant les pools de
peptides correspondants. Les essais avec les pools de peptides et ceux avec les peptides
individuels se sont déroulés simultanément. En général, ces deux essais sont effectués
successivement; I’analyse par déconvolution des résultats avec les pools de peptides meéne a
un essai testant uniquement les peptides présumés entrainant une réponse positive. Par
conséquent, dans le cas présent, les essais avec les peptides individuels ont couvert

I’ensemble de Gag.

Donc, des réponses relativement semblables ont été trouvées entre les analyses ELISpot

utilisant les pools de peptides et les peptides testés individuellement. De fait, les
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diminutions et les augmentations de I’amplitude et de la diversité corroboraient entre les
deux analyses (Données non-présentées). Dans un cas, cependant, les réponses LTC
obtenues avec les pools de peptides étaient plus élevées que la somme des réponses
obtenues avec les peptides individuels. Un scénario probable est qu’une réponse €levée a
quelques épitopes immunodominants peut augmenter la sécrétion d’IFN-y d’autres cellules
antigéne-spécifiques ou de cellules non-spécifiques, e.g. les cellules NK, par
I’augmentation de la concentration locale de la cytokine (Tough et al., 1996). Toutefois,
une autre explication viendrait du fait qu’un peptide seul engendre généralement moins de
spots-forming units (SFU) qu’un pool de peptides. Il va de soit qu’en utilisant le méme
seuil de positivité, plusieurs résultats des peptides individuels étaient donc considérés
négatifs contrairement aux résultats des pools (Roederer et Koup, 2003). Pour la méme
raison, 1’identit¢ des épitopes reconnus par les LTC obtenue par [’analyse par
déconvolution des essais des pools de peptides et 1’analyse des essais avec les peptides
individuels ne correspondaient pas toujours parfaitement (Données non-présentées). Par
contre, pour un autre échantillon d’une autre patiente, la somme des réponses aux peptides
individuels était plus élevée qu’avec les pools de peptides. Une certaine concurrence pour
la méme molécule HLA a pu se produire a l’intérieur des pools de peptides, dont les

séquences se chevauchent. Ce phénomene reste cependant rare (Sun et al., 2003).

Plusieurs peptides identifiés ont été retrouvés dans la littérature (17/27) et certains autres ne
’ont pas été (10/27). Ceci peut s’expliquer par le fait que le clade Al et le CRF02_AG sont

relativement peu ¢étudiés comparativement au clade B.
Réponses LTC VIH-spécifiques et controle de la charge virale

Nous n’avons pas observé de corrélation négative entre la charge virale et ’amplitude de la
réponse LTC Gag-spécifique (Données non-présentées) (Edwards et al, 2002),
certainement a cause de la prédominance de charges indétectables chez nos patientes. Les
sujets ont été par conséquent classés comme ayant une charge virale indétectable avant et
pendant la grossesse, ou ayant une charge virale détectable a un moment donné durant
I’étude. L’amplitude et la diversité de la reconnaissance antigénique des LTC VIH-
spécifiques étaient significativement plus basses chez les sujets ayant une charge virale

indétectable, comparativement a ceux chez qui la charge virale était détectable (Figure 6).



88
Ceci est compatible au fait que le traitement antirétroviral suppressif est généralement
associ¢ a une réduction du nombre de LTC VIH-spécifiques effecteurs. De plus, ces
résultats sont similaires a ceux d’une étude de I’amplitude et de la diversité des réponses
LTC VIH-spécifiques chez des patients présentant une virémie supprimée comparativement

aux patients avec une virémie intermittente (Karlsson et al. 2004).
Réponses LTC VIH-spécifiques lors de ’initiation et la progression de la grossesse

L’amplitude et la diversité de la reconnaissance antigénique des réponses LTC VIH-
spécifiques ont été évaluées lors de I’initiation et la progression de la grossesse. Nos
résultats montrent pour la premiére fois que ’initiation et la progression de la grossesse, a
elles seules, n’ont que peu d’influence sur I’amplitude et la diversité de la reconnaissance
antigénique des réponses LTC en termes de production d’IFN-y (Figures 7 et 8). Nos
résultats vont dans le méme sens que ceux de Jin et al., ou aucun changement directionnel
de la fréquence des précurseurs LTC n’a été observé pendant la grossesse. Ces résultats
indiquent que les femmes infectées par le VIH conservent une immunocompétence durant
leur grossesse, du moins dans le contexte d’un traitement antirétroviral efficace. Cette
immunocompétence durant la grossesse des femmes enceintes infectées par le VIH a aussi
été rapportée précédemment (Jin et al., 1998). Le paradoxe immunologique de la grossesse
permet effectivement la coexistence d’un systéme immunitaire maternel efficace contre les
agents infectieux et d’une tolérance locale envers le foetus. Etant donné que le systéme
immunitaire maternel ne semble pas subir d’immunosuppression généralisée durant la
gestation, comme le montrent nos résultats, les changements immunologiques associés a la
grossesse apparaitraient principalement a 1’interface materno-feetale, créant ainsi une

immunosuppression localisée (Thellin et al., 2000; Bulla et al., 2004).

Nous avons aussi évalué la réponse LTC dirigée contre un controle positif antigene-
spécifique i.e. le pool peptidique CEF. Ce dernier est formé de 32 épitopes restreints CMH-
I de 8 a 12 acides aminés de longueur, provenant de trois virus trés répandus dans la
population soit le cytomégalovirus (CMV), le virus Epstein Barr (EBV) et le virus
influenza (Flu). Le contrdle CEF stimule la production d’IFN-y par les lymphocytes T
CD8" chez les individus possédant les molécules HLA Al, A2, A0201, A3, All, A24,
A68, A6081, B7, B8, B18, B27, B35, B44 et B0702.
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Les échantillons de quatre patientes n’ont pas réagi a la stimulation par le CEF (TV961,
TV1093, TV1123, TV1341). Trois de ces patientes sont d’origine africaine, la quatrieme
est canadienne. Il est normal de ne pas obtenir une réponse avec ce contrdle positif chez
toutes les patientes. En effet, ce contrdle a d’abord et avant tout ét€¢ congu pour des analyses
avec des molécules HLA définies, fréquentes chez la population caucasienne. De plus, au
sein de cette méme population, ce n’est pas tous les individus qui réagissent a ce pool

peptidique.

Pour ce qui est des 11 autres patientes qui ont réagi positivement au controle CEF, nous
avons observé une constance dans leurs réponses tout au long de leur(s) grossesse(s). De
fait, aucune tendance globale n’a été observée lors de I’initiation et la progression de la
grossesse (Figure supplémentaire). Ceci appuie notre affirmation précédente selon laquelle
la grossesse n’a que peu d’effet sur I’amplitude de la reconnaissance antigénique des

réponses LTC en termes de production d’IFN-y.
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Figure supplémentaire : Amplitude de la reconnaissance antigénique des réponses
LTC dirigées contre le controle antigéne-spécifique CEF avant, pendant et aprés la
grossesse.

La date estimée de fertilisation et I’amplitude des réponses LTC CEF-spécifiques ont été
évaluées tel que décrit a la section Methods de ’article. Les nombres de SFU/10° cellules
ont été¢ mesurés avant la grossesse (pré-grossesse), durant la progression de la grossesse

(1, 2° et 3° trimestres) et apres la grossesse (post-partum) chez 11 patientes.
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L’objectif principal de ce projet de maitrise était de vérifier I’impact de ’initiation et la
progression de la grossesse sur les LTC VIH-spécifiques. Pour ce faire, nous avons
caractéris€¢ 1’amplitude et la diversité de la reconnaissance antigénique des LTC VIH-
spécifiques avant, pendant et apres la grossesse chez des femmes infectées par le VIH-1 et

traitées avec des antirétroviraux.

Trés peu d’études ont mesuré la réponse LTC VIH-spécifique ou suivi ses variations
longitudinales chez la femme enceinte. De plus, a notre connaissance, il s’agit de la
premicre fois que I’'immunité anti-VIH est évaluée avant et aprés I’initiation de la
grossesse. De fait, il est exceptionnel de comparer des échantillons d’une méme patiente

obtenus avant et apres I’initiation de la grossesse.

Vraisemblablement, malgré les changements immunologiques qui s’operent chez une
femme enceinte, les LTC Gag-spécifiques n’ont pas modifié¢ leur production d’IFN-y a
cause de la grossesse. Nous avons donc démontré que les femmes enceintes sont en mesure
de monter une réponse LTC contre le VIH comparable a celle qu’elles ont lorsqu’elles ne
sont pas enceintes, dans le contexte d’un traitement antirétroviral efficace. Une observation
qui soutient la théorie d’une absence de dysfonctionnement sévere de I'immunité a

médiation cellulaire durant la grossesse.

Cette étude longitudinale de la réponse LTC VIH-spécifique fournit des arguments
additionnels en faveur du développement d’une immunothérapie comme stratégie pour

prévenir la TME du VIH-1.
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