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SOMMAIRE

La variabilité génétique du géne env du VIH-1, et en particulier celle de la région
V3, est directement impliquée dans le contrdle du phénotype viral. Le domaine V3 est en
fait impliqué dans le contrle de nombreuses propriétés biologiques du virus, incluant le
tropisme cellulaire, l'infectivité et la cytopathogénicité. Certains changements d'acides
aminés au niveau du domaine V3 ont été associ€s a I'émergence de souches de virus
inductrices de syncitia qui sont en corrélation avec le déclin rapide des cellules CD4+ et la
progression de la maladie. En plus, cette région renferme des déterminants antigéniques
majeurs pour la réponse immunitaire humorale et cellulaire, dont la cytotoxicité cellulaire
dépendante des anticorps (ADCC).

L'ADCC est une composante importante de la réponse immunitaire qui, durant
l'infection au VIH-1, aide a éliminer les cellules infectées autologues et allogéniques.
Cependant, le niveau d'implication de 'ADCC dans le maintien de 1'état asymptomatique et
son role a différents stades de l'infection sont encore mal définis, d’ol notre travail dont le
but était d'évaluer, dans un premier temps, le niveau de I'activité ADCC (titres d’anticorps
ADCC) chez 33 patients & différents stades de l'infection au VIH-1. Ensuite, étudier la
diversité génétique des quasi-especes provirales présentes chez ces mémes patients afin
d'établir, dans un deuxiéme temps, une corrélation (si corrélation existe) entre la diversité

génétique virale et I'activité ADCC a différents stades de l'infection.

L'approche expérimentale consistait en I'établissement de cellules exprimant a leur
surface, de fagon stable, les glycoprotéines de I'enveloppe du VIH-1 NL4.3 dont l'intégrité
structurale et fonctionnelle sont intactes. Ces cellules, en plus de garder leur résistance a la
lyse spontanée par les cellules NK (PBMC) (p>0,05), comparées a la lyse des cellules
CEM.NKR, montraient une susceptibilité significative (p<0,05) a la lyse par le
mécanisme ADCC en présence de sérum anti-VIH-1 de donneurs séropositifs, en
comparaison avec la lyse en présence de sérum normal de donneurs séronégatifs.

L’utilisation de ces cellules pour déterminer les titres d’anticorps ADCC dans les
sérums de patients a différents stades de I'infection (étude croisée) a permis de montrer une
altération profonde des titres d’anticorps ADCC et de l'activité ADCC avec la progression
de l'infection. La moyenne des niveaux ADCC (en pourcentage de lyse spécifique) dirigés
par les sérums de patients, a chuté de 25,7+11,5% au stade II de l'infection, a
10,3+8,5% au stade III et 2 6,4+8,5% au stade IV. Au niveau des titres d’anticorps
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ADCC, 82% (9/11) des sérums de patients au stade II de I'infection présentaient des titres
supérieurs a 104 comparativement a2 30% (3/10) au stade III et 25% (3/12) au stade IV.

La chute des titres d’anticorps ADCC qui coincidait avec la chute du nombre de
cellules CD4 (799+267 au stade II de l'infection, 5151236 au stade Il et 37,25+44 au
stade IV) ne semble pas, par contre, en relation directe avec la diversité génétique arborée
par la population des quasi-espéces provirales isolées a partir des cellules de ces mémes
patients. En effet, ['étude de la diversité génétique des régions de I'enveloppe renfermant
les épitopes ADCC (boucle V3, domaine de fixation de la gp120 au récepteur CD4, et la
région immunodominante de la gp41) a montré une variabilité génétique intrapatient et
interpatients comparable, et ce indépendamment du stade de l'infection. La diversité
génétique intra-/inter-patient au niveau de la boucle V3 était de I'ordre de 6,1+3,9%
(de 0 a 15,2%)/ 12,2+2,1% (de 9,1 a 15,7) chez les individus au stade II de
l'infection, par rapport 2 6,4+1,7% (de 2,9 a 9,0)/12,5+2,0 (de 10,0 a 16,0) au
stade III et 8,8+4,7% (de 2,9 a 19,0)/12,4+2,0 (10,9£17,3) au stade IV. Pour
les régions C4 et C5, la diversité génétique intrapatient, trés similaire, n'a jamais dépassé
4% (de 1,8 a 4,0), et ce, peu importe le stade de l'infection, alors que la diversité
interpatient variait entre 5,3 a 8,6%.

Cependant, I’absence de corrélation entre le taux de variabilité génétique et I’activité
ADCC (titres d’anticorps ADCC) n’exclue pas I’émergence de quasi-espéces ayant dirigé
des mutations spécifiques, en réponse a la pression sélective exercée par le systeme
immunitaire, qui pourraient leur conférer une meilleure adaptation a I’environnement
immunitaire hote. Ces formes adaptées de quasi-espéces peuvent causer plus de dommages
au systéme immunitaire. Cet énoncé est supporté d’une part, par des taux de substitutions
non-synonymes €élevés au niveau de la boucle V3, renfermant plusieurs domaines
fonctionnels, comparativement aux régions C4 et C5 dont les séquences montraient des
taux de substitutions non-synonymes trés bas. D’autres part, par 1’apparition, chez 58%
des patients, de quasi-especes dont les séquences prédisaient un phénotype inducteur de
syncitia, connues pour leur adaptation optimale & I’environnement immunitaire h6te et pour
leur vitesse de réplication et leur cytopathogénicité élevée.

L'étude de la réplication virale 2 l'intérieur des cellules, en utilisant la technique de
RT-qc-PCR pour la quantification des ARNm viraux a montré qu'en moyenne le ratio
d'épissage (ratio ARNm régulateurs:ARNm structuraux) était 2,3 fois supérieur chez les
patients au stade III et IV comparativement & celui observé chez les patients au stade II de
l'infection. Ces ratio, qui témoignent d'une plus grande production de virions durant les
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stades avancés de l'infection coincident avec la chute de 'activité ADCC (chute des titres
d’anticorps ADCC) et la dépletion des cellules CD4. Cette étude n'a cependant pas permis
d'établir une relation directe entre la cinétique de réplication des souches virales, leur
diversité génétique et la chute des titres des anticorps ADCC. En effet, plusieurs patients,
dont l'activité ADCC semblait intacte, montraient des ratio d'épissage comparables a ceux
de patients dont l'activité ADCC était lourdement altérée. Par contre, les résultats de
quantification des ARNm viraux nous ont confirmé un des faits les plus importants dans la
pathogenese associée a l'infection au VIH-1, & savoir que la réplication du virus est active
et ce méme durant la phase dite “quiescente” de l'infection (stade asymptomatique).

En conclusion, la diversité génétique du VIH-1 ne semble étre ni la cause directe ni
la conséquence de la perte de l'activité ADCC (chute des titres d’anticorps ADCC). En fait,
la réponse immunitaire, avec 'ADCC en téte, semble bien s'adapter a la présence de
souches de virus divergents et en particulier durant le stade asymptomatique de 1'infection.
Ainsi, nous croyons que la réponse ADCC, probablement comme la réponse CTL, est
requise pour éliminer les cellules infectées et aider a maintenir la charge virale aussi basse
que possible ainsi que I'état asymptomatique. La progression vers le SIDA pourrait étre
précipitée suite a des perturbations graduelles de l'immunité cellulaire apreés la chute du
nombre de cellules-T CD4% et suite a l'altération de la fonction des cellules T. Dans notre
étude croisée, la chute des cellules-T CD4% ne semble pas corréler avec la diversité
génétique virale.

L’ensemble de ces résultats souléve de nouvelles questions, mais en particulier
celles visant 4 comprendre les événements capables de perturber une infection au VIH-1
dans un état asymptomatique stable.
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La premiere description clinique du syndrome de l'immunodéficience acquise
(SIDA) date de 1981, suite a une flambée d'infections opportunistes parmi un groupe
d'hommes sans problémes de santé connus (Gottlieb et al., 1981; Masur er al., 1981).
L'agent étiologique du SIDA, un pathogeéne viral a diffusion hématogéne, a été isolé en
1983 a partir de lymphocytes de patient ayant développé le SIDA. @I s'agit du 3iéme
rétrovirus humain (Barre-Sinoussi et al., 1983; Popovic et al., 1984) appelé virus de
I'immunodéficience humaine type-1 (VIH-1). Ce rétrovirus est le prototype d'une large
famille de lentivirus de primates qui comprend également un second sérotype, le VIH-2.
Chez 'Homme, le SIDA est caractérisé par une altération profonde du systéme immunitaire
avec atteinte fonctionnelle précoce des lymphocytes CD4. Certains individus infectés par le
VIH-1 peuvent cependant demeurer asymptomatiques durant une période qui peut atteindre
15 ans (Lifson et al., 1991, Rutherford et al., 1990) avec un nombre de cellules-T CD4+
relativement stable, des réponses CTL fortes et un nombre de cellules infectées relativement
bas indiquant que le virus est parfaitement controlé par le systéme immunitaire. Cependant,
avec le temps ce méme systeéme immunitaire s'affaiblit et la plupart des individus infectés
développent le SIDA (Ferbas et al., 1995; Rinaldo er al.,, 1995). Les réponses a des
questions telles que la défaillance du systéme a contrdler l'infection au VIH-1, et comment
le VIH-1 induit le SIDA, demeurent trés controversées {Pantaleo et al., 1993a,b). Plusieurs
explications ont été proposées et parmi tant d’autres citons: i) la réponse immunitaire au
VIH-1 est peut-étre nuisible aux individus infectés (Zinkernagel, 1995), ii) le VIH-1 peut
affaiblir le systeme immunitaire en entrainant sa dérégulation (Miedema et al., 1990) ou en
augmentant la diversité virale (Nowak et al., 1991), iii) la différence dans la pathogénicité
virale, arborée par les différentes souches virales, peut contribuer au développement du
SIDA (Asjo et al., 1986; Connor et al., 1993).

La théorie du seuil de la diversité génétique et antigénique (Nowak et al., 1990,
1991, 1995) selon laquelle la perte des cellules-T CD4% chez les individus infectés est

principalement due 4 une augmentation de la diversité génétique et antigénique virale, qui au

dela d'un seuil, dépasse la capacité de la réponse immunitaire a contrdler la croissance de la



population virale, est devenue depuis un modele de référence trés «attrayant» pour
expliquer la progression différentielle de l'infection au VIH-1. Cette théorie s'explique
comme suit: la réponse immunitaire cellulaire contre le VIH-1 est dirigée contre les €pitopes
conservés et variables en méme temps. En assumant que cette réponse contre les épitopes

conservés ne peut pas €radiquer le VIH-1, la réponse immunitaire contre les épitopes

variables est appelée 4 éliminer les cellules-T CD4% infectées et 2 diminuer la charge virale.
Cette réponse contre les épitopes variables pourrait étre responsable de 1'augmentation de la
diversité génétique et antigénique parmi la population virale et du méme coup responsable
de la dilution la réponse immune, ce qui brouille le systtme immunitaire du patient, qui
devient alors moins effectif. En plus, les mutations continuelles pour échapper a la
pression du systéme immunitaire, oriente la réponse immune vers des €pitopes «sous
dominants» de plus en plus faibles, loin des épitopes immunodominants reconnus

initialement (Nowak et al., 1995).

Cependant, la théorie de “seuil de diversité génétique et antigénique” n'est pas
supportée par de nombreux travaux, incluant le notre, (Delwart et al., 1994; Lukashov et
al., 1995), qui ont montré qu'il n'existe aucune évidence témoignant de la présence d'un

seuil de diversité virale en méme temps qu'une chute précipitée du nombre de cellules-T

CD4% chez des patients ayant développé le SIDA. En fait, ces travaux ont montré que les
patients qui ont progressé rapidement vers la maladie avaient des niveaux élevés d'ARN
viral dans leur plasma mais une diversité virale trés limitée, alors que les individus qui ont
progressé lentement présentaient une diversité virale plus élevée (Delwart et al., 1994;
Lukashov et al., 1995). En plus, il a ét¢ montré que le taux d'accumulation des mutations
non-synonymes {non-silencieuses) par rapport aux mutations synonymes, est plus élevé
chez les progresseurs lents que chez les progresseurs rapides (Lukashov et al., 1995).
Cette accumulation de mutations non-synonymes durant le stade asymptomatique témoigne
de la présence de contraintes fonctionnelles sélectives sur les “quasi-espéces” virales. Ces

contraintes sé€lectives pourraient étre exercées par l'effet seul ou conjugué de la réponse



CTL, ADCC et anticorps neutralisants spécifiques au VIH-1 (Broliden et al., 1990, 1991,
1992; Delwart et al., 1994; Forthal er al., 1995; Javaherian et al., 1989; LaRosa et al.,
1990a, b; Liou et al., 1989; Lukashov et al., 1995; Pantaleo ef al., 1990; Walker et Plata
1990).

En se basant sur les éléments ci-dessus, nous avons formul€ le but principal de cette
recherche, qui était d'évaluer le niveau d'activité ADCC et son rdle a différents stades de
l'infection au VIH-1, ainsi que l'effet de la diversité génétique virale sur cette réponse
ADCC. Plus spécifiquement et pour atteindre notre but, nous nous sommes fixés les

objectifs suivants:

Objectifs de la recherche

« FEtablir des cellules qui expriment 2 leur surface, de fagon stable, les glycoprotéines
de l'enveloppe du VIH-1 NL4.3, résistantes a la lyse spontanée par les cellules
effectrices (PBMC) de donneurs séronégatifs mais sensibles a la lyse spécifique par le
mécanisme de 'ADCC, en présence d'anticorps anti-VIH-1. Ces cellules serviront de
cellules cibles dans les tests ADCC.

o Evaluer les titres d’anticorps ADCC (niveau d'activité ADCC) dans les sérums
d'une cohorte croisée de 33 patients a différents stades de l'infection au VIH-1.

 FErudier la diversité génétique des “quasi-espéces” provirales présentes dans les
cellules des 33 patients de la cohorte, aprés amplification par PCR, clonage et
séquengage de 3 régions du geéne env renfermant les séquences des épitopes ADCC
(cartographiés jusqu’a date).

« FEtablir une relation (si une telle relation existe) entre le niveau de l'activité ADCC
(titres d’anticorps ADCC) et la diversité génétique des “quasi-espéces™ (variabilité des
épitopes définis comme cibles potentiels pour les anticorps ADCC). Par la suite,
évaluer l'effet de la diversité génétique des “quasi-espéces” sur la réponse ADCC
dirigés par les sérums.

 Etudier les niveaux de transcription des ARNm viraux par RT-qc-PCR afin
d'évaluer le niveau d'implication de la variabilité génétique et de la réponse ADCC sur
le taux de réplication du virus a l'intérieur des cellules infectées.
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1- Virus de 'immunodéficience humaine (VIH)
1-1  Données taxonomiques

Le virus de I'immunodéficience humaine type 1 (VIH-1) connu antérieurement sous
le nom du virus de la lymphoadénopathie (LAV), du virus de la leucémie humaine a
lymphocytes T type III (HTLV-II), ou du virus associé au SIDA (ARV), est un virus a
ARN, membre de la famille des lentivirus, non oncogéne et cytopathogéne (Chiu ef al.,
1985). Le VIH partage des propriétés morphologiques, biologiques et moléculaires avec
les prototypes des lentivirus animaux, dont le virus Visna, le virus de !’encéphalite
arthritique caprine et le virus de I'anémie infectieuse équine (Sonigo et al., 1985, Stephens
et al., 1986). Un deuxiéme virus de l'immunodéficience humaine type 2 (VIH-2),
antigéniquement distinct du VIH-1, a été isolé peu de temps aprés la découverte du VIH-1
(Clavel er al., 1986, Coffin et al., 1986). Le VIH-2 a ét€ isolé chez des individus de
différentes régions en Afrique, en Europe, aux USA, en Amérique du Sud et récemment en
Inde (Grez et al., 1994, Weiss et al., 1988). Les différences sérologiques majeures entre le
VIH-1 et le VIH-2 résident principalement au niveau des glycoprotéines de 1'enveloppe.
Les anticorps contre le VIH-2 montrent généralement des réactions croisées avec les
protéines Gag et Pol du VIH-1 mais pas avec les protéines de l'enveloppe du VIH-1 et vice

versa (Clavel et al., 1987, Gnann et al., 1987).

Des cas d'infections doubles VIH-1/VIH-2 ont été documentés, mais il reste encore
a déterminer la prévalence de tels événements (George et al., 1992, Peeters et al., 1992).
Les études sérologiques des glycoprotéines de l'enveloppe du VIH-2 montrent des
réactions croisées avec les protéines de l'enveloppe des souches du virus de
I'immunodéficience simien (SIV), un groupe complexe de lentivirus de primates. Certains
isolats de SIV peuvent causer une maladie similaire au SIDA chez certaines especes de

primates (macaque Rhésus), alors qu'ils sont relativement non pathogéniques pour leur



especes d'origines (e.g., SIVagm chez les singes verts d'Afrique) (Gardner et Luciw,

1989).

L'amplification par PCR et le séquengage de certaines régions du géne env, en
particulier les régions C2-V3 a permis de classer les séquences de VIH-1 dans six sous-
types (A a F) (Myers et al., 1992; Nuovo et al., 1994b). Le sous-type A se retrouve
principalement en Afrique Centrale, le sous-type B en Amérique du Nord et en Europe, le
sous-type C en Afrique du Sud et en Inde, le sous-type D en Afrique Centrale et le sous-
type E en Thailande. Le sous-type F, récemment identifié, comprend quelques isolats du
Brésil (Potts et al., 1993) et tous les virus isolés chez les enfants en Roumanie (Dumitrescu
et al., 1994). D'autres sous-types (G, H, I} en cours de caractérisation peuvent comprendre
des virus de I'Afrique, de la Russie et du Taiwan (Myers et al., 1993). 1l existe cependant
certains isolats qui sont génétiquement en dehors de tous les sous-types déja établis. Ces
virus , dont le ANT70 isolé au Cameroun (Gurtler et al., 1994, Vanden Haeselvelde er al.,
1994), ont été classifiés dans le sous-type O "outlier” (Myers et al., 1993) et semblent étre
aussi divergents des souches des différents sous-type de VIH-1 qu'ils le sont du SIVcpz

(Vanden Haeselvelde et al., 1994).
1-2  Structure et organisation génomique

Le virion mature du VIH-1 est de forme sphérique d'environ 100 nm de diamétre
(fig. 1-A). La nucléocapside centrale "core” du virion est composée de la protéine de la
capside virale, p25 (codée par le gene gag). A Tlintérieur de cette capside (CA) ou
nucléoide, se trouvent deux molécules d'ARN simples brins identiques, étroitement
associées a 'ADN polymérase virale ARN-dépendant (Pol ou transcriptase inverse [p64,
p51]) et les protéines de la nucléocapside (NC), (p9, p6). La partie interne de la membrane
virale est tapissée par la protéine du core p17 myristilée, qui fournit la matrice (MA) pour la

structure virale. Cette matrice est vitale pour l'intégrité du virion (Gelderblom er al., 1988,



1989) et pour l'incorporation des protéines de l'enveloppe dans les virions matures (Yu ef
al., 1992). A l'intérieur du virion se trouve le produit du géne viral accessoire vpr (p15).
La surface du virus est généralement le résultat de 72 protubérances (en configuration
typique de clou 2 large téte) contenant des glycoprotéines de l'enveloppe en triméres ou en
tétrameres (Earl et al., 1990, Gelderblom et al., 1988, Ozel et al., 1988, Pinter et al., 1989,
Weiss et al., 1990).

Les glycoprotéines de I'enveloppe sont dérivées a partir d'un précurseur de 160
kDa qui est clivé a l'intérieur de la cellule par une enzyme cellulaire, la furine, en une
protéine de surface (SU), la gpl20 et une protéine transmembranaire (TM), la gp4l
(McCune et al., 1988) dont une portion de la région centrale et N-terminale est exprimée a
la surface du virion. La région centrale de la gp41 se fixe a la gp120 par des liaisons non-
covalentes, probablement a l'aide des deux régions hydrophobiques aux extrémités amino-
terminale et carboxy-terminale de la gpl120 (Helseth er al., 1991). En général, le virion
renferme environ 100 fois plus de protéine p25 du Gag que de protéine gpl20 de
I'enveloppe (Layne et al., 1992, Moore et al., 1991); et 10 fois plus de p25 que de

molécules de la polymérase (Layne et al., 1992).

Le génome est un ARN d'environ 9,8 Kilo paires de bases (kpb) et est caractérisé
par la présence, a ces extrémités, de deux séquences LTR (longue répétition terminale) qui
encadrent les geénes gag, pol et env (fig. 1-B). Contrairement aux autres rétrovirus, le
génome du VIH-1 contient au moins six génes additionnels dont trois (tar, rev, nef) jouent
un rdle primordial dans la régulation de la réplication virale. Le transcrit primaire du VIH-1
est un ARNm pleine longueur qui est traduit en protéines Gag et Pol. Le précurseur Gag,
(pS55) est clivé par la protéase virale (de type aspartyl) en des protéines plus petites, p25,
pl7, p9 et p6 (Navia et al., 1989; Tritch ef al., 1991; Wlodawer et al., 1989). De son cdté
la protéine précurseur, Pol, est clivée en protéase, (pl10), transcriptase inverse/RNase H,

(p66, p51) et intégrase, (p32) (Lightfoote er al., 1986; Mous et al., 1988).



Le VIH-1 code pour trois enzymes majeures qui interviennent a différents niveaux
durant le cycle de réplication. Il s'agit de i} 'ADN polymérase ARN-dépendant avec une
fonction RNase H, qui agit durant la phase précoce de la réplication pour former des copies
d’ADN double brins (ADNc) a partir de 'ARN du virus; ii) l'intégrase, active dans le
noyau cellulaire, qui est responsable de l'intégration de I'ADNc viral dans I'ADN
chromosomique de I'hdte; et iii) la protéase qui agit durant la maturation de la particule
virale en clivant les polyprotéines Gag et Gag-Pol. L'activité de la protéase prend place soit

a la surface de la cellule, soit dans le virion en bourgeonnement.

Le précurseur de I'enveloppe, (gpl60) dont le messager est dérivé a partir du
trancrit viral primaire par simple épissage (monoépissage), est clivé par une protéase
cellulaire en glycoprotéine de surface, gp120 et en glycoprotéine transmembranaire, gp41.
Les protéines virales régulatrices et accessoires incluant Tat, pl4; Tev, p20; Rev, p19; Nef,
p27; Vif, p23; Vpr, pl5 et Vpu, pl6, sont les produits de différents ARNm épissés
(Robert-Guroff et al., 1990; Schwartz et al., 1990; Purcell et Martin, 1993). Ces protéines

jouent un role trés important dans la réplication du VIH-1.
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Figure 1:

A: Coupe transversale «<schématique» du VIH mature.

L'ARN viral est associ€ a des produits des précurseurs Gag et Gag-
Pol a l'intérieur d'une nucléocapside cylindrique. La nucléocapside est
entourée d'une enveloppe lipidique, acquise lors du bourgeonnement du
virions a la surface de la cellule infectée, a laquelle sont ancrées des
protéines de surface d'origine cellulaire (HLA classe I et II) et virale
(gp120, gp41). Les précurseurs Gag et Gag-Pol sont clivés par la protéase
virale. Les produits protéolytiques du précurseur Gag comprennent la p17
(MA), p24 (CA), p2, p7(NC), pl et la p6. Les produits protéolytiques du
précurseur Gag-Pol comprennent la pré-protéase, la protéase, reverse
transcriptase (RT) et l'intégrase. MA: matrice; CA: capside; NC:
nucléocapside; SU: surface; TM: transmemranaire. Ref. NIH Publication,
94-1536.

B: Représentation schématique du génome du VIH-1.
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2- Biologie du VIH-1
2-1 Etablissement de I'infection
2-1.1 Récepteur CD4

La déplétion sélective et progressive des lymphocytes-T CD4* chez les patients au
stade SIDA, témoigne du tropisme spécifique du virus pour les cellules exprimant
l'antigéne de surface CD4 (Klatzmann et al., 1984, McDougal et al., 1985). L'interaction
réussie entre le virus et le récepteur a la surface de la cellule est un prérequis pour la
transmission du VIH-1. Des processus subséquents sont impliqués pour la pénétration de

la nucléocapside virale a travers la membrane cellulaire.

La protéine mature CD4 est une molécule de 55 kDa composée de 4 régions (V1 a
V4) semblables aux régions extracellulaires des immunoglobulines, d'une région
transmembranaire et d'un segment cytoplasmique (Maddon et al., 1985). L'expression de
la molécule CD4 2 la surface des cellules humaines lymphoides et non lymphoides, est
suffisant pour les rendre susceptibles a l'infection par le VIH-1. Les études de mutations
dirigées a permis d’identifier un seule site dans le domaine V1 (a.a. 41 a 55) impliqué dans
la fixation de la gpl20 (Arthos ef al. 1989, Bowman et al., 1990, Landau et al., 1988).
Des mutations a l'intérieur de la région V1 du CD4 peuvent inhiber la fusion des cellules
(formation de syncitia) sans pour autant interférer avec la fixation du virus (Camerini et
Seed, 1990). Ceci suggére que I'attachement du virus a la surface de cellules cibles suivi de
la fusion des membranes sont dirigés par des sites distincts a I'intérieur du domaine V1 du

CD4.
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2-1.2 Glycoprotéines de 'enveloppe

2-1.2.1 Biosynthése des glycoprotéines de I’enveloppe

Les glycoprotéines de 1'enveloppe localisées a la surface des particules virales et a la
surface des cellules produisant le virus sont produites tard dans le cycle de réplication du
virus, a partir d'un ARNm simplement épissé, sous forme d'un polypeptide précurseur,
gpl60 d'environ 860 acides aminés. L'ARNm de l'enveloppe est bicistronique et code
pour les protéines Vpu et Env. Au cours de sa synthése, la gpl60 est dirigée vers le
réticulum endoplasmique rugueux via une séquence signale N-terminale (Allan et al., 1985,
Robey et al., 1985), ol elle sera ancrée par une région transmembranaire d'environ 40
acides aminés (Berman et al., 1988, Haffar er al., 1988). La formation de dimére de la
protéine précurseur a lieu dans le réticulum endoplasmique (RE) (Earl et al., 1990, 1991).
Cependant, son clivage en deux sous-unités, gp120 et gp41, a probablement lieu dans un
compartiment post-RE lors de son transit au niveau de l'appareil de Golgi (Dewar et al.,
1989; Earl et al., 1991; Stein et Engleman, 1990). La gpl60 est fortement modifiée par
l'addition de chaines de sucres en embranchements (Kozarsky er al., 1989, Matthews et
al., 1987). En fait, plus de la moitié du poids moléculaire final de la glycoprotéine de
I'enveloppe est dérivée de telles additions. Ces chaines des sucres sont coupées par une

variété d'enzymes cellulaires, dont les a-glucosidases (Kozarsky e al., 1989).
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2-1.2.2 Fixation au récepteur CD4

Les glycoprotéines de I'enveloppe sont incorporées dans la bicouche lipidique du
virion dans une configuration typique de “clou a large téte” dont le résultat est un
groupement de motifs d'environ 72 protubérances par virion (Takahashi et al., 1989b, Ozel
et al., 1988). La cartographie a l'aide d'anticorps monoclonaux anti-gp120, capables de
bloquer l'interaction de haute affinité (109 M) entre le CD4 et la gp120, ainsi que les
travaux de mutagenése dirigée ont permis d'identifier, dans la région conservée C4 proche
de l'extrémité C-terminale de la gp120, les résidus spécifiques associés a la fixation du
CD4 (a.a. 397-439) (Olshevsky et al., 1990, Sun er al., 1989). Le site de fixation de la
gp120 au CD4 est formé de quatre régions non contigués de la gp120 qui sont mis en
continuité grice a la structure secondaire et tertiaire de la protéine (fig. 2) (Lasky et al.,
1987, Olshevsky et al., 1990). 1l s'agit des deux domaines hydrophobes dans les régions
conservées C2 et C4 de la gp120 et des domaines hydrophiles dans les régions C3 et C4.
La région de fixation du CD4 est localisée dans une structure en poche de la gp120 dont le
fond hydrophobe interagit avec les acides aminés hydrophobes en saillies & la surface de
CD4. La surface de cette structure en poche est hydrophile et contient trois acides aminés de
charge positive. Une mutation de un de ces 3 acides aminés chargés réduit
substantiellement 1'affinité de la gpl20 pour la molécule CD4. 1l semble que ces acides
aminés chargés interagissent avec les acides aminés de charges opposées, a la base de la

région de fixation du CD4 (Olshevsky et al., 1990, Steimer et al., 1991b).



Figure 2:

Structure secondaire «schématique» de la glycoprotéine de surface gp120, du VIH-1 HX10.

Les cing régions variables de la gp120 (V1 a V5) sont séparés par cinq régions conservées, Les domaines et
les résidus amino-acides impliqués dans l'interaction de la gp120 avec le récepteur CD4 sont également indiquées.
Ref. Retroviruses of Human AIDS and Related Animal Diseases. Nara, 1991
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2-1.3 Fusion virus-cellule

Chez les Orthomyxovirus et les Paramyxovirus, l'activité fusiogénique est
déclenchée par la génération, aprés clivage endoprotéolytique, d'une nouvelle région N-
terminale dans la glycoprotéine transmembranaire (White e al., 1983). Des mécanismes
similaires, suite au clivage intracellulaire de la gpl60 pour générer le complexe
hétérodimérique gp120/41, semblent gouverner l'entrée du VIH-1 dans les cellules cibles et
la fusion cytopathique entre les cellules infectées et les cellules non infectées. En effet, les
mutations affectant I'extrémité hydrophobe N-terminale de la gp41, détruisent le pouvoir de
fusion des membranes, I'entrée du virus et la formation de syncitia (Freed et al., 1990;
Kowalski ez al., 1991).

Un autre événement impliquant le clivage, par des protéases cellulaires, de la boucle
V3 de la gp120 semble également influencer I'entrée du VIH-1 dans les cellules (Kido et
al., 1990, Murakami et al., 1991). La troisiéme région variable (V3) de la gp120 forme une
boucle, grice a la présence des résidus cystéines aux positions 301 et 336. La majorité des
acides aminés de la boucle V3 sont trés variables entre les différentes souches du VIH-1 a
'exception des acides aminés Gly-Pro-Gly-Arg (GPGR), a la pointe de la boucle,
hautement conservée. Cette séquence qui forme un site de fixation pour les anticorps
capables de bloquer l'infection et d'inhiber la fusion des cellules infectées (Rusche et al.,
1988, Skinner et al., 1988), pourrait également contenir des sites de clivage pour les
protéases cellulaires (telle la protéase TL-2 “trypsin-like”) (Clements et al., 1991, Kido et
al., 1991). Ces enzymes, lorsque présentes a la surface des cellules, clivent la gpl120 aprés
fixation au CD4. Ce clivage semble faciliter le changement conformationnel de I'enveloppe
qui permet & une autre région virale, au niveau de la gp41 (fig. 3), de fusionner avec la
membrane de la cellule (Sattentau et Moore, 1991). Ces observations suggérent également
que les cellules CD4* qui ne peuvent étre infectées par certaines souches de VIH-1 ne

posseédent pas ces enzymes protéolytiques cellulaires.



18

Figure 3: Modéle de la protéine transmembranaire, gp41, du VIH-1 montrant
les différentes régions fonctionnelles présentes dans la portion
extracellulaire de 1a gp41.

Ref. HIV and the Pathogenesis of AIDS. Levy, 1994
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2-1.4 Entrée de la nucléocapside virale

L'entrée du VIH-1 est dépendante de l'introduction de la nucléocapside virale dans
le cytoplasme de la cellule cible. L'apparition des particules virales dans les compartiments
endosomaux a suggéré dans un premier temps que l'internalisation du VIH-1 est le résultat
de I'endocytose du complexe récepteur-virus dans des vésicules intracellulaires (Pauza et
Price, 1988). Cette voie d'entrée est notamment empruntée par les orthomyxovirus, et est
dépendante du pH bas des endosomes acides. Cependant, la neutralisation du pH "acide"
des compartiments endosomaux avec des agents lysosomotropiques (e.g. chloroquinine et
NH,4Cl) n'inhibent pas I'entrée de la nucléocapside virale dans le cytoplasme des cellules
traitées (Stein et al., 1987, McClure et al., 1988). En plus, les molécules CD4 tronquées
sans le domaine cytoplasmique sont capables de diriger I'infection (Bedinger et al., 1988).
Ces faits supportent 'hypothése selon laquelle I'entrée du VIH-1 se produit par fusion
directe des membranes du virus et de la cellule héte, en empruntant une voie pH

indépendante qui ne requiert pas I'endocytose du récepteur.

2-1.5 Conversion de I'ARN viral en ADN complémentaire (ADNc)

La conversion de I'ARN viral en ADN est l'événement central du cycle de
réplication du VIH-1. Le duplex du génome viral est converti a une simple forme d'ADN
double brin (Varmus, 1988) gréace a l'activité des enzymes virales, ' ADN polymérase et la
ribonucléase H, présentes en multiples copies dans la particule virale. Le niveau de
conversion de 'ARN viral en ADN dépend du type de cellules infectées et de 1'état
d'activation de la cellule. Par exemple, la conversion de I'ARN viral en ADN 2 lieu dans les
premieres 2 a 6 heures aprés l'infection des cellules T CD4+ en réplication (Kim er al.,
1989, Farnet et Haseltine, 1990). Alors que ce processus s'étend sur une plus longue

période, 1 a 2 jours, aprés linfection de cultures primaires de monocytes et de
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macrophages. Les ADNc de 'ARN viral en présence de la protéine de la matrice virale et de
l'intégrase, forment le complexe de préintégration. Ce complexe est transporté vers le
noyau ol I'ADN viral, sous forme circulaire, s'intégre aux chromosomes de la cellule.
L'intégration du provirus semble étre aléatoire mais essentielle pour la production, par les

cellules, de virions progéniture (Bushman et al., 1990; Muesing et al., 1985).

2-1.6 Intégration de I'ADN viral

Apres sa synthése dans le cytoplasme, 'ADN viral migre vers le noyau par un
moyen encore inconnu. L'ADN viral semble accéder au noyau lors de dissolution-
reconstitution de la membrane nucléaire durant la division cellulaire. Cependant, le VIH-1
peut aussi infecter des cellules non-divisibles comme les monocytes, les macrophages et les
cellules dendritiques (Gartner ef al., 1986, Langhoff et al., 1991).

L'ADN viral dans le noyau peut soit s'intégrer dans 'ADN de la cellule héte, soit
se circulariser (Varmus, 1988). Les deux formes d'ADN, intégrées et circulaires, sont
stables dans la cellule initialement infectée. Cependant, seules les formes intégrées se
répliquent au méme temps que la division cellulaire. Par conséquent, et en absence de
réinfection, les formes d'ADN viral circulaires sont diluées dans les populations cellulaires.
Les formes d'ADN linéaires et circulaires sont détectées dans les noyaux des cellules-T
CD4* peu apres l'infection (Kim er al., 1989; Famet et Haseltine, 1990). Contrairement
aux formes d'ADN linéaires qui disparaissent rapidement, les formes circulaires sont
stables pendant plusieurs jours et semblent servir de substrat pour la transcription de ' ARN
dans les cellules au repos (Kim ez al., 1989; Farnet et Haseltine, 1990).

L'intégrase de 31kDa dérivée du méme précurseur que celui de 'ADN polymérase
et de la ribonucléase H est présente en multiples copies dans la particule virale. Elle
reconnait spécifiquement des séquences aux extrémités de 1'ADN viral et posséde des
activités endonucléases spécifiques et non spécifiques. L'intégration du VIH-1 se fait par

des liaisons covalentes entre les extrémités de ' ADN viral et de ' ADN héte. L'ADN viral



22

est inséré entre 5 bases répétées de la séquence hote, et les deux nucléotides terminaux de
I'ADN du virus sont déletés a la jonction des séquences hotes et virales (Muesing er al.,
1985, Bushman et al., 1990). Aucun chromosome, ni site d'intégration préférentiel n'a été

détecté dans ' ADN nucléaire hote.

2-2 Expression du virus au cours de I'infection

2-2.1 Avant-propos

La réplication du VIH-1 est gouvernée par l'interaction complexe et coordonnée
d'un grand nombre de facteurs viraux et cellulaires. L'ADN proviral peut rester silencieux
en absence d'activation cellulaire, avec restriction du cycle de réplication. Cependant, et
suite a l'activation cellulaire, des facteurs transcriptionnels de I'hdte se fixent sur les sites
de reconnaissance des éléments activateurs du VIH-1, conduisant i l'induction de la
transcription virale. L'expression des génes codant pour les protéines virales régulatrices
transactivent, via des mécanismes de rétro-régulation intégrés, la transcription et
’expression des génes viraux tardifs codant pour les protéines structurales du virion. Apres
la traduction, les protéines virales sont soumnises aux modifications post-transcriptionnelles
dont le clivage, la glycosylation, la myristilation et la phosphorylation. L'assemblage de la
nucléocapside du virion, composée de 'ARN génomique, des protéines virales modifiées
et des enzymes, prend place dans la membrane plasmique. Les virions matures sont formés

par bourgeonnement a travers la membrane cellulaire durant lequel ils acquiérent une

bicouche lipidique externe contenant les glycoprotéines virale de I'enveloppe.

2-2.2 Stade précoce de l'expression virale

Les ARNm précoces produites par les cellules infectées suite a I'intégration du virus

correspondent aux transcrits doublement épissés codant principalement pour les génes
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régulateurs majeurs fat, rev et nef (Greene, 1991; Kim et al., 1989). Il semble que les
ARNm nef représentent la majorité de ces transcrits (80%) (Robert-Guroff ef al., 1990).
Cependant, et a cause de sa capacité de transactiver les promoteurs influengant la
transcription, la protéine Tat est la premiére produite. Vraisemblablement, la prédominance
de l'un des produits de ces deux génes viraux détermine si l'infection au VIH-1 rentre dans
un état productif ou latent. Ainsi, I'expression de la protéine Tat active substantiellement la
production du virus (Dayton et al., 1986, Fisher ef al., 1986). Au contraire, l'expression
de la protéine Nef par certaines souches de virus peut induire la latence (Luciw et al.,
1987), dépendant de l'effet de cette protéine sur le milieu intracellulaire. La protéine Rev est
responsable de I'équilibre entre l'expression des protéines Tat et Nef pour favoriser la
production des ARNm non-€pissés codant pour d'autres produits viraux essentiels 2 la

production de virus infectieux (Feinberg et al., 1986, Sodroski et al., 1986 a,b).
2-2.2.1 Synthése de I'ARN viral

La premiére étape dans l'expression du virus est la transcription de ' ARN 2 partir
de I'ADN viral dans le noyau de la cellule infectée. L'ARN viral est produit par I'ARN
polymérase II cellulaire. Le produit de la réaction de transcription est une molécule d'ARN
linéaire pleine-longueur qui s'étend du bout 5’ de la région R du LTR §' jusqu'au bout 3'
de la région R du LTR 3'. Les transcrits primaires contiennent des structures TAR §' et
poly A 3" terminales (fig. 4). Seul le brin sens de ' ADN viral est transcrit puis traduit en
protéines virales. Deux copies de transcrits primaires pleine-longueur sont incorporées dans
chaque particule virale bourgeonnante. Ces transcrits primaires forment un dimeére stable
qui constitue le génome de la particule virale. Les transcrits primaires pleine-longueur
contiennent multiples sites d'épissage, plus de 30 différentes formes d'ARN viral épissées
ont été identifiées dans le noyau des cellules infectées. Les transcrits non-€pissés et épissés
sont par la suite transportés vers le cytoplasme ou ils servent a diriger la synthése des

protéines virales (Schwartz et al., 1990; Purcell et Martin, 1993).
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Figure 4:

Les ARNm produits par le VIH-1.

Les codons d'initiation AUG utilisés efficacement sont indiqués par des étoiles. Les ARNm peuvent
étre groupés en deux classes: les ARNm non-épissés ou partiellement épissés contenant la séquence RRE
(rev-responsive element) dépendant de l'action rev pour leur expression et les ARNm de petites tailles
avec épissage multiple ne contenant pas la séquence RRE et sont rev-indépendant.
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2-2.2.2 Contrdéle cellulaire de l'expression virale

L'attachement et l'entrée du virus dans différents types de cellules peuvent étre
similaires, mais les événements post-pénétration différent tellement que les titres des virus
progéniture varient énormément. Ceci signifie que les facteurs viraux et intracellulaires
controlant les événements post-pénétration peuvent influencer la dissémination et la
pathogenése du VIH-1 chez I'hote (Evans et al., 1987, von Briesen et al., 1990). Ainsi, et
bien que le LTR du VIH-1 peut & lui seul remplir la fonction de promoteur du virus, la
transcription des ARNm précoces, par 'ARN polymérase II cellulaire, semble
principalement compter sur la fixation au niveau du LTR de facteurs de transcription
cellulaires. 11 s'agit particulieérement du facteur nucléaire kappa B (NF-xB), du facteur
nucléaire des cellules T-activées (NFAT), de la protéine d'activation 1 (AP-1), des
protéines SP-1 et du TBP (Tat Binding Proteins) (Gaynor, 1992). Le milieu intracellulaire
peut, grice a ces facteurs de transcription cellulaires, contrdler la dominance relative des

protéines régulatrices virales dans une cellule infectée.

Dans les cellules T activées, les interactions de facteurs intracellulaires avec des
régions du LTR viral font partie d'un processus de transduction du signal selon lequel la
fixation des antigénes ou des mitogénes au récepteur des cellules-T (CD3) et CD28 affecte
'expression génique a l'intérieur de la cellule (Garcia et al., 1987, Kato et al., 1991).
L'activation des facteurs transcriptionnels a lieu durant ces étapes de stimulation des
cellules-T. Ainsi par exemple, le NF-xB va se dissocier de son inhibiteur IxB, auquel il est
normalement associé, aprés phosphorylation de ce dernier (IxkB) par la protéine kinase C
(PKC). Ceci permet la translocation du NF-xB vers le noyau pour fixer des séquences
spécifiques du LTR proviral (Nolan et al., 1991). La perte d'expression du NF-xB par des
lignées cellulaires mutantes est associée avec une réduction de l'infection par le VIH-1

(Qian et al., 1994).
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II a déja éié montré que le CD4 est physiquement associé a la protéine tyrosine
kinase spécifique aux lymphocytes (PTK) p56ick (Sundstrom et Nilsson, 1976; Sodroski et
al., 1985). Ceci suggére un role direct du CD4 dans la transduction du signal, suite 2 la
fixation d'un antigéne au récepteur CD4, en contrdlant l'activité PTK du p56!ck (Rudd er
al., 1988; Veillette et al., 1988). La p56ck qui posséde une grande variété de cibles
intracellulaires, tel le récepteur de l'interleukine-2 (IL-2) (Hatakeyama et al., 1991),
pourrait donc affecter directement ou indirectement l'activité des facteurs cellulaires qui se
fixent au LTR du VIH-1. Comme nous l'avons déja montré (Merzouki et al., 1995)
dans un systéme d’étude de I’activation du virus, un des substrats de la p56'ck pourrait
directement ou indirecternent activer le LTR du VIH-1 aprés fixation aux éléments
régulateurs et/ou activateurs du promoteur. Certains auteurs ont montré une activation des
lymphocytes CD4* aprés attachement de la gp120 au CD4 en constatant une augmentation
des niveaux de l'inositol triphosphate intracellulaire, des niveaux de calcium, ainsi qu'une
augmentation de l'expression du récepteur IL.-2 (Fields et al., 1988, Komnfeld et al., 1988).
Cependant, et jusqu'a présent, l'effet de la transduction du signal, via le CD4, sur la
production du VIH-1 in vivo n'est pas bien connu.

Les cytokines (TNF-o en particulier) ainsi que d'autres stimuli externes peuvent
également influencer 'expression du VIH-1 aprés interaction avec le LTR viral en agissant
sur les facteurs de transactivation intracellulaires dont le NF-xB (Kinter er al., 1990,
Stanley et al., 1989). Des virus comme le CMV et I'herpes simplex peuvent aussi
augmenter la production du VIH a travers l'activation du LTR viral, un processus qui peut-

étre dirigé par une cytokine (Mosca et al., 1987, Petersen et al., 1992).
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2-2.2.3 La protéine Tat

Le géne tar contient deux exons codants dont I'ARNm final est obtenu aprés
épissage multiple des transcrits primaires du VIH-1. Lors des réactions d'épissage, les
séquences des génes gag, pol, et vif ainsi que la majeure partie des séquences du géne vpr
sont excisées de l'extrémité 5' du messager. Tandis que les séquences des genes vpt, vpu
et la grande partie des séquences du géne env sont excisées de I'extrémité 3' du messager

tat. (fig. 4) (Schwartz et al., 1990).

Pour exercer son effet, la protéine Tat interagit en frans avec une courte séquence
nucléotidique nommée Transactivator Response (TAR), en forme de boucle en épingle a
cheveux (Jakobovits et al., 1988) présente au bout 5' du brin d'ARN naissant (Cordingley
et al., 1990; Weeks et al., 1990). La protéine Tat agit en augmentant le niveau de
transcription des ARN viraux, en stabilisant les ARNm matures et en favorisant leur
traduction en protéines (Laspia et al., 1989, Roy er al., 1990). La protéine Tat augmente
aussi, I'habilité de 'ARN polymérase II a compléter les transcrits courts qui se terminent
prématurément apres l'initiation efficace de la transcription (Marciniak et al., 1990; Selby et
al., 1989; Toohey et Jones, 1989). En absence de Tat il y'a trés peu d'accumulation de

I'ARN viral.

2-2.2.4 La protéine Rev

Les transcrits primaires du VIH-1 sont transformés par les composantes cellulaires
d'epissage a plus de 30 espéces distinctes d'ARN, qui codent chacune pour au moins une
protéine (Schwartz et al., 1990). Le transcrit primaire contient 2 sites d'epissage donneurs
majeurs et au moins 3 sites mineurs 5'. Il contient aussi, au moins 7 sites d'épissage
accepteurs majeurs et de nombreux sites mineurs (Schwartz et al., 1990). La protéine virale

Rev, régulatrice de l'expression des protéines du virion contrdle sélectivement



29

l'accumulation des ARN viraux non épissés, simplement épissés ou ayant subit un épissage
multiple.

En absence de la fonction Rev les séquences des genes gag, pol, vif et la majorité
de la séguence du géne vpr, ainsi que les séquences des génes vpr et vpu et la majorité de
la séquence du géne env, sont excisées des ARNm qui quittent le noyau pour la traduction.
Ces ARNm courts ayant subit un épissage multiple codent pour les protéines fonctionnelles
Tat, Rev et Nef (fig. 4). Le géne rev est composé de deux exons codants dont le produit de
traduction est une protéine de 20 kDa (Feinberg et al., 1986, Sodroski et al., 1986a).
L'exon 5' chevauche le bout 3' du premier exon du zat, alors que le second exon chevauche
'exon codant 3' du géne tar et du géne env. Les protéines Tat et Rev ont en commun les
sites d'épissage 5' et 3' qui joignent le premier et le second exon. Les séquences
essentielles pour la fonction de la protéine Rev sont localisées entierement dans le second
exon.

La régulation sélective, par la protéine Rev, de l'expression des génes viraux se fait
par l'intermédiaire de deux séquences nucléotidiques appellées RRE et CRS. La séquence
CRS (Cis-acting Repressive Sequence), localisée sur les ARNm des génes structuraux
(gag, pol et env) (Rosen et al., 1988), agit en cis et prévient la traduction des ARNm viraux
porteurs de cette séquence en absence d'interaction de la protéine Rev fonctionnelle avec la
séquence RRE (Rev Responsive Element) localisée sur les mémes brins d'ARN (fig. 4)
(Dayton et al., 1988, Malim et al., 1989).

2-2.2.5 La protéine Nef

La protéine Nef correspond au produit du cadre de lecture ouvert 3' qui commence
du coté 3" de la séquence codante du géne env et chevauche la presque totalité de la région
U3 duLTR 3' (Rosen et al., 1985, Wain-Hobson et al., 1985). Ce cadre de lecture code
pour la protéine Nef de 25 kDa a 27 kDa qui est localisée dans le cytoplasme des cellules

infectées. La protéine Nef est phosphorylée et myristilée a l'extrémité amino-terminale
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(Arya et Gallo, 1988). Le site d'epissage 3' de I'ARN messager du géne nef est aussi le
site accepteur des seconds exons des genes tar et rev. Le codon d'initiation du nef est le
premier codon méthionine de cette ARNm (fig. 4) (Arya et al., 1985). La protéine nef n'est
pas requise pour la réplication virale dans les cellules en culture. En effet, plusieurs
souches de VIH-1, VIH-2 et SIV isolées aprés multiples passages en culture cellulaire sont
défectives pour I'expression de la protéine Nef. Il semble que les virus nef-défectifs se
répliquent plus rapidement dans les cellules en culture que les virus nef (+) (Cheng-Mayer

et al., 1989).

2-2.3 Stade tardif de I'expression du virus

La fonction de la protéine Rev divise I'étape d'expression du cycle de réplication du
virus en deux phases. Une phase précoce durant laquelle les ARNm produits aprés
épissages multiples sont traduits (Tat, Rev et Nef en particulier). Une phase tardive durant
laquelle les ARNm pleine-longueur et simplement épissés sont traduits (fig. 4).

L'événement central dans la transition de la phase précoce a la phase tardive de
I'expression, est l'accumulation de la protéine Rev fonctionnelle. Cette accumulation
dépend en fait de 1a synthése de ' ARNm pleine-longueur, qui sert de précurseur 2 ' ARNm
de Rev. Alors que la synthése de I'ARNm pleine-longueur est elle méme dépendante de la
fonction de la protéine Tat, dont I'expression dépend de la synthése de petites quantités de

transcrits primaires sans l'aide du promoteur du VIH-1.

2-2.3-1 Assemblage du précurseur de la capside

L'assemblage du précurseur de la capside a lieu au niveau de la surface interne de la
membrane plasmique (Bryant Ratner, 1990; Gottlinger et al., 1989; Pal et al., 1990).
L'assemblage, le bourgeonnement et la maturation de la capside ont lieu en absence des

glycoprotéines de l'enveloppe (Ratner ef al., 1991). Les glycoprotéines de 1'enveloppe,
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déposées a I'extérieur de la surface de la membrane plasmique, s'assemblent aux particules
virales durant le processus de bourgeonnement . Le principe qui commande I'association de
la capside du virus bourgeonnant et des glycoprotéines de l'enveloppe n'est pas bien
connu.

L'ARN génomique du virus est capturé par la polyprotéine précurseur de la capside
grice a une séquence appelée séquence d'encapsidation ou séquence Psi. Cette séquence est
localisée sur 'ARN viral a proximité du site d'initiation du précurseur de la capside
(Aldovini et Young, 1990; Lever et al., 1989). Une partie de la séquence Psi est excisée de
tous les ARNm épissés, ainsi seules les ARN viraux pleine-longueur sont incorporés dans
les particules bourgeonnantes. Seulement deux copies de I'ARN viral sont incorporées par
particule virale et ce malgré I'existence de multiples sites de fixation pour I'ARN &
I'intérieur de la particule assemblée (Darlix et al.,, 1990). Cest au moment de
l'encapsidation que I'amorce ARNt s'associe étroitement 2 'ARN viral (Kleiman et al.,
1991).

Le précurseur de la capside (Gag, p55) est clivé en quatre polypeptides majeurs. Le
polypeptide pl7 amino-terminal, myristilé qui reste associé a la surface de la membrane
(Gelderblom et al., 1987) forme la protéine de la matrice. La protéine majeure de la
capside, laquelle est initialement clivée en une protéine de 25 kDa subit une maturation en
une forme de 24 a 25 kDa lors d'un événement de clivage tardif (Tritch et al., 1991). La
protéine majeure de la capside forme une structure tubulaire autour de la ribonucléoprotéine
qui contient 'ARN viral (Gelderblom et al., 1987). La partie inteme du core du virus
contient les enzymes virales de réplication, incluant 'ADN polymérase, I'ARNase H et
l'intégrase.

La région carboxy-terminale du précurseur de la capside est clivée en deux petites
protéines de 9 kDa et de 6 kDa. La protéine de 9 kDa, appelée protéine de la nucléocapside,
se fixe & I'ARN viral (Darlix et al., 1990; Gorelick et al., 1990), alors que les séquences de

la protéine de 6 kDa sont requises pour la libération des particules virales & la surface des
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cellules infectées (Gottlinger et al., 1991).

La protéase virale, clivée a partir du précurseur Pol, en un monomere de 10 kDa
(Debouck et al., 1987) est active sous forme d’homodimere (Nutt et al., 1988). La
structure tridimensionnelle, en cristallographie par rayon X, a montré que le site actif de la
protéase est créé par l'association de deux acides aspartiques. Chaque monomére de
l'enzyme contient un seul acide aspartique, d'olt la dimérisation pour la création d'une
protéase active (Lapatto et al., 1989, Navia et al., 1989, Wlodawer et al., 1989). La
spécificité du clivage protéolytique de l'enzyme est principalement déterminée par la
séquence primaire d'acides aminés et par la structure tertiaire du substrat (Navia et al, 1989,
Weber et al., 1989). La protéase virale clive aussi le précurseur des enzymes de réplication
en ADN polymérase et intégrase de 65 kDa et 31 kDa (Lightfoote et al., 1986, Mous et al.,
1988). Plus tard dans la maturation, 'homodimére de 65kDa est clivé en une forme de
I'enzyme virale ADN polymérase-ribonucléase H de 65-51kDa. Le mécanisme d’activation
de la protéase dans la particule virale assemblée n'est pas connu. Les virus défectifs pour la
protéase s‘assemblent et bourgeonnent a partir de la surface (Gottlinger et al., 1989, Peng
et al., 1989), mais ne sont pas capables d'initier un second tour d'infection. Ceci suggére
que la défectuosité de la protéase prévient soit la pénétration dans la cellule, aprés

I'attachement et la fusion, soit 'accomplissement du processus de la transcription inverse.

2-2.3.2 Geénes régulateurs tardifs

Trois protéines virales, Vif, Vpr et Vpu, non identifiées chez d'autres rétrovirus,
sont produites tard dans le cycle d'infection, a partir dARNm simplement épissés.
L'accumulation des ARNm simplement €pissés, tard dans I'infection, est une conséquence

de la fonction Rev (fig. 4).
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2-2.3.2.1 La protéine Vif

La protéine Vif de 23 kDa (Lee et al., 1986, Kan et al., 1986) qui se retrouve dans
le cytoplasme des cellules infectées n'est pas incorporée dans les particules virales matures.
La synthése des protéines virales, I'assemblage de la capside et le bourgeonnement du virus
semblent &tre normaux dans les virus défectifs pour le géne vif. I a été rapporté que la
protéine Vif augmente l'infectivité du VIH-1. II a également €€ rapporté, mais non
confirmé, que la protéine Vif agit comme protéase pour enlever les acides aminés carboxy-
terminaux de la glycoprotéine transmembranaire de l'enveloppe, la gp4l (Guy er al.,

1991).

2-2.3.2.2 La protéine Vpr

La protéine Vpr est incorporée en multiples copies dans la particule virale mature
(Cohen et al., 1990a, Yu et al., 1990). Les virus défectifs pour la protéine Vpr initient des
nouveaux tours d'infection beaucoup plus lentement que les virus non défectifs (Cohen er
al., 1990b, Ogawa et al., 1989). La protéine Vpr produite par un géne indépendant peut-
étre incorporée en trans dans une particule virale vpr défective. Cette proiéine augmente le
niveau de transcription de 'ARN a partir des promoteurs cellulaires et viraux (Cohen et al.,
1990a). 1l semble que la présence de la protéine Vpr dans la cellule infectée augmente le
niveau basal initial de la transcription du provirus permettant ainsi la synthése des premiéres
molécules de la protéine Tat, nécessaires aux étapes subséquentes de 1'expression génique

du virus.

2-2.3.2.3 La protéine Vpu

La protéine Vpu est produite a partir du méme ARNm que celui de la glycoprotéine
de l'enveloppe. Le codon d'initiation de la Vpu est utilisé avec presque la méme fréquence

que le codon AUG de la protéine de l'enveloppe, dans les réactions de traduction in vitro.
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La protéine Vpu de 15-20 kDa, qui se retrouve dans le cytoplasme des cellules infectées
n'est pas associée a la particule virale mature (Matsuda ef al., 1988, Swrebel er al., 1988).
La Vpu peut affecter l'efficacité de l'assemblage et du bourgeonnement des particules
virales (Klimkait et al., 1990, Terwilliger et al., 1989). Elle semble également aider 2 la
dissociation des complexes gp120-CD4 formés a l'intérieur de l'appareil de Golgi (Raja et

al., 1994, Willey et al., 1992).
2-3 Cytopathogénicité et effets cytopathogéniques du VIH-1

In vivo, la pathogenése du VIH-1 se traduit principalement par les effets
cytopathiques du virus et/ou ces protéines sur les cellules de I'héte. La formation de
cellules multinucléees (syncitia) en culture de cellules (in vitro) et peut-étre méme chez
I'héte (in vivo), est la caractéristique principale de l'infection au VIH-1. Les cellules
infectées exprimant a leur surface les glycoprotéines de l'enveloppe virale peuvent diriger la
fusion avec un grand nombre de cellules CD4* non infectées entrainant la formation de
syncitia (Lifson et al., 1986 a,b,c).

Le mécanisme par lequel le VIH-1 induit la formation de syncitia n'est pas
complétement élucidé. Cependant, il est clair que I'induction de la fusion des cellules est
directement associée aux glycoprotéines de l'enveloppe. En effet, l'expression des
glycoprotéines de l'enveloppe par transfection du géne env , en absence de toutes autres
protéines régulatrices ou structurales du VIH-1 est suffisante pour induire la formation de
syncitia dans les lignées cellulaires CD4* (Merzouki et al., 1994a, Sodroski et al., 1986b,
Tang et Levy, 1990). La formation de syncitia peut-étre bloquée par certains anticorps
monoclonaux anti-CD4 montrant que la cytopathologie induite par le VIH-1 est en partie
gouvernée par l'interaction avec le récepteur CD4 (Truneh et al., 1991, Wilks er al., 1990).

L'introduction de mutations spécifiques au niveau du site de clivage de la gp160
entraine, in vitro, une baisse dramatique de la formation de syncitia. Ceci montre

I'importance du clivage de la gpl160 par les protéases de la cellule, dans l'induction de
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l'activité fusiogénique de l'enveloppe (Freed et al., 1989, Bosch et Pfeiffer, 1992). En
effet, la région N-terminale de la gp41, générée aprés ce clivage, contient une région
composée presque entiérement d'acides aminés hydrophobes (Gallaher, 1987) similaire a
celle impliquée dans la fusion virus-cellule chez les orthomyxovirus et les paramyxovirus
(Freed et al., 1990). Certaines protéines de la membrane cellulaire, telles l'intégrine et
LFA-1, peuvent également étre impliquées dans le processus de fusion cellule-cellule
(Hildreth et Orentas, 1989). Il a été montré que des anticorps monoclonaux contre ces
protéines de surface bloquent la formation de syncitia mais pas l'infection virale (Pantaleo
et al., 1991). L'évidence de la présence, sauf dans le cerveau, de cellules multinucléees in
vivo n'est toujours pas bien établie (Pang et al., 1990, Sharer et al., 1985).

In vivo, I'effet cytopathique du VIH-1 sur les cellules CD4* n'est pas uniquement
limité a l'induction de syncitia. En fait, les lymphocytes périphériques normaux sont
souvent tués sans évidence de fusion cellule-cellule. Une auto-fusion a été considérée
impliquant des changements dans la perméabilité de la membrane plasmique de la cellule
infectée (Bergeron et Sodroski, 1992, Somasundaran et Robinson, 1987). D'autres
mécanismes qui peuvent étre impliqués dans la cytopathologie virale sont: i) I'accumulation
de haut niveaux d'ADN de VIH-1 non-intégré capable d'altérer la perméabilité de la
membrane cellulaire (Leonard et al., 1988). Dans le cerveau, les dommages neurologiques
ont été associés a la présence dans les cellules de grandes quantité d'ADN viral non-intégré
(Pang et al., 1990); ii) la formation de complexe intraceilulaire CD4-gp120 entrainant une
réduction des ARNm de CD4 et des protéines dans les cellules infectées (Hoxie et al.,
1986), iii) la production des seconds messagers altérés, suite a la transduction du signal
(Gupta et Vayuvegula, 1987); iv) 'accumulation des protéines virales incluant la gp160,
gp41, Nef, et Tat, peut également causer la mort de la cellule (Perez et al., 1992, Sabatier et
al., 1991, Sodroski et al., 1986b, Werner et al., 1991), v) la gp160 semble étre impliquée
dans l'induction de la mort programmée des cellules ou apoptose (Lu et al., 1994), et, vi) la

destruction auto-immune des cellules CD4+ normales ayant fixées la gp120 circulante, par
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les cellules-T cytotoxiques spécifiques au VIH-1 (CTL) (Koenig et al., 1988, Walker et al.,
1987, 1990), et par le mécanisme de cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC)
(Blumberg et al., 1987, Ojo-Amaize et al., 1987). Le niveau d’implication de chacun ou de

tous ces processus dans la cytopathologie causée par le VIH-1 n'est pas bien connu.
2-4  Tropisme du VIH-1

Le niveau d'expression des récepteurs CD4 semble influencer la susceptibilité de
certaines cellules a l'infection par le VIH-1 (Asjo et al., 1987) mais la corrélation entre
l'infectivité et I'expression du CD4 n'est pas absolue. La lignée cellulaire monocytaire
U937 ayant un plus haut pourcentage de cellules CD4+ que la lignée de cellules-T H9, est
moins susceptible a l'infection par la souche VIH-1 W13 (Kim et al., 1990). Ceci est
attribuée a une entrée inefficace du virus. En effet, Cann et al. (1990) ont montré que la
réplication restreinte du VIH-1 JR-CSF (clone moléculaire) dans les lignées de cellules-T
est outrepassée par la transfection directe de ' ADN proviral du VIH-1 JR-CSF dans les
cellules non permissives.

L'entrée inefficace du VIH-1 dans des cellules CD4+ telles les lymphocytes CD4+
au repos ou les monocytes CD4+ non-différenciés peut étre due a I'absence de récepteurs
secondaires nécessaires a l'infection par le VIH-1. Des protéines de surface de la cellule qui
réagissent avec des régions de la gp41 ou avec la boucle V3 ont déja été décrites et peuvent
étre les présumées molécules “récepteurs” de fusion ( Henderson et Qureshi, 1993,
Murakami et al., 1993). Les travaux de Callebaut et al. (1993) supportent le réle possible
de la molécule CD26 comme récepteur secondaire pour le VIH-1. Cependant, le fait que le
CD26 est un nouveau récepteur pour le VIH-1 ne fait pas l'unanimité. En particulier depuis
qu'il a été démontré que les anticorps contre le CD26 n'inhibent pas la fusion cellule-cellule
(Stamatatos et al., 1994) et que des lignées de cellules-T humaines (e.g., Jurkat, HUT 78)

qui n'expriment pas le CD26 sont hautement susceptibles a I'infection par le VIH-1.
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Le VIH-1 peut également infecter des variétés de cellules avec un niveau
d'expression de CD4 non détectable. Il s'agit par exemple des cellules B, des cellules NK,
des cellules folliculaires dendritiques, des cellules endothéliales de la moelle osseuse, des
cellules gliales, des oligodendrocytes, des astrocytes, des fibroblastes, des cellules de
Langerhans, des cellules coloréctales, des cellules tubulaires rénales, des hépatocytes, des
cellules de la rétine et des cellules de la prostate (Barboza et al., 1992, Cao et al., 1990,
Cheng-Mayer et al., 1990, Chehimi et al., 1991, Clapham et al., 1989, Patterson et
Knight, 1987, Tateno et al., 1989). L'entrée et la réplication du VIH-1 dans ces cellules in

vitro est généralement inefficace.

L'infection par le VIH-1 de cellules CD4- peut étre due 4 la présence d'un récepteur

cellulaire alternatif pour le VIH-1. Il s'agit par exemple de la molécule glycolipide

Galactosyl Ceramide (GalC) identifiée a la surface des cellules CD4- dérivées du cerveau,
et qui est utilisé comme récepteur alternatif par le VIH-1 (Harouse et al., 1991). Le
récepteur GalC a été également associé a l'infection des cellules dérivées de l'intestin (Yahi
et al., 1992).

La molécule d'adhésion LFA-1 peut également offrir un mécanisme alternatif pour
I'entrée du virus via la fusion cellule-cellule qui permet le transfert du virus de cellule 2
cellule (Hansen et al., 1991, Hildreth et Orentas, 1989). D’autre part, Curtis et al. (1992)

ont rapporté que les lectines fixant le mannose associées a la membrane des cellules

placentaires CD4"~ pourraient servir de récepteur alternatif pour l'entrée du virus. Ceci
concorde bien avec le fait que la gp120 du VIH-1 contient des concentrations élevées de
mannose (Hansen et al., 1991).

Le VIH-1 peut également infecter les cellules par des mécanismes qui prennent
avantage de la réponse immunitaire de I'hdte a l'infection. En effet plusieurs études ont
montré que le phénomene ADE “(antibody dependent enhancement)” associé a l'infection
au VIH-1 a lieu suite a la réponse humorale. Ce phénoméne implique vraisemblablement la

fixation de la portion Fab des anticorps non-neutralisants a la surface du virion et le
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transfert du virus dans la cellule a travers le récepteur du complément ou le récepteur Fc
(Homsy et al., 1989, Laurence et al., 1990, Reisinger ef al., 1990).

Une autre hypotheése a été émise pour expliquer les mécanismes qui gouvernent

I’infection des cellules CD4- et selon laquelle I'élargissement du tropisme cellulaire est di a
I’apparition de virus pseudotypes. Ces virus pseudotypes surgissent lors de I'étape
d'assemblage durant laquelle les glycoprotéines de I'enveloppe sont échangées entre deux
virus enveloppés sans aucune parenté. Il en résulte des virions avec une mosaique de
glycoprotéines de l'enveloppe.

De nombreuses études indiquent que le VIH-1 peut former des virus pseudotypes
dans les cellules infectées avec le virus de la léucemie murine xénotropique (MLV) (Lusso
et al., 1990), et amphotropique (AMLYV) (Chesebro er al., 1990, Spector et al., 1990), le
virus de la stomatite vésiculaire (Dalgleish et al., 1984, Maddon et al., 1986, Zhu et al.,
1990), le virus herpes simplex (Zhu et al., 1990), et le virus de la léucemie humaine des
cellules T (HTLV) (Clapham et al., 1984, Landau et al., 1991).

Les virus pseudotypes n'ont pas été isolés chez les individus infectés par le VIH-1.
Cependant, la fréquence d'infections multiples avec le HTLV, le cytomégalovirus (CMV),
le virus d'Epstein-Barr (EBV), le virus herpes humain type-6 (HHV-6) et d'autres virus,
(Fiala et al., 1986, Lee et al., 1989, Salahuddin et al., 1986) durant l'infection par le VIH-

1 suggérent que ces pseudotypes peuvent émerger et comptent en partic dans la

dissémination du virus dans les cellules CD4-.

11 a été montré récemment que les chémokines et leur récepteurs, qui appartiennent a
la superfamille des récepteurs hétérodimériques "GTP-binding protein” (protéine G),
peuvent jouer un role trés important dans la régulation de I'infection au VIH-1. En effet,
Berson et al., 1996; Choe et al., 1996; Deng et al., 1996; Doranz et al., 1996; Dragic et al.,
1996; Feng ef al., 1996 ont montré que le récepteur C-C chémokine LESTR/Fusine agit

comme co-récepteur avec la molécule CD4 pour I’entrée dans les cellules des souches de
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VIH-1 cellules-T tropique (cofacteur de fusion), mais ne peut cependant agir comme co-
récepteur pour I’entrée des souches de VIH-1 macrophage-tropique. Alkhatib ef al., 1996;
Choe et al., 1996; Deng et al., 1996; Doranz et al., 1996; Dragic et al., 1996 ont montré
que le récepteur CCRS5 des B-chémokines qui est en fait le récepteur cellulaire principal pour
les chémokines RANTES, MIP-1a et MIP-1p, agit comme co-récepteur pour I’entrée des

souches de VIH-1 macrophage-tropique.

Ces chémokines, capables de supprimer I’infection au VIH-1 (Cocchi et al., 1995),
sont produites a des niveaux élevés par les cellules CD8" de patients infectés par le VIH-1 et
par les cellules CD4" d’individus, a hauts risques et longues termes séronégatifs, qui
semblent étre réfractaires a I’infection ex vivo par le VIH-1 (Feng ef al., 1996). Le mode
d’action des B-chémokines n’est pas bien connu mais pourrait impliquer une inhibition
compétitive des interactions récepteur-VIH-1 et/ou de I'initiation des voies de signalisation
cellulaire qui se traduit par une dissémination limitée du virus. Cependant, il a été¢ montré
que la boucle V3 de la gp120 est impliquée dans le tropisme cellulaire et dans la sélection
du co-récepteur (Ashorn ez al., 1990; Broder et al., 1993; Broder et Berger, 1995; Choe et
al., 1996; Deng et al., 1996; Feng et al., 1996).

L’identification des récepteurs C-C ou B-chémokines (LESTR/Fusine, CCR2,
CCR3, CCRS5) comme co-récepteurs (cofacteurs) pour ’entrée dans les cellules des
souches de VIH-1 cellules-T et macrophage-tropiques est d’une grande importance pour la
compréhension des bases moléculaires du tropisme viral qui pourrait offrir de nouvelles
voies pour le développement de stratégies antivirales (Alkhatib et al., 1996; Choe et al.,

1996; Deng et al., 1996, Dragic et al., 1996; Feng et al., 1996).
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3. Variabilité génétique et diversité

L'une des caractéristiques majeures des VIH, est leur diversité génétique qui touche
en particulier le géne de l'enveloppe. Cette variabilité est en partie responsable des
difficultés rencontrées pour le développement d'un vaccin efficace et probablement des
divergences dans les propriétés biologiques des différents isolats. Il n'est toujours pas bien
défini comment des souches de VIH-1 avec des propriétés biologiques différentes peuvent
surgir au cours de l'infection, par contre il est bien connu que les erreurs introduites par la
transcriptase inverse participent siirement et activement dans le changement des génomes
(Preston et al., 1988, Roberts er al., 1988, Takeuchi et al., 1988). Des changements qui
peuvent atteindre 10 paires de bases par génome viral par cycle de réplication (Preston et
al., 1988).

La distribution et le degré de variabilité n'est pas uniforme sur tout le génome viral.
Le géne env est le plus variable, alors que les génes gag et pol sont relativement conservés.
A l'intérieur du géne env, la fréquence de variation est plus importante dans des régions
appelées domaines variables (VI a V5) par rapport aux régions appellées domaines
conservés (Cl a C6) (Modrow et al., 1987). Les changements dans le géne env
correspondent a des délétions, insertions et/ou duplications, contrairement aux
changements observés dans les régions plus conservées comme gag et pol, ol ils
correspondent largement a des mutations ponctuelles. En plus, les changements d'un
simple nucléotide dans le géne env touchent fréquemment le premier ou le second
nucléotide du codon, conduisant a4 des substitutions d'acides aminés non-silencieuses
(mutations non-synonymes). De méme les changements dans la troisiéme position du
codon peuvent étre également associés a des changements d'acides aminés, contrairement 2
ceux dans le géne gag, le plus souvent silencieux (mutations synonymes).

Le haut niveau de mutation des séquences et I'évidence d'une diversité génotypique

a l'intérieur d'isolats séquentiels (Saag er al., 1988), suggérent que le VIH-1 évolue
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rapidement et continuellement in vivo comme population hétérogéne de variants proches
mais non identiques appelés "quasi-espéces”.

Des variants de VIH-1 (isolés chez un méme individu) avec des activités
biologiques divergentes ont été identifiés suggérant que les changements génotypiques
peuvent influencer les propriétés fonctionnelles du virus (Fisher et al., 1988, Sakai et al.,
1988). Une corrélation a également été montrée entre 1'émergence, in vitro, de variants de
VIH-1 plus cytopathogeénes et la progression de la maladie, il s'agit de variants ou “quasi-
especes” inducteur de syncitia (SI) (Cheng-Mayer et al., 1988; Cornelissen et al., 1995; de
Jong et al., 1992a, b; Fouchier et al., 1992; Kuiken er al., 1995). Contrairement aux
variants VIH-1 isolés chez les patients asymptomatiques, qui se répliquent lentement et
produisent peu de virus en culture cellulaire (variants ou "quasi-espéces” non-inducteur de
syncitia, NSI), les virus isolés chez les patients durant les stades avancés de la maladie, se
répliquent rapidement et produisent des titres élevés de virus en culture cellulaire (Asjo et
al., 1986, Camerini et al., 1994, Fenyo et al., 1988; Roos et al., 1992).

Koot et al. (1993) ont rapporté que l'apparition dans le sang de tels variants SI,
avec un tropisme élevée pour les cellules-T, peut prédire la progression vers le SIDA dans
un intervalle de deux ans. D'autres érudes ont confirmé que la présence chez les individus
de virus SI durant l'infection primaire est en corrélation avec la dépletion accélérée des
cellules CD4* et la progression rapide de la maladie (Donaldson et al., 1994, Nielsen et al.,
1993, Roos et al., 1992). Camerini et al. (1994), en utilisant des implants de thymus foetal
dans les souris SCID-humanisés ont montré que la destruction de ce tissu est plus rapide en
présence de virus SI qu'en présence de virus non-inducteur de syncitia (NSI).

La présence de variants VIH-1 de phénotype SI a été associée au déclin rapide des
cellules CD4*, caractéristique de la progression de la maladie (Donaldson et al., 1994, Koot
et al., 1993, Nielsen et al., 1993, Roos et al., 1992). Cependant, les individus infectés par
des variants NSI peuvent également subir, avec le temps, la chute de leur cellules CD4+ et

la progression vers la maladie (Richman et Bozzette, 1994). Ces observations semblent
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converger vers le fait qu'il serait peut-étre plus important de considérer la vitesse et le
niveau de réplication du virus plutét que sa cytopathogénicité, pour expliquer l'altération de
la fonction des cellules-T et les pertubrations graduelles du systéme immunitaire associées a
la progression de l'infection vers le stade SIDA.

Groenink et al. (1991) ont montré que la capacité des clones moléculaires (dérivés
d'un isolat unique) a induire la formation des syncitia ou & présenter un tropisme pour les
cellules-T sont des propriétés qui peuvent étre discernées au niveau clonal. Ces travaux
supportent le fait que les isolats du VIH-1 contiennent de multiples génotypes viraux qui,
dépendamment de la nature et de I'importance de la diversité génétique, peuvent contribuer
a modeler le phénotype biologique du virus (de Jong et al., 1992a, b; Fouchier et al., 1992;
Kuiken et al., 1995; Comelissen et al., 1995).

De nombreuses études ont démontré que la région de l'enveloppe contient les
séquences génétiques primaires responsables du tropisme et de la cytopathologie du virus
(Arya et Sadaie, 1993, Cann et al., 1990, Carrillo er al., 1993, Cheng-Mayer et al., 1990,
Chesebro et al., 1991, Liu et al., 1990. O'Brien et al., 1990, Shioda et al., 1992, York-
Higgins et al., 1990). Shioda et al., (1992) ont montré que le changement de trois acides
aminés dans la boucle V3 de la gp120 (positions 311, 319, et 323) confere a des souches
de VIH-1 normalement cellules-T tropique, un tropisme pour les macrophages. De leur c6té
Carrillo et al. (1993) ont réussi a éliminer complétement le tropisme pour les cellules-T de
certains isolats viraux en remplagant leur boucle V3 par la boucle V3 de variants ayant un

tropisme pour les macrophages.
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4. Quantification de l'infection in vivo

L'infection primaire par le VIH-1 est caractérisée par une phase aigu€ de la maladie,
et pendant une courte période précédant la séroconversion, le virus est détecté dans le fluide
cérébro-spinal, dans les cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC) et dans le
plasma (Albert et al., 1987, Daar et al., 1991, Gaines et al., 1987, Goudsmit et al., 1986).
Un haut niveau de virus infectieux a rarement été démontré dans le plasma et les PBMC
durant l'infection primaire. Le déclin rapide de la quantité de virus libres et de virus
associés aux cellules observé a la séroconversion, témoigne du développement chez I'hbte
de réponses immunes effectives capables de limiter la réplication virale (Daar et al., 1991).
Cependant, plusieurs travaux et en particulier ceux de Fauci (1993) et Pantaleo et al.,
(1993b) ont mis a jour d'autres facteurs pouvant expliquer la charge virale faible dans le
systéme périphérique durant les stades précoces de l'infection. Ces faits suggerent que le
VIH-1 est séquestré dans les nodules lymphatiques a travers le réseau des cellules
dendritiques folliculaire (formant peut-étre des complexes avec le complément et/ou les
anticorps). En effet, Nuovo er al. (1994a,b) ont montré la présence de VIH-1 dans 20%
des cellules dendritiques folliculaires, CD21+. Ces cellules dendritiques folliculaires sont
en contact trés étroit avec les lymphocytes. Ainsi, et avec la progression vers la maladie, les
nodules lymphatiques s'atrophient et les virus et les cellules CD4+ infectées sont relachées

dans le sang périphérique (Fauci, 1993; Nuovo et al., 1994a,b; Pantaleo et al., 1993b)

La relation entre la charge virale et le statut immunologique des individus infectés
par le VIH-1 a ét¢é intensivement étudiée. Simmonds et al. (1990b) ont montré, en utilisant
la technique PCR, que la fréquence moyenne de PBMC porteurs de provirus est de l'ordre
de 1 dans 8 000 cellules. Cette fréquence est plus faible chez les patients asymptomatiques
(1 dans 6 000 a | dans 80 000 cellules) que chez les patients au stade SIDA (1 dans 7704 1
dans 3 300 cellules). La fréquence des cellules-T CD4+ contenant 'ADN du VIH-1 a été
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estimée & au moins 1 dans 100 cellules chez les patients au stade SIDA, et de 1 dans 100 a

1 dans 100 000 cellules chez les patients asymptomatiques.

Ho et al. (1989) ont montré que la fréquence de PBMC infectées a passé de 1 dans
50 000 cellules chez les patients asymptomatiques a environ 1 dans 400 cellules chez les
patients au stade SIDA. Alors que des travaux utilisant la technique de qc-PCR ont montré
que le nombre de cellules CD4+ infectées dans le sang est de I'ordre de 1 dans 10 chez
certains patients au stade SIDA et peut atteindre 1 dans 1 000 chez certains individus
asymptomatiques (Hsia et Spector, 1991, Schnittman et al., 1989). Bagasra et al. (1992) et
Patterson et al. (1993), ont montré, en utilisant la technique d'hybridation PCR-in situ, que
chez les patients symptomatiques 1 PBMC sur 10 est infectée. Ces observations
augmentent énormément le nombre de cellules pouvant étre considérées comme cibles pour
I'infection par le VIH-1 et confirme par conséquent la nature polytropique du virus.

Les études par PCR ont établi la présence de haut niveaux de VIH-1, en particulier
dans les lymphocytes CD4+ et les nodules lymphatiques des individus infectés (Embretson
et al., 1993, Nuovo et al., 1994a,b, Pantaleo ef al., 1993a). Avec environ 500 milliards a
1000 milliards de cellules blanches dans I'organisme, certains auteurs estiment que chez les
individus infectés asymptomatiques, 20 a 30% de ces cellules (principalement des CD4+)
peuvent étre infectées par le VIH (Embretson et al., 1993, Pantaleo er al., 1993a).
Cependant, en mesurant le niveau de transcription de I'ARN viral, il a été suggéré que la
majorité de ces cellules infectées ne produisent pas le virus. En fait, seule 1 dans 300 a 1
dans 400 cellules infectées dans les nodules lymphatiques des individus asymptomatiques
semble produire le virus (Embretson et al., 1993, Pantaleo et al., 1993a). La relation entre
les cellules CD4+ infectées dans le sang et la quantité des cellules porteuses du VIH dans
l'organisme (e.g. tissu lymphoide) n'est pas bien définie. Fauci (1993) et Pantaleo ef al.
(1993a) ont alors suggéré que le sang ne représente qu'une trés petite fenétre sur la
dynamique de I'infection et la charge virale chez I'héte, en particulier durant la période

asymptomatique (Piatak et al., 1993). Effectivement les derniers travaux de Ho et al.,
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(1995) et de Wei et al., (1995) sur la dynamique de l'infection par le VIH-1 et la rotation de

la population virale, supportent ces faits et en fournissent de nouvelles interprétations.

Contrairement & ce qu'il était généralement accepté Ho er al. (1995), ainsi que Wei
et al. (1995) ont montré que l'infection au VIH-1 n'est pas une infection latente au réveil
tardif, mais plutdt une infection qui obéit & un processus dynamique au cours duquel
jusqu'a 10 milliards de particules virales sont relichés dans la circulation chaque jour. Un
nombre équivalent de virus est éliminé par le systéme immunitaire. Cependant et grace a la
rapidité de la rotation de la population virale, la moitié des virus éliminés sont remplacés en
6 heures (la demi-vie des virus est de 6 heures), alors qu'il faudrait en moyenne 1 a 2 jours
pour qu'une de ces nouvelles particules virales infecte une nouvelle cellule (la demi-vie des
cellules infectées est de un jour et demi). Avec cette vitesse de rotation de la population
virale, et vu le taux de mutation du VIH, il a été estimé qu'une mutation virale se produit
chaque jour. Certaines de ces mutations conférent une résistance aux traitements antiviraux.

Wei et al. (1995) ont démontré que la majorité des cellules infectées, 400 a 800
cellules par million, contiennent des virus défectifs incapables de se répliquer, par rapport a
une faible quantité de cellules actives, 10 a 20 cellules par million, porteuses de virus
infectieux et capables de se répliquer. La demi-vie des cellules actives est de moins de 5
jours, il existe donc un troisieme groupe de cellules de taille trés restreinte, environ 0,3
cellules par million, qui contient du virus latent mais qui peut s'activer ultérieurement. Ces
cellules, méme trés peu nombreuses, pourraient suffire a relancer le processus infectieux, et
I'évolution vers la maladie, dans le cas ol toutes les cellules infectées et activées sont

détruites par le systéme immunitaire ou par un traitement antiviral.
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5- Réponse immunitaire & l'infection au VIH-1

5-1 Avant-propos

L'infection au VIH-1 entraine le plus souvent la génération de réponses
immunitaires antivirales humorales et cellulaires polyvalentes. Certaines de ces réponses
persistent a travers la progression de la maladie, alors que d'autres succombent aux formes
variées de suppression immunes qui marquent la progression vers le SIDA. Les effets
antiviraux majeurs des anticorps sont attribués & leur propriétés de neutralisation et 2 leur
habilité a diriger la cytotoxicit¢ dépendante des anticorps aprés fixation aux cellules
effectrices (NK/K). Les lymphocytes T-cytotoxiques spécifiques au VIH-1 représentent
une partie importante des réponses immunitaires contre le VIH-1, et sont présentes chez un
pourcentage élevé de patients. Cependant, les mécanismes immunitaires impliquant des
cellules effectrices peuvent avoir un double réle. Le premier est protecteur lors de la
réponse initiale 2 I'infection et durant laquelle ces mécanismes sont désignés a neutraliser le
VIH libre et a éliminer les cellules infectées. Le second est pathogénique lors de la phase
chronique de I'infection, ol ces mémes mécanismes peuvent étre impliqués dans
I'élimination des cellules infectées par le VIH (i.e. les cellules-T CD4, cellules dendritiques
folliculaires et les macrophages) aidant a la détérioration progressive du systéme

immunitaire.
5-2 Réponse humorale

Dans le cas du VIH-1, la séroconversion peut avoir lien quelques jours aprés
l'infection. Chez certains individus, les anticorps antiviraux sont détectés (réponse IgM) six
jours apres l'infection (Cooper et al., 1985, Gaines et al., 1988). Par la suite des niveaux
IgG peuvent étre démontrés, généralement dans un intervalle de deux semaines. Chez

certains individus, les anticorps de séroconversion n'apparaissent que plusieurs mois aprés
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I'infection (Gaines et al., 1987, Horsburgh et al., 1989, Tindall et Cooper, 1991). Les
anticorps anti-p24 apparaissent dans les deux premi¢res semaines de Il'infection aigué et
atteignent leur niveau le plus élevé durant le stade asymptomatique avant de chuter avec la
progression de l'infection & des niveaux généralement non-détectables (Clark er al., 1991,

Daar et al., 1991).

5-2.1 Anticorps neutralisants anti-VIH-1

Les anticorps neutralisants anti-VIH-1 bloquent I'infection en inhibant l'interaction
gp120-CD4, en inhibant la fusion des membranes virales et plasmiques et en empéchant
l'entrée de la nucléocapside virale dans la cellule (Berman et al., 1990, Emini et al., 1990,
Girard et al., 1991). Les anticorps neutralisants peuvent étre spécifiques au type
(neutralisent un type unique de VIH-1 ou des types apparentés) (Palker et al., 1988,
Goudsmit et al., 1988a) ou spécifiques au groupe (neutralisent plusieurs types de VIH-1,
sans tenir compte du degré de diversité de leur séquences primaires) (Weiss er al., 1986).
Au moins 5 régions de I'enveloppe virale semblent étre impliquées dans la neutralisation du
VIH-1. Quatre régions de la gp120 et la région immunodominante de la gp41 (Goudsmit et
al., 1988a, Ho et al., 1991, Palker et al., 1988, Putney et al., 1986, Rusche et al., 1988,
Weiss et al., 1986).

Le domaine immunodominant principal de neutralisation, le PND, de la gp120 se
trouve dans la portion centrale (couronne) de la boucle V3 (a.a. 308-322) (Broliden et al.,
1991 et 1992, Javaherian et al., 1989, LaRosa et al., 1990a,b). Les anticorps dirigés contre
le PND inhibent l'infection en empéchant le clivage de la gpl20, et par conséquent son
changement conformationnel requis pour l'entrée virale dans la cellule, et la fusion des
cellules infectées (Clements er al., 1991, Kido ef al., 1990). Des anticorps contre le PND
n'ont pas réussi a neutraliser des mutants ayant la méme séquence de la boucle V3, mais
avec des changements au niveau d'autres régions de la gp120 (Klasse et al., 1993, Willey

et al., 1989). Ceci suggeére la présence, en méme temps, des épitopes linéaires et
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conformationnels au niveau de la boucle V3.

La seconde région de neutralisation majeure sur la gp120 est le domaine de fixation
de la gp120 au récepteur CD4 (a.a. 413 a 447) (Lasky et al., 1987). Les anticorps contre
cette région neutralisent un grand nombre de souches différentes de VIH-1, méme avec des
boucles V3 différentes (Kang et al., 1991, Pinter er al., 1993, Steimer et al., 1991b). Ces
anticorps sont dépendants de la conformation, et reconnaissent des €pitopes discontinus sur
la gp120 impliqués dans l'interaction avec le récepteur CD4 (Moore et Ho, 1993, Steimer et
al., 1991b, Thali et al., 1992). Le troisiéme et le quatrieme site majeur de neutralisation sur
la gp120 se retrouvent au niveau des régions V1 et V2 (Fung et al., 1992, Haigwood et al.,
1990, McKeating et al., 1993). Les déterminants semblent étre linéaires et
conformationnels, et sont reconnus par des anticorps dingés contre des épitopes glycosylés
et non-glycosylés (Ho et al., 1991, McKeating et al., 1993).

Le role et I'intérét clinique de ces anticorps neutralisants n'est pas trés clair. Chez
certains individus infectés, les anticorps neutralisants rencontrés dans le plasma peuvent
étre dirigés contre les isolats viraux précoces et non pas contre les isolats présents au
moment de la collecte du plasma, suggérant une reconnaissance tardive du VIH-1 par le
systéme immunitaire (Wrin ef al., 1994). En plus, les changements du virus en réponse 2 la
pression immunitaire, pour échapper a la neutralisation font que ces anticorps neutralisants,
peut-étre efficaces au début de l'infection, ont moins d'effet durant les stades tardifs de
l'infection (Arendrup et al., 1992, McKeating et al., 1989, Nara et al., 1990, Reitz ef al.,
1988)

5-2.2 Cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC)

Un mécanisme de défense immunologique opérationnel, et semble-t-il trés efficace,
contre les infections virales et les tumeurs est la cytotoxicité cellulaire dépendante des

anticorps (ADCC). Lors de cette réaction, les anticorps, spécifiques des antigénes vont se
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fixer & des structures de surface de cellules cibles, entrainant leur déstruction, non restreinte
au CMH, par des cellules effectrices CD16% exprimant le récepteur Fc.

Dans les cas de l'infection au VIH-1, les anticorps ADCC anti-VIH-1 sont parmi les
premiers a apparaitre chez les patients récemment séroconvertis (2 & 12 mois apres la
séroconversion) (Bolognesi, 1988; Goudsmit et al., 1988a,b), contrairement aux anticorps
neutralisants qui apparaissent plus tard et qui sont initialement spécifiques a l'isolat. Les
anticorps ADCC dirigent, dés le début de l'infection, la lyse des cellules cibles infectées
par des isolats viraux divergents (Ljunggren et al., 1989a; Lyerly et al., 1987a,b). Ceci est
d'autant plus important depuis qu'il a été établi que la transmission du VIH-1 a l'intérieur
des groupes a risque se produit & travers une combinaison de virus libres et de cellules
allogéniques infectées. L'ADCC peut ainsi aider a éliminer de la circulation les cellules
hétérologues infectées avec une large variété d'isolats viraux.

Seules les cellules activées exprimant les antigénes de surface du VIH-1 peuvent
servir de cibles pour 'ADCC (Koup et al., 1989, Tanneau er al., 1990). Ainsi les anticorps
ADCC spécifiques au VIH-1 principalement des IgG1 (Ljunggren et al ., 1988), se fixent
aux antigénes viraux (gpl20/41) présents a la surface des cellules infectées, qui sont alors
tuées par les cellules effectrices (NK/K). Alors que seules les glycoprotéines de
I'enveloppe (gp120/41) semblent servir de cibles pour les anticorps ADCC, aucune
corrélation n'a éi€ établie entre le pouvoir de neutralisation et l'habilité des sérums de
patients a diriger 'ADCC. Ceci suggére que les épitopes servant de cibles pour I'ADCC
sont distincts des €pitopes de neutralisation (Bottiger er al., 1988). Le fait que l'activité
antivirale de la réponse ADCC est plus importante chez les patients asymptomatiques que
chez les patients a des stades avancés de la maladie suggére un rdle protecteur de I'ADCC
chez les individus séropositifs (Blumberg et al., 1987, Ahmad et al., 1994, Ahmad et
Menezes, 1995, 1996, Merzouki et al., 1994a, Rook et al,1987; Tyler et al., 1990a).
Cependant, le niveau d'implication de la réponse ADCC dans le maintien de I'état

asymptomatique et son réle durant la progression de l'infection sont encore mal définis. En
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plus, il a déja éé montré qu'il y a une perte d'habilité des anticorps neutralisants a
neutraliser leur virus autologues, des mois apres l'infection avec le VIH-1, peut-étre due a
des événements de mutations dirigés par les antigénes viraux. Pour 'ADCC, il reste encore
a évaluer si les cellules effectrices et le sérum d'un méme patient sont capables de diriger
une activité d'ADCC contre des cibles autologues exprimant les souches virales autologues
a différents stades de l'infection.

La cartographie, & l'aide d'anticorps monoclonaux de souris (IgGl) (Broliden et
al., 1990) et d'anticorps monoclonaux chiméres souris-humain (Liou et al., 1989), a
permis de localiser deux épitopes ADCC au niveau de la région V3 de la gp120 dont les
séquences en acides aminés sont RIQRGPGRAFVTIGK (a.a. 308-322) et
RKSIRIQRGPGRAFY (a.a. 304-324). Forthal et al. (1995) ont montré, en utilisant un
anticorps monoclonal humain (IgG1A), que la séquence de I'épitope ADCC au niveau de la
région V3 se réduit i la séquence GRAF. A remarquer, cependant que la séquence GRAF
se trouve dans la région intersection des deux épitopes ADCC déja cartographiés au niveau

de la région V3.

Lyerly et al. (1987b) ont localisé un épitope ADCC d'environ 40 acides aminés au
niveau de la région C-terminale de la gp120, en étudiant les profils d'adsorption d'anticorps
anti-gpl20 a la protéine recombinante pEnv9. L'utilisation d'anticorps monoclonaux
humains (IgG1A et IgG3A) par Forthal et al. (1995), a montré que 1'épitope ADCC a
I'extrémité C-terminale de la gp120 se réduit a 7 acides aminés (a.a. 503-509). Deux autres
épitopes ADCC ont ét€ cartographiés au niveau de la gp4l, a laide d'anticorps
monoclonaux humains (IgG1x et [gG2K) (Broliden ef al., 1992; Forthal et al., 1995). Le
premier est localisé dans la région immunodominante de la gp41 (a.a. 579-604) alors que le

second est localisé dans une région plus conservée de la gp41 (a.a. 644-663).
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5-3 Réponse cellulaire

L'immunité cellulaire est présente chez les individus exposés au VIH avant
l'immunité humorale (Clerici er al., 1992, 1994). En effet, Clerici ef al. (1992, 1994) ont
détecté des réponses prolifératives des cellules-T-auxiliaires spécifiques aux peptides VIH,
peu de temps apres l'infection aigué mais avant que la séroconversion ne prenne place. En
plus, d'autres auteurs ont montré une activité anti-VIH des cellules CD8+ chez les individus
infectés, avant la séroconversion. Cette réponse des cellules CD8¥, capable de supprimer la
réplication du VIH, apparait avant la détection des anticorps neutralisants et pendant la
diminution de la virémie. Ceci suggére que l'immunité cellulaire constitue le premier

mécanisme de contrdle de la réplication du VIH, immédiatement aprés l'infection.

5-3.1 Réponse des lymphocytes-T et la fonction des cellules CD4+

Les épitopes reconnus par les cellules T-auxiliaires ont été identifiés sur les
protéines Env, Gag et Pol du VIH-1. Cependant, peu de ces épitopes sont
immunodominants méme s'ils sont fréquemment reconnus par les cellules-T de patients
infectés et d'animaux immunisés. L'activité cytotoxique des cellules CD4+ est dirigée
contre les cellules infectées, ou les cellules exprimant des peptides de VIH en association
avec les molécules polymorphiques du CMH classe II (Hammond ez al., 1993, Orentas et
al., 1990). Cette réponse est généralement associée aux cellules CD4+ de type TH-1 (Del
Prete et al., 1991), et elle est spécifique a la souche virale (Hammond e? al., 1993).

Les cellules-T CD4* humaines peuvent étre classées en deux sous-populations,
TH1 et TH2 (Clerici et Shearer, 1993, Romagnani, 1992, Sher ef al., 1992). Les cellules
THI1 sécrétent 1'TL-2, TNF-|3 et 'IFN-Y, nécessaires pour l'immunité cellulaire, alors que
les cellules TH2 produisent 'TL-4, 1'IL-5, I'TL-6, et I'TL-10, qui augmentent la production

d'anticorps. Chez les individus infectés par le VIH-1, ces cytokines peuvent jouer un rdle
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régulateur du systéme immunitaire et affecter ainsi la progression de l'infection (Clerici et
Shearer, 1993, Gazzinelli et al., 1992, Maggi et al., 1987, Shearer et Clerici, 1991, Sher ez
al., 1992). La réponse de type THI1 se retrouve principalement chez les individus
asymptomatiques, alors que la réponse de type TH2 a lieu durant le stade symptomatique
de l'infection (Clerici er al., 1992, Clerici et Shearer, 1993, Shearer et Clerici, 1991).

Les fonctions des cellules-T qui participent au contrble des réponses anti-VIH sont
affectées trés tot dans l'infection, avant méme le déclin substantiel du nombre de cellules
CD4+ (Gruters et al., 1990, Lane et al., 1985, Miedema er al., 1988, Shearer et Clerici,
1991). Ces fonctions sont évaluées en mesurant la prolifération et la production d'IL-2 des
cellules exposées a des stimuli tels I'influenza A et le PHA (Clerici et al., 1989, Shearer et
Clerici, 1991). Les individus asymptomatiques qui ne montrent pas de réponses a de tels

stimuli semblent progresser plus rapidement vers la maladie.

5-3.2 Cytotoxité des lymphocytes-T CD8%, restreinte au CMH

L'activité CTL, restreinte au CMH classe I a été démontrée contre les protéines
Gag, Pol, Env, Vif et Nef du VIH-1 (Clerici e al., 1991, Hosmalin er al., 1990, Koenig et
al., 1990, Nixon et al., 1988, Riviere ef al., 1989, Walker et Plata, 1990). La fréquence
des CTL anti-VIH-1 chez les sujets asymptomatiques est trés importante, de l'ordre de 10 a
20 précurseurs CTL pour 104 cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC) et
peut atteindre des niveaux trés bas, voire non-détectables, durant le stade SIDA
(Hoffenbach et al., 1989). Contrairement aux CTL CD4+*, les CTL CD8* montrent une
réactivité croisée avec des souches de VIH-1 trés divergentes (Hammond et al., 1993).
Cependant et malgré certaine comélation entre l'activitt CIL et 1'état clinique
asymptomatique, le réle précis de CTL dans l'infection par le VIH reste encore a définir, en
particulier si on considére que la progression de l'infection, accompagnée d'une
augmentation du nombre de cellules infectées par le VIH, a lieu en présence de cellules

CD8* (Autran et al., 1991, Carmichael e al., 1993). Les raisons de la perte de la fonction
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effectrice des CTL anti-VIH-1 chez les patients au stade SIDA sont présentement
inconnues. Cependant, le déclin de la fonction des cellules CD4 T-auxiliaires, le déclin de
la production d'anticorps, l'infection des cellules présentatrices de I'antigéne et l'infection
du micro environnement hématopoiétique génératif peuvent contribuer a la diminution ou a
la perte de la fonction CTL spécifique au VIH-1 (Pantaleo et al.,, 1990, Walker et Plata,
1990). Pantaleo et al., (1990) ont montré que les mécanismes cytolytiques effecteurs des
CTL CD8* des patients au stade SIDA sont intacts, mais présentent cependant une
défectuosité dans l'expression clonale des précurseurs CTL anti-VIH. D'autre part,
Hoffenbach et al., 1989 ont montré la présence de hauts niveaux de CTL anti-VIH chez des
sujets normaux non infectés. Cette observation, qui reste a confirmer, suggére une

réactivité croisée de certaines protéines virales avec les protéines cellulaires.

Il a également été montré que des lymphocytes T-CD8% d'individus infectés sont
capables de supprimer, in vitro, la réplication virale sans tuer les cellules infectées. Cette
activité antivirale non-dirigée par les cellules NK et non restreinte au HLA, est dépendante
du nombre de cellules CD8+ (Walker et al., 1986, Mackewicz er al., 1991). Ce type
d'activité anti-VIH est semble-t-il dii a la sécrétion par les cellules CD8% d'un facteur
antiviral (CAF) soluble, qui ne correspond a aucune des cytokines connues (Brinchmann et
al., 1991b, Levy et al., 1991, Mackewicz et al., 1994). La caractérisation du CAF a
montré, jusqu'a présent, qu'il s'agit d'une petite protéine (<30 kDa) produite par les
cellules CD8%, activées. Cette protéine (CAF) est capable de supprimer la réplication du
VIH apres intégration du virus sans affecter, ni la prolifération ni l'activation des cellules

CD4+ (Sadat-Sowti er al., 1991).



5-3.3 Réponse cellulaire anti-VIH dirigée par des cellules non-T

Le rble potentiel de la réponse immunitaire anti-VIH dirigée par les cellules non-T
réside dans la capacité des cellules NK et autres cellules FcR(+) a éliminer les cellules
infectées, directement ou par le mécanisme de 'ADCC, dans un contexte non restreint au
CMH (Tyler et al., 1989, Walker et Plata, 1990). Le role anti-VIH des cellules NK et de
I'ADCC, dans le maintien de 1'état asymptomatique chez les sujets séropositifs n'est pas
bien connu. Cependant, il semble que le déclin de ' ADCC anti-VIH et de la fonction des
cellules effectrices (NK/K) est en corrélation avec la progression de la maladie (Ljunggren
et al., 1989a,b, Tyler et al., 1989, 1990a,b, Weinhold ez al., 1988). Il a également été
montré que les monocytes de sujets asymptomatiques sont capables de diriger ' ADCC, un
mécanisme immunitaire potentiel contre le sarcome de Kaposi et d'autres tumeurs reliés au

SIDA (Jewett et al., 1990).



MATERIEL ET METHODES
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1- Etablissement et caractérisation de clones cellulaires exprimant les
glycoprotéines de I'enveloppe du VIH-1 NL4.3

Le nombre de cellules cibles exprimant les antigénes de surface du VIH-1 peut
influencer le devenir de la réponse ADCC induite par le VIH-1. Les cellules de sang
périphériques (PBMC) de patients infectés ne sont pas trés appropriées comme cibles pour
I'ADCC a cause du nombre trés faible de cellules exprimant les antigénes viraux de surface
(environ 1 cellule par 10 000 & 20 000 cellules). Alternativement, des cellules infectées en
culture peuvent étre utilisées. Cependant, dans une telle approche, il est difficile de prédire
le temps optimal requis pour produire des cibles appropriées avec une bonne viabilité et un
nombre élevé et constant de cellules exprimant les antigénes viraux. En plus, la
manipulation du virus infectieux pour les essais dADCC de routine peut constituer un
danger potentiel de contamination. Des cellules cibles standards exprimant les antigénes

VIH-1 sont donc nécessaires pour des essais ADCC reproductibles et comparables
1-1 Description des lignées cellulaires et conditions de culture

Deux lignées cellulaires de lymphoblastoide humain ont été utilisées au cours de ces
expériences. La premiére lignée CEM-T4 est un sous-clone de la lignée CEM qui expriment
a haut niveau les récepteurs de surface CD4 (Foley er al.. 1965). La deuxiéme lignée
CEM.NKR, dérivée a partir de la lignée CEM par immunosélection, est résistante a la lyse
spontanée par les cellules NK/K. Ces lignées cellulaires ont été maintenues en culture a
37°C et 5% de CO; dans du milieu R10. Le milieu R10 est composé de milien RPMI 1640
(BRL) contenant 10% de sérum foetal de veau (SFV) (BRL) décomplémenté & 56°C
pendant 10 min, et additionné de 25 ug/ml de pénicilline, et 25 ug/ml de streptomycine
(BRL). Ces cellules nous ont été fournies par le NIH (National Institutes of Health),
contribution du Dr. P. Clapham et du Dr. P. Cresswell (AIDS Reasearch and Reference

Reagent Program Catalog, 1990)
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Les passages cellulaires ont été effectués de fagon 2 avoir une densité de 10°
cellules/ml, ce qui représentait un passage par intervalle de 3 jours. Le nombre de cellules
vivantes a €té déterminé a I'aide d'un hématiemétre, par exclusion du bleu de trypan 1%

préparé dans du PBS.

1.2  Vecteurs d'expression rétroviraux pDOLHIVeny et pDOLHIVenvR

Deux vecteurs d'expression rétroviraux ont été utilisés au cours de ces expériences.
Le premier vecteur pPDOLHIVenv (fig. 5) contient les cadres de lectures ouverts codants
pour les génes env, tar et rev du VIH-1 NLA4.3. Le second, pDOLHIVenvR contient les
mémes cadres de lectures codants mais dans une orientation inverse et a servi de controle
dans toutes les expériences subséquentes. Le VIH-1 NL4.3 est un clone moléculaire
infectieux (pNL4.3) construit au laboratoire (Adachi et al., 1986) par l'association de
l'extrémité 5' du provirus VIH-1 NYS5 et de l'extrémité 3' du VIH-1 LAV (LAI).
L'expression de ces cadres de lectures codants est dirigée par le promoteur du LTR du
MuLV (Virus de la Leucémie Murine).

Les vecteurs pPDOLHIVenv et pDOLHIVenvR ont été obtenus aprés !'introduction
du fragment Sall-Xhol du clone proviral pNL4.3 dans le site Sall du vecteur pDOL (Freed
et al., 1989). Le vecteur pDOL (Korman et al., 1987) contient I'origine de réplication du
pBR322, l'origine de réplication du SV40 ainsi que le géne de résistance a la neomycine
(Neo", qui leur permettent une propagation dans les cellules bactériennes en présence de
I'antibiotique B3 kanamycine et dans les cellules eucaryotiques en présence d'antibiotique
comme l'aminoglycoside G418 (généticine).

Ces plasmides nous ont é€ fournis par le NIH dans des bactéries JM107,
contribution du Dr. E. Freed et du Dr. R. Risser (AIDS Reasearch and Reference Reagent
Program Catalog, 1990)



Figure 5:

Vecteur d'expression rétroviral pDOLHIVeny utilisé dans les expériences de transfections.

Le fragment Sall-Xhol du clone proviral pNL4.3, inséré dans le vecteur pDOL, contient les séquences
codantes pour le génes tat, rev et env. Le plasmide pPDOLHIVenvR, utilis¢é comme contrdle lors des expériences de
transfections, contient le méme insert Sall-Xhol mais dans le sens inverse (Ref. NIH, AIDS Research and
Reference Reagent Program Catalog., 1990). La présence et l'intégrité des séquences codantes pour les
glycoprotéines de l'enveloppe (gp160, gp120 et gp41) aprés amplification par PCR et analyse par électrophorése sur
gel d'agarose.
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2- Utilisation des clones cellulaires CEMC2 et CEMG#6, comme cellules
cibles, dans les tests ADCC

2-1 Résistance a la lyse spontanée par les PBMC de donneurs séronégatifs

Les cellules CEM.NKR sont résistantes a la lyse par les PBMC de donneurs
séronégatifs. Le maintien de cette résistance par les cellules des clones CEMC2 et CEMG6
exprimant les antigénes de surface du VIH-1 a été confirmé lors d'un test standard de

relargage de 5!Cr (Patel et Menezes, 1982). Bri¢vement, 106 cellules ont été marquées avec

du 51Cr (100 pCi de Nap31CrOy) pendant 1 h & 37°C, tel que décrit dans la section 3.3 de
Matériel et Méthodes (cellules cibles). Les cellules marquées ont ét€ lavées 3 fois avec du
milieu de culture R10, puis 104 cellules, dans 100 pl de milieu, ont été déposées dans un
plateau 2 96-puits. Par la suite 5 x 105 PBMC préparées tel que décrit dans la section 3.3 de
Matériel et Méthodes (cellules effectrices), ont été€ ajoutées & chacun des puits contenant les
cellules cibles marquées. Aprés 16 h d'incubation a 37°C et 5% de COa, les plateaux ont été
centrifugés a 800 x g pendant 5 min, puis 100 pl de surnageant ont été récoltés, de chacun
des puits, pour mesurer la radioactivité¢ relichée a l'aide d'un compteur 2 scintillation
gamma (Beckman).
Le pourcentage de lyse a été calculé comme suit:
(@ viré relachée expérimentale ~ 2vité relachée spontanée) ¥ 100
(@vité relichée maximale)

La radioactivité relichée maximale (du 3!Cr) a été obtenue par incubation de 100 pl
de cellules cibles avec 100 pi de Triton X-100 a 0,5%. La radioactivité reldchée spontanée
(du 51Cr) a été obtenue aprés incubation de 100 I de cellules cibles avec 100 ul de milieu
de culture sans PBMC. Nous avons également utilisé les cellules K562 (cibles standards
pour la lyse NK) et les cellules CEMEA4 (issus des cellules CEM-T4) exprimant les
antigénes viraux de surface, comme contrbles pour évaluer I'ampleur de la lyse par les

PBMC.
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2-2 Lyse spécifique par le mécanisme ADCC

La lyse significative, par le mécanisme ADCC, des cellules CEMC2 et CEMG6 en
présence de sérums anti-VIH-1 est I'une des caractéristiques qui fait de ces cellules des
cibles de choix pour évaluer 'activité ADCC chez les individus infectés par le VIH-1. Le
“pool” de sérums de patients séropositifs a des dilutions allant de 10-! 2 10-5 ont été utilisés
dans les tests ADCC visant a montrer la lyse spécifique des cellules CEMC2 et CEMG6. Le
protocole expérimental du test ADCC était identique a celui décrit dans la section 3.3 de

Matériel et Méthodes.

2-3  Analyses statistiques: test t de Student

Le test t de Student a €t€ utilis€ pour déterminer la signification statistique entre
deux moyennes. Les différences de moyennes ont été considérées comme significatives a
un niveau de confiance de 95%. La déviation standard de la moyenne des valeurs de chacun

des tests est rapportée entre parenthéses
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3- Mesure de la réponse ADCC anti-VIH-1: étude croisée d'une cohorte de
patients a différents stades de l'infection

3-1 Données cliniques

La cohorte de 33 patients enrblés dans cette étude croisée (tableau 1) est divisée en 3
groupes. Les groupes | et 2 étaient composés de 11 et 10 patients, respectivement au stade
11 et HI de l'infection, selon la classification de CDC (Centers for Disease Control, 1987),
et ne recevaient aucun traitement (tableau 1). Le groupe 3 était composé de 12 patients au
stade VI de l'infection (VIC1 et VID1) dont 5 patients étaient sous traitement AZT et 7 sous
traiternent DDI (tableau 1). Les facteurs de risque associés a l'infection au VIH-1 chez les
individus inclus dans cette cohorte étaient, drogues intraveineuses et contacts sexuels avec

des individus séropositifs.

La description détaillée des différents stades de I’'infection selon le CDC est fournie

dans le tableau 2.
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Tableau 1:

Cohorte croisée de 33 patients a différents stades de I'infection au
VIH-1.

La classification des stades de l'infection au VIH-1 était celle du CDC
(Centres for disease control (CDC), 1987). La description détaillée des
différents stades de l'infection selon le CDC est fournie dans le tableau 2



Sérum Cellules CD4 Classe CDC

(mm3)
C1 1400 Séronégatif
Q 1180 Séronégatif
3 840 Séronégatif
C4 820 Séronégatif
A 1100 Séronégatif

Moyenne 1026+ 240

1 1010 I
2 980 I
3 430 II
4 640 I
5 1050 I
6 1220 Il
7 700 I
8 710 II
9 380 I
10 975 II
11 700 I

Moyenne 799 + 267

12 700 I
13 926 i
14 735 I
15 210 111
16 220 11
17 390 i
18 400 I
19 360 I
20 620 III
21 595 I

Moyenne 515 + 236

22 21 IV Cl1 AZT

23 25 IV C1 DDI

24 7 IV C1 DDI Rétinite
25 148 IV C1 AZT Rétinite
26 28 IV C1 DDI Rétinite
27 100 IV C1 DDI Rétinite
28 1 IV C1 DDI Rétinite
29 2 IV C1 DDI

30 7 IV C1 DDI CMV

31 50 IV C1 AZT

32 28 IV D AZT SIDA-SK
33 30 IV C1 AZT

Moyenne 37.25144
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Tableau 2:

Classification des manifestations de I'infection au VIH.

Cette classification comprend quatre groupes (I, II, III, IV} dont le groupe IV est divisé en 5 sous groupes
(A, B, C, D, E) (CDC, 1987). Dans cette classification les quatre grands groupes s'excluent mutuellement (un
patient ne peut appartenir a deux groupes différents au méme moment). Par contre, un patient du groupe IV peut
appartenir au méme temps 2 plusieurs sous-groupes.



I. Primo-infection
Séroconversion prouvée, symptomatique ou non.
IOA. sujects sans anomalies biologiques.
IIB. sujets avec anomalies biologiques

II. Sans symptomes cliniques

(anémie, leucopénie, lymphopénie ou lymphopénie T4, thrombopénie, hypergammaglobulinémie, anergie cutanée).

II1. Syndrome lymphadénopathique chronique

Présence, pendant au moins trois mois, de ganglions, d'au moins 1 cm de diametre dans deux aires extra inguinales.

IIA. sujets sans anomalies biologiques.
HIB. sujets avec anomalies biologiques.
(anémie, leucopénie, lymphopénie, thrombopénie, hypergammaglobulinémie, anergie cutanée).

IV. Symptomatique

IVA.

IVB.

B1.
B2.

IVC.

C1.

C2;

IVD.

IVE.

Signes généraux
Un ou plusieurs signes parmi lesquels: fidvre, durant plus d'un mois; amaigrissement non désiré de plus de 10%
du poids corporel habituel; diarrhée durant plus d'un mois.

Signes neuroleptiques
atteinte centrale (méningite, encéphalite, myélopathie).
neuropathie périphérique.

Infections opportunistes

infections, parmi lesquelles: pneumocystose; cryptosporidiose; toxoplasmose cérébrale; isosporose; candidose
cesophagienne, bronchique ou pulmonaire; cryptococcose; histoplasmose disséminée, coccidioidomycose
disséminée; mycobactériose atypique; cytomégalovirose disséminée; herpes cutanéo-muqueux chronique;
herpése-virose digestive, respiratoire ou disséminée; leucoencéphalite multifocale progressive.

autres infections, parmi lesquelles: leucoplasie «velue» de la cavité buccale; zona atteignant plusieurs
dermatoses; septicémie A salmonelles récidivante; tuberculose; candidose buccale; nocardiose.

Infections malignes
parmi lesquelles: sarcome de Kaposi, lymphome malin non hodgkinien, lymphome malin cérébral isolé.

Autres manifestations
parmi lesquelles: pneumopathie lymphoide interstitielle chronique; manifestations ne pouvant étre classées
dans un des groupes précédents.
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3.2 Préparation des échantillons cliniques

Les échantillons de sang périphérique ont été récoltés dans des tubes ACD (acide
citrique dextrose) a raison de deux tubes de 6 ml chacun par patient. Le sang a été par la
suite mélangé avec un volume égal de PBS (150 mM NaCl; 150 mM sodium phosphate
[pH 7.4]) puis séparé par centrifugation a travers un gradient Ficoll-Hypaque pendant 20
min 2 400 x g. Environ 2 ml de sérum ont €€ récoltés alors que les lymphocytes a la
surface du gradient Ficoll-Hypaque ont été transférés dans un nouveau tube puis lavés 3
fois dans 10 ml de PBS. Les cellules ont €té par la suite, dispersées dans 1 ml de PBS puis
aliquotées dans deux tubes Eppendorf a raison de 900 pl pour I'extraction de 'ARN et 100
pl pour l'extraction de I'ADN. Les tubes ont été par la suite centrifugés a 14 000 rpm
pendant 5 min et la concentration des cellules a été ajustée a 107 cellules/ml de tampon de
lyse pour l'extraction de I'ARN ou pour la purification de I'ADN. Le tampon pour
I'extraction d'ARN était composé de guanidium thiocyanate 4 M, citrate de sodium 25 mM
[pH 7,0], sarcosyl 0,5% [N-Lauroyl-Sarcosine]. B-mércaptoéthanol 0,1 M. Le tampon
pour la purification de I'ADN était composé de Tris HCI 10 mM [pH 8,3], KCI 50 mM,
MgCl; 2,5 mM, NP-40 1%, Tween-20 1%. Les échantillons de sérums et des cellules ont

été gardés a -80°C jusqu'a leur utilisation.

3-3 Test ADCC anti-VIH-1 (ADCC indirecte)

Les tests ADCC ont été mis au point dans des plateaux de microtitrage 96-puits.
Toutes les conditions ont €té testées en triplicata.
Cellules cibles: Seules les cellules CEMC2 et CEMG6 avec une viabilité supérieure 2
85% €taient utilisées dans les tests visant 2 déterminer les titres d'anticorps ADCC dans les
sérums des sujets inclus dans cette étude. Brievement, 3 x 106 cellules ont été marquées

avec du 3'Cr dans 1 ml de milieu R10 en présence de 150 uCi Na,5!CrOy4 pendant 1 h 2
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37°C. Les cellules marquées ont été lavées 4 fois dans 10 ml de milieu R10 et la

concentration a été ajustée a 2 x 10° cellules vivantes par ml de milieu R10.

Cellules effectrices: Les cellules effectrices ont été isolées a partir de sang frais de

donneurs séronégatifs par centrifugation sur gradient Ficoll-Hypaque (Pharmacia, Canada).
Deux parts de sang frais non coagulé ont été diluées avec une part de solution saline
équilibrée Hanks (HBSS) puis centrifugé pendant 20 min a2 400 x g a travers 15 ml de
Ficoll-Hypaque. La bande riche en lymphocytes a I'interface HBSS-Ficoll-Hypaque a été
récoltée et les cellules ont été lavées 3 fois dans 5 ml de HBSS. La concentration a été

ajustée a 5 x 109 cellules vivantes par ml de milieu R10.

Test ADCC: Les sérums des différents patients ont été inactivés a 56°C pendant 30 min.
Les dilutions de sérums ont ét€ préparés dans le milieu R10 en tenant compte du volume
requis de chaque dilution lors des tests ADCC. Les dilutions finales utilisées étaient 10-2,
10-3, 104, et 10-5.

Lors du test, ont €t€ ajoutés dans 'ordre, 50 pl de chacune des dilutions de sérums
anti- VIH-1, 100 pl de cellules cibles ( 104 cellules), et 50 ul de cellules effectrices (5 x 103
cellules). Pour chacun des tests ADCC la radioactivité relachée maximale (du 3!Cr) a été
obtenu par incubation de 100 pi de cellules cibles avec 100 pl de Triton X-100 0,5%. La
radioactivité relachée spontanée (du 5!Cr) a été obtenu par incubation de 100 pl de cellules
cibles avec 100 pl de milieu R10. La lyse des cellules n'exprimant pas la gp120/160 qui
constitue le bruit de fond a été obtenue par incubation de 100 pl de cellules cibles contrdles
en présence de 50 pl de cellules effectrices et 50 pl de la dilution 103 du “pool” de sérums
anti-VIH-1. Aprés une incubation de 6 h a 37°C et 5% de CO,, les plateaux ont été
centrifugés a 800 x g pendant 5 min et 100 pl de surnageant ont été récoltés de chaque

puits. La radioactivité reldchée a été mesurée sur compteur 2 scintillation gamma (Beckman)
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Le pourcentage de lyse des cellules cibles dans chacun des puits a été calculé comme suit:

(@vité relachée expérimentale - 2vité relachée spontanée) % 100
(2@ vité relachée maximale - 2vité relachée spontanse)

Alors que la lyse spécifique des cellules cibles exprimant la gp120/160 du VIH-1 en

présence d'anticorps anti-VIH-1 a ét€ calculée selon la formule suivante:

% de lyse des cellules cibles}_{% de lyse des cellules contrdles
exprimant la gp120/160 n'exprimant pas la gp120/160

3-4 Analyse des données

Pour chaque sérum le titre des anticorps ADCC était déterminé comme étant
I'inverse de 1a plus haute dilution du sérum qui donnait une lyse spécifique 5% supérieure &
celle des cellules contrdles en présence de ce méme sérum. Cependant le niveau d'activité
ADCC, pour chaque sérum, €tait exprimé sous forme de moyenne des pourcentages de lyse
spécifique des cellules cibles en présence d'anticorps anti-VIH-1 2 la dilution 10-3 (chaque
test était effectué en triplicata). La déviation standard était calculée pour chaque test (chaque

sérum) et elle est rapportée entre parenthéses dans le texte.



77

4- Etude de la diversité génétique des quasi-espéces provirales présentes
chez les patients de la cohorte croisée

L'étude de la diversité génétique virale touche en fait trois régions du géne env qui
renferment les épitopes ADCC cartographiés jusqu'a présent. Il s'agit de la région V3 au

niveau de la gp120, la région C-terminale de la gp120, et la région immunodominante de la

gp4l.

4-1 Amplification des domaines du géne env, renfermant les séquences des
épitopes ADCC

Les amplifications des trois domaines du géne env ont été réalisées directement a
partir des lysats cellulaires préparées tel que nous l'avons décrit dans la section 3.2 de
Matériel et Méthodes, en utilisant la technique de "nested-PCR". La qualité (et/ou la
quantité) des préparations d'ADN cellulaire, de chacun des échantillons cliniques, a été
vérifiée par amplification par PCR d'une portion du géne HLA-DQa humain, en utilisant
les amorces GH26 (PGTGCTGCAGGTGTAAACTTGTACCA?Y) et GH27
(PCACGGATCCGGTAGCAGC GGTAGAG?). La spécificité des fragments HLA-DQuo.
amplifiés a l'aide de ces amorces a été confirmée par le séquengage direct des fragments

PCR.

4-1.1 Choix des amorces oligonucléotidiques

Les amorces oligonucléotidiques utilisées dans ce travail ont été choisies de facon 4
permettre l'amplification, par "nested-PCR", de trois régions différentes du géne de
I'enveloppe du plus grand nombre possible de souches du VIH-1 connues. Ces trois
régions renferment les quatre épitopes ADCC cartographiés jusqu'd date. Les séquences
des amorces utilisées dans ce projet ont été sélectionnées 2 I'aide du programme Oligoscan

(Montpetit ef al., 1992). Ce programme permet la localisation des séquences des régions
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communes 2 toutes les souches de VIH-1 du sous-type B déja publiées (Los Alamos,
1991). Pour élargir le nombre de souches de VIH-1 qui peuvent étre amplifiées en utilisant
ces amorces, les paires de bases non homologues, qui changent le plus souvent, entre les
différentes souches ont été remplacées par des résidus Inosines (I). Les résidus I sont

capables de s'apparier, sans préférence, aux nucléotides A, T, C et G (Tableau 3).

4-1.2 Synthése des amorces oligonucléotidiques

Les amorces ont été synthétisées a l'aide d'un synthétiseur de la compagnie Applied
Biosystems (394 DNA synthesizer, Université de Calgary) en utilisant des bases-o-méthyl-
phosphoramidite comme précurseurs. Les oligonucléotides ont été par la suite purifiés sur
un gel préparatif 24% acrylamide/7M urée et par chromatographie d'exclusion sur colonne
de Sephadex G-25M. Pour la synthése des oligonucleotides fluorescents, un groupement
amine a été ajouté a I'extrémité 5' auquel a été couplé un des quatre fluorochromes (FAM:
jaune, JOE: bleu, ROX: rouge, TAMRA: vert) tel que décrit par Applied Biosystems. La
concentration des oligonucléotides a été déterminée en mesurant la densité optique a 260
nm. La concentration en picomoles des oligonucléotides a été calculée en utilisant formule
de conversion de 'absorbance en pmol/ul dérivée de la loi de Beer qui donne:

A260x 100/ (1,54 nA +0,75nC + 1,17 nG + 0,92 nT) pmol /ul. (nA, nC, nG et nT

correspondent au nombre de A, C, G et T dans I'oligonucléotide).
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Tableau 3:

Séquences des amorces oligonucléotidiques utilisées dans les expériences d'amplification par "nested-PCR".

Les amorces "externes" ont été utilisées lors du premier tour-PCR pour I'amplification de deux fragments
de 440 pb et de 796 pb 2 l'intérieur du géne env. Ces deux fragments ont été utilis€és comme matrices, lors du
deuxieéme tour-PCR, pour amplifier, a I'aide des amorces "internes”, les trois régions V3, C4 et C5 du géne env

renfermant les séquences des épitopes ADCC.



Amorce Séquence Localisation "VIH-1 LAI"2

5 3" nt geéne env
V3F.externe TGTAIAAATGTCAGCACAGTACAITGT 6532-6558  gp120
V3R.externe ACAGIAGAAAAATTCCCCTCIACAATT 6972-6946  gpl120
V3E. interne TGCTGTTIAATGGCAGTCTAGCAGAAG 6593-6619  gpl120
V3R. interne TACAATTTCTGGITCICCICCTGAGGA 6933-6907  gp120
C4.6F.externe ATTACIGGGCTICTATTAACAAGAGAT 7162-7188  gpl20
C4.6R.externe GGTGAITATCCCTGCCTAACTCTATT 7958-7933  gp4l
C4F.interne ATGAGGGAIAATTGGAGAAGTIAATTA 7240-7266  gpl20
C4R.interne TCAGCAAITTGTTITGITGITGCACTA 7486-7460  gp4l
C5F.interne CTGGGGCATCAAICAGCTCCAGGCAAG 7527-7553  gp4l
C5R.interne AACCTAIIAAICCTCCTACTATCATTA 7900-7844  gp4l

a Wain-Hobson et al., 1985
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4-1.3 Réaction de polymérisation en chaine

Pour I'amplification, par "nested PCR", des trois régions du gene env, nous avons
utilisé 5 paires d'amorces différentes (tableau 3). La technique du “nested PCR" (ou PCR a
deux tours) consistait en I'amplification, lors d'un premier tour PCR, de deux fragments de
440 pb et de 796 pb a l'aide des amorces “externes”. Ces deux fragments ont servi par la
suite de matrices, lors du second tour PCR, pour amplifier a I'aide des amorces “internes”,
les trois régions, V3, C4, et C5, renfermant les épitopes ADCC. La technique
d'amplification par PCR utilisée était celle du “hot-start” (D'Aquila et al., 1991) qui permet

d'augmenter la spécificité de I'amplification des fragments cibiés.

Pour toutes les réactions d'amplification, 1 pg d'ADN cellulaire matrice a été utilisé

dans un volume réactionnel final de 100 pl contenant du MgCl, 2,0 mM, Tris-HCI [pH
8,3] 10 mM, KCi 50 mM, mélange de dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a une
concentration finale de 200 uM de chaque, deux amorces a une concentration de 0,5 UM

chacune et 2,5 unités de Tag polymérase (Amplitaq, Perkin Elmer Cetus).

Les parametres expérimentaux au cours du cycle d'amplification "premier tour-
PCR" ont été choisis comme suit: dénaturation de 'ADN matrice pendant 10 sec a 95°C ,
appariement des amorces “externes” & 'ADN matrice dénaturé durant 10 sec a 45°C et
48°C, respectivement pour les régions V3 et C4-CS5, et extension par la Tag polymérase de
ces amorces durant 15 sec & 72°C. Ce cycle a été répété 35 fois. Un 36eme cycle
d'amplification a été ajouté et qui consistait en une étape d'extension de 10 min a 72°C.
Cette étape d'élongation permet d'avoir des amplicons de pleine longueur.

Par ]a suite des aliquots de 10 pl du produit du premier tour-PCR ont été utilisés
comme matrice pour les amorces “internes” lors du second tour-PCR afin d'amplifier les

trois régions renfermant les épitopes ADCC. Les parametres d'amplification du second

tour-PCR étaient identiques & ceux du premier tour-PCR a l'exception du 362me cycle qui
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consistait 2 une étape de dénaturation de 3 min suivie d'une étape d'extension de 7 min.
Ces étapes permettent d'avoir des amplicons de pleine longueur dans le but d'augmenter
l'efficacité de clonage. L'appariement des amorces “internes” & I'ADN matrice avait eu lieu
4 50°C, 44°C et 46°C respectivement pour les régions V3, C4 et C5. Toutes les
amplifications par PCR ont été effectuées dans un thermocycleur programmable de Perkin

Elmer Cetus, modéle 9600.

Nous avons utilisé des contrdles négatifs d'amplification & chaque expérience de
PCR. Ces contrdles négatifs consistaient en l'introduction, lors de l'amplification des
échantillons cliniques, d’ADN cellulaire d'individus séronégatifs préparé de la méme fagon
que celui des individus infectés enrolés dans cette étude. Les fragments PCR ont été
analysés par électrophorése sur gel d'agarose 1% et purifiés par la suite en utilisant le
protocole "Sephaglass" de Pharmacia (Pharmacia, Canada). Ces fragments ont été utilisés
dans les réactions de séquencage direct des produits PCR et dans les expériences de

clonage et de séquengage des plasmides recombinants.

4-1.4 Polymorphisme de taille parmi les fragments PCR

Afin d'avoir un premier aper¢u de la diversité génétique parmi les populations
provirales, nous avons amplifié par "nested PCR" les trois régions V3, C4 et C5 en
utilisant cette fois-ci des amorces fluorescentes. Ainsi des fluorochromes ont été ajoutés au
groupement amine de I'extrémité 5' des trois paires d'amorces intemnes; V3F.interne-ROX
(Rouge), V3R.interne-FAM (Jaune), C4F.interne-JOE (Bleu), C4R.interne-ROX (Rouge),
CS5F.interne-JOE (Bleu) et C5R.interne-FAM (Jaune) (tableau 3).

Les fragments PCR fluorescents ont été analysés par électrophorése sur gel de
polyacrylamide en utilisant un Balayeur de génes (Gene Scanner) (GeneScan software,
373A DNA Sequencing System d'applied Biosystems). Cette approche dont la résolution
est capable de distinguer des fragments d'’ADN (simples brins) de tailles trés peu

différentes (la différence de tailles entre les fragments se chiffre 3 quelques paires de
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bases), nous a permis d'évaluer le polymorphisme de taille parmi les fragments PCR, ce

qui constitue un premier reflet de la diversité génétique parmi les populations provirales.

4-2 Clonage des fragments d' ADN amplifiés par PCR

Pour le clonage des fragments PCR, nous avons utilisé le syst¢tme TA Cloning™
de Invitrogen qui permet l'insertion directe des fragments PCR dans le plasmide de clonage
TA pCRII. Ce systéme prend avantage de l'activité de FADN polymérase Tag a ajouter des
simples déoxyadénosines (A) aux extrémités 3' de toutes les molécules doubles brins. Ces
A-dépassants sont utilisés pour insérer les fragments PCR dans le vecteur TA dont les

extrémités 3' T-dépassants sont utilisées comme site d'insertion.

4-2.1 Réaction de ligation

Les réactions de ligation ont été effectuées selon le protocole proposé par Invitrogen
avec quelques modifications. Les rapports molaires insert:vecteur utilisés étaient de 1:2 et
1:3. Généralement, 100 a 150 ng de produit PCR ont été incubés en présence de 50 ng de
vecteur TA, de 2 unités d'ADN ligase T4, et de tampon de ligation (Tris-HCI 20 mM,
EDTA 1 mM, DTT 5 mM, KCI 60 mM, glycérol 50% (v/v), pH 7,6) dans un volume final
de 10 pl, pendant 16 h a 12°C. Ensuite 2 pl de produit de ligation ont été utilisés pour

transformer des cellules bactériennes compétentes.

4-2.2 Transformation des cellules bactériennes

Dans les réactions de transformation, 2 pl (20 a 30 ng d'ADN) du mélange de
ligation ont €t incubés en présence de bactéries E.coli (INVa F') compétentes et de 2
d'une solution de B-mércaptoéthanol 0,5 M, dans un bain de glace pendant 30 min. Pour
permettre la pénétration de 'ADN dans les bactéries, la mixture ADN-bactéries a été

soumise & un choc thermique de 45 sec 4 42°C, puis transférée immédiatement sur glace. La
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régénération des parois bactériennes s'est faite durant une incubation de 60 min a 37°C avec
agitation (250 rpm) en présence de 500 pl de milieu de culture SOC. Aprés ce temps de
récupération, les bactéries transformées étaient étalées sur une gélose LB (5% extrait de
levure, 10% bacto-tryptone, 10% NaCl et 1,5% bacto-agar) contenant 50 pg/ml B-
kanamycine et 1,6 pg/ml du substrat X-Gal. Les géloses étaient par la suite incubées
pendant 18h & 37°C en position inversée avant le début de la sélection des colonies

recombinantes.
4-2.3 Sélection des colonies recombinantes

Seules les bactéries transformées sont capables de croitre sur la gélose LB contenant
de 1a B-kanamycine, et ce grice 2 la présence chez le vecteur TA du géne de résistance a cet
antibiotique, alors que la sélection des bactéries recombinantes repose sur la présence ou
non de l'enzyme B-galactosidase fonctionnelle. Les bactéries transformées par le vecteur
TA produisent la B-galactosidase fonctionnelle capable d'hydrolyser le substrat X-Gal et
produire un chromophore bleu (colonies bleues). L'insertion d'un fragment d'ADN dans le
vecteur devrait interférer avec la production de la B-galactosidase par les bactéries
transformées recombinantes (colonies blanches). Ainsi, pour chaque transformation d'un
des produits PCR, 4 a 10 colonies recombinantes ont ét collectées puis ensemencées,
séparemment, dans 3 ml de bouillon LB contenant 50 pg/mlL de B-kanamycine. Aprés une
incubation de 18 h a 37°C avec agitation, 2 ml de chaque culture ont été utilisés pour

I'extraction de 'ADN plasmidique en utilisant le systéme Magic Miniprep™ de Promega.

4-2.4 Purification des ADN plasmidiques "Mini-préparation”

Deux ml de chaque culture ont ét€ centrifugés a 12 000 x g pendant | min, le milieu
de culture a été par la suite éliminé et les culots bactériens ont été dispersés dans 200 pl de

la solution de resuspension (Tris-HCl 50 mM [pH 7,5], EDTA 10 mM, RNase A 5 pg/ml).
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Les parois bactériennes ont été digérées, a la température ambiante, avec 200 pl de la
solution de lyse (NaOH 0,2 M, SDS 1%). Les lysats bactériens ont €t par la suite
neutralisés avec 200 pl de la solution de neutralisation (KOAc 2,55 M, pH 4,8). Apres une
centrifugation a 14 000 x g pendant 5 min, pour se débarrasser des débris cellulaires, les
surnageants ont été transférés dans des nouveaux tubes. Ces surnageants ont été incubés
pendant 5 min sur glace en présence de 1 ml de Résine “Magic™ resin, Promega” capable
de fixer uniquement 'ADN. La mixture surnageant-résine a ét€ par la suite poussée 2
travers des mini-colonnes (Magic Minicolumn) a l'aide de seringues de 3 ml. La résine
retenue dans la colonne a été lavée avec 2 ml de la solution de lavage (NaCl 200 mM, Tris-
HC! 20 mM [pH 7,5], EDTA 50 mM, EtOH 50%). Aprés une premiére centrifugation de
20 sec afin d' éliminer le surplus de la solution de lavage, ' ADN plasmidique a été élué, de
la colonne, par I'addition de 50 pl de tampon TE (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM)
puis récupéré, dans des tubes Eppendorf, lors d'une deuxiéme centrifugation. Les ADN
ainsi purifiés (environ 500 ng/ul) ont été utilisés dans les réactions de digestion par
enzymes de restriction afin de confirmer la présence des inserts dans les plasmides

recombinants et dans les réactions de séquengage.

4-2.5 Séquencage des plasmides recombinants

Entre 4 4 10 plasmides recombinants, issus de chacunes des amplifications par
PCR, ont ét¢ séquengés. Nous avons utilisé les trois paires d'amorces PCR intemnes
V3F.interne, V3R.interne, C4F.interne, C4R.interne, C5F.interne et C5R.interne (tableau

3) dans les réactions de séquengage des deux brins des différents plasmides recombinants.

4-2.5.1 Séquencage manuel

Certains des plasmides recombinants ont été séquencés par la technique de Sanger

modifiée par Mierendorf et Pfeffer (1987) en présence de didéoxyribonucléotides en
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utilisant l'enzyme Sequenase (polymérase T7 modifiée) comme enzyme de polymérisation
et le dATP marqué au 35S (>600 Ci/mmol, 10 mCi/ml) ([3>S]JdATP, Amersham) comme
nucléotide radioactif. Brievement, 5 ug d'’ADN plasmidique contenus dans 10 pl de TE ont
été mélangés a 20 pl d'une solution dénaturante 0,2 N NaOH et 0,2 mM EDTA. Apres une
incubation de 30 min 4 37°C, 3 ul d'une solution de neutralisation 2 M NH40Ac (pH 4,5)
ont été ajoutés en méme temps que 82,5 pl d'éthanol absolu. Les ADN ont €t€ précipités a -
70°C pendant 30 min, puis centrifugés a 12 800 x g pendant 15 min. Les culots d'ADN ont
été lavés 2 fois avec 1 ml d'éthanol 70%, séchés sous vide, puis resuspendus dans 14 pl
du mélange d'appariement (Tris-HCl 40 mM, pH 7,5; MgCl; 10 mM; NaCl; 50 mM et 2,0
pmol d'amorce). Aprés une incubation de 20 min a 37°C, ont été ajoutés au complexe
matrice-amorce: 1 pl de 0,1 M DTT; 2 pl d'un mélange de 1,5 UM de chacun des
nucléotides dGTP, dCTP, dTTP; 3 U de polymérase et 1 pl de [0-35S]dATP (Amersham,
>600 Ci/mmol, 10 mCi/ml). Aprés une incubation de 5 min 2 la température ambiante, 4,5
pl de ce mélange ont été répartis dans 4 tubes identifiés G, A, T, C contenant 2,5 pl du
mélange de terminaison. Chacun des mélanges de terminaison contenait 80 pM de chaque
déoxynuciéotide (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) et 8 uM d'un des quatre didéoxynucléotides
(ddATP, ddGTP, ddCTP, ou ddTTP). Aprés une incubation de 5 min a 37°C, la réaction
de polymérisation a été arrétée par l'addition de 5 pl de la solution d'arrét (formamide 95%,

EDTA 20 mM, bromophénol bleu 0,05%, xyléne cyanol 0,05%).

Les produits de réactions de séquencgage ont été chauffés pendant 2 min & 85°C, 2 ul
ont été par la suite chargés dans les puits d'un gel de 5% acrylamide:bis (19:1) contenant 7
M urée. Lélectrophorése de séquencage a été réalisée sur des gels d'une épaisseur non-
uniforme de 0,2 4 0.8 mm en utilisant un appareil IBI modéle STS 45. Aprés une
€lectrophorése de 3 h dans du tampon TBE sous un voltage de 1 800 V (60 W), le gel a é¢
fixé dans une solution de 10% méthanol, 10% acide acétique et rincé 3 fois avec de I'eau.
Le gel a été séché a 'aide de séchoirs & cheveux pendant 45 min et les séquences ont été

révélées apres autoradiographie de 16 a 48 h, a la température de la piéce en utilisant un
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film de type X-Omat (Kodak).

4-2.5.2 Séquencage automatique

Les fragments PCR et les plasmides recombinants ont été également séquencés a
l'aide d'un séquenceur automatique (Modéle 373A DNA Sequencing System d'Applied
Biosystems) en présence des dideoxy de terminaison marqués au fluorochromes ABI, et en
utilisant I'ADN polymérase AmpliTag comme enzyme de polymérisation. Bri¢vement, 1 g
d'ADN plasmidique (ou de produit PCR) contenu dans 9,5 pl de TE a été mélangé avec 3,2
pmol d'amorce (2 pl) et 9,5 pl du mélange de terminaison (pour 1000 pl: 1,58 pM A-
dyedeoxy, 94,74 uM T-dyedeoxy, 0,42 uM G-dyedeoxy, 47,37 uM C-dyedeoxy, 78,95
UM dITP, 15,79 uM dATP, 15,79 uM dCTP, 15,79 uM dTTP, 168,42 mM Tris-HCI (pH
9,0), 4,21 mM (NH4),S04, 42,10 mM MgCl, , 0,42 unités/ul d'ADN polymérase
AmpliTaq). Les mélanges réactionnels (20 pl) ont été par la suite placés dans un
thermocycleur programmable (Perkin-Elmer Cetus Modele 9600) pour 25 cycles. Chacun
des cycles comprenait une étape de dénaturation @ 96°C pendant 10 sec, une étape
d’appariement & 50°C pendant 5 sec et une étape de polymérisation a 60°C pendant 4 min.
Les dideoxy (dyedeoxy) non incorporés ont été éliminés par chromatographie sur colonnes
de Sephadex pré-€équilibrées (Centri-Sep column). Les produits de séquengage purifiés par
chromatographie ont été par la suite séchés sous vide, puis resuspendus dans 5 pl de
tampon de chargement, formamide-EDTA 50 mM [pH 8,0] ( 4:1). Aprés une incubation de
2 min a 90°C, 4 pl du produit de séquengage ont été€ séparés par électrophorése sur un gel
de 6% acrylamide-bis (19:1) d'une épaisseur uniforme de 0,2 mm, contenant 7 M urée.
L'électrophorése a été effectuée dans du tampon TBE pendant 13 h sous un voltage
constant de 2 000 V (60 mA). Les données (séquences de nucléotides) ont été collectées par
le séquenceur d'ADN a l'aide du logiciel "Analysis-Data collection Software V.1.2.0". Ce
logiciel dont la fonction d'analyse est linterprétation des chromatogrammes

d'électrophoreése procéde a un traitement mathématique des données d'intensité de
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fluorescence des fragments d'ADN qui passent devant le détecteur, en utilisant des
algorithmes développés par Applied Biosystems. Le résultat de ces traitements est

I'attribution d'un nucléotide aux différents pics de fluorescence obtenus.

4-2.5.3 Analyse des séquences du VIH-1

Une fenétre de 273 pb a 276 pb contenant peu ou pas d'ambiguités a été choisie a
I'intérieur de la région V3 séquencée pour des analyses plus poussées. De méme pour les
régions C4 et C5, une fenétre de 153 pb 2 156 pb et une fenétre de 153 pb sans ambiguités
ont été sélectionnées pour les analyses subséquentes. Toutes les analyses des séquences du
VIH-1 ont été effectuées sur un ordinateur Power Macintosh de type 7000/600.

Plusieurs programmes d'analyse de séquences ont été utilisés au cours de ce travail,
dont les programmes SeqEd, GeneWorks et PHYLIP pour l'alignement et la traduction des
séquences nucléotidiques et I'étude des relations phylogénétiques entre les séquences

d'ADN et de protéine.

4-2.5.3.1 Le programme SeqEd

Le programme SeqEd, développé par ABI permet l'importation et 1'édition des
séquences nucléotidiques collectées par le séquenceur. En plus de l'analyse trés détaillée
des chromatogrammes permettant de résoudre manuellement les ambiguités en comparant
les pics de fluorescence de chacun des nucléotides a l'intérieur des séquences des deux
brins. Les séquences éditées par SeqEd étaient sauvegardés en format texte, puis importées

par le logiciel Gene Works pour réaliser les alignements multiples.
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4-2.5.3.2 Le programme Gene Works

Le programme commercial GeneWorks distribué par Microgenesis utilise des
algorithmes permettant la recherche des homologies entre les différentes séquences. Ce
logiciel a été utilisé pour la traduction des séquences et la détermination des cadres de
lecture, mais principalement pour la création d'alignements multiples des séquences
nucléotidiques et peptidiques. Ces alignements étaient sauvegardés en format PHYLIP

nécessaire pour effectuer des analyses plus poussées a l'aide du programme PHYLIP.

4-2.5.3.3 PHYLIP (Phylogeny Inference Package), analyses phylogénétiques

PHYLIP (Felsenstein, 1989) comprend une multitude de programmes permettant
I'étude des phylogénies & partir des données de séquences d'acide nucléique et de protéine.
La version la plus récente de PHYLIP (version 3.5¢) utilisée au cours de ce projet est
disponible via le réseau InterNet a I'adresse, joe@genetics.washington.edu ou a l'adresse,

joe @evolution.genetics.washington.edu.

Les alignements multiples des séquences générées par GeneWorks sont réalignés
par le programme PHYLIP, puis utilisés pour les calculs de la vanabilité génétique
intrapatient et interpatients. Ces calculs ont été effectués en utilisant le modeéle a deux
paramétres de Kimura a l'aide du programme DNADIST (pour les séquences d'ADN) et
en utilisant l'algorithme dayhoff PAM matrix a l'aide du programme PROTDIST (pour
les séquences de protéines). Ces analyses ont généré un grand nombre de larges tables de
similarités dont la présentation dans la section Résultat n'est pas trés pratique. Seules les
valeurs délimitant les intervalles de variabilité intra- et inter-patients des séquences
nucléotidiques et peptidiques ont été rapportées. Les arbres phylogénétiques non-
enracinés ont €€ construits en se basant sur les matrices de distances générées par les

programmes DNADIST et PROTDIST en utilisant la méthode de “neighbor-joining” & I'aide
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du programme NEIGHBOR. La robustesse des arbres “neighbor-joining™ a été établie en
faisant un bootstrap (sur 100 replicats) de multiples alignements a I'aide du programme
SEGBOOT. Les arbres consensus finals, aprés bootstrap, ont été construits en utilisant le
programme CONSENSE. Les séquences du VIH-1 MN ont été utilisées comme groupe
extene (outgroup) lors des analyses phylogénétiques, alors que les arbres

phylogénétiques établis sont toutes des arbres non-enracinés.

La pression de la sélection est exprimée sous forme de ratio substitutions non-
synonymes/substitutions synonymes tel que décrit par Nei et Gojobori, (1986), en
comparant les séquences des différents quasi-éspéces d'un patient avec la séquence
prédominante chez ce méme patient, obtenue par séquengage direct du fragment PCR.

Les résultats des analyses des séquences ont été utilisés dans le but d'établir une
relation (si relation existe) entre la nature des populations provirales (au niveau des cellules)

et la réponse immunitaire ADCC (au niveau du sérum).
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5.  Etude des niveaux de transcription des ARNm viraux

L'étude des niveaux de transcription des ARNm viraux devrait nous permettre
d'étudier les relations qui peuvent exister entre I’activité ADCC, la diversité génétique virale
et la réplication du virus dans les cellules infectées des individus de notre cohorte.
L’approche expérimentale que nous avons développée (Merzouki et al., 1994b), consistait
a quantifier, en utilisant la technique de reverse transcription-quantitative compétitive-PCR

(RT-qc-PCR), les transcrits régulateurs (tat, rev et nef) et les transcrits structuraux (pol).

Le principe de la quantification des transcrits viraux consiste en I'introduction lors
des réactions de qc-PCR, d’une cible compétitrice (standard interne) connue qui est
amplifiée avec la méme efficacité que les transcrits viraux inconnus. Le nombre de copies
de transcrits messagers viraux est déterminé aprés amplification, au point d’équivalence ou
le nombre de copies du standard interne est égal au nombre de copies de transcrits viraux.
Deux raisons justifient |'utilisation de la méthode de RT-qc-PCR i) le niveau et le profil
d'expression des ARNm du VIH-1 sont gérés, en grande partie. par l'activité des protéines
régulatrices Tat, Rev et Nef, ii) nous avons déja montré (Michael et al., 1995) que le ratio
d'épissage (i.e. ratio: transcrits régulateurs fat, rev, nef : transcrits structuraux pol ) peut
servir d'indicateur du niveau de réplication du virus. Cette méthode s'est avérée trés
efficace, dii en particulier au fait que cette méthode utilise un standard interne commun aux
3 genes régulateurs, fat, rev et nef et que le marquage non radioactif des produits PCR, en
utilisant des amorces fluorescentes, permet la collection et l'analyse automatique des
données sur un Balayeur de génes (Gene Scanner) de plusieurs échantillons cliniques 2 la

fois (Merzouki et al., 1994b, Michael et al., 1995).

5-1 Construction du standard interne

Une représentation schématique du standard inteme et une bréve introduction
expliquant comment ce standard interne a été préparé, est présentée dans la figure 6. Tout
les détails concemant la construction du standard interne et sa caractérisation ont été déja

publiés (Merzouki et al., 1994a, Annexe A; Michael et al., 1995).
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Figure 6:

Séquences et localisation des amorces oligonucléotidiques utilisées dans les expériences de RT-qc-PCR
(Reverse Transcription-quantitative compétitive-PCR.

Les réactions de transcription inverse ont été effectuées en utilisant 'amorce 52R. Ensuite 1'amorce 52R
a été utilisée en combinaison, lors d'un premier tour PCR, avec les amorces 04F, 02F et O5F pour
l'amplification spécifique des transcrits fat, rev et nef respectivement. Les produits d'amplification du premier
tour-PCR ont servi de matrices lors du deuxieme tour-PCR, en utilisant cette fois-ci I'amorce 90R marquée avec
le fluorochrome FAM (bleu), en combinaison avec les amorces 04F, 02F et O5F pour l'amplification des
transcrits faf, rev et nef respectivement (Merzouki ef al., 1994b). La localisation (numérotation) des amorces
sur le génome du VIH-1 correspond a celle décrite pour la souche VIH-1 LAV (Wain-Hobson et al., 1985).
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5-2 Détermination des niveaux d'ARNm du VIH-1

Environ 103 cellules dispérsées dans 500 il de tampon de lyse ARN (section 3.2 de
Matériel et Méthodes) ont été utilisées pour l'extraction de I'ARN selon la méthode de
Chomczynski et Sacchi, (1987). La stratégie de synthése des ADNc aux segments
d’ARNm était identique a celle que nous avons déja décrite (Merzouki er al., 1994b).
Brievement, I'ARN extrait a été transcrit en ADNc a l'aide de deux amorces antisens,
I'amorce S52R (fig. 7) pour les transcrites régulateurs polycistroniques (at, tat-rev et tat-rev-
nef) et 'amorce polR pour les ARNm non épissés (pol). L'ADNc a été additionné a des
quantités croissantes d’ADN du standard interne, et les deux matrices ont €té par la suite
co-amplifiées, lors d'un premier tour PCR. Les amorces externes 04F-52R ont été utilisées
pour amplifier les messagers tat, les amorces 02F-52R pour amplifier les messagers rev,
les amorces 0O5F-52R pour amplifier les messagers nef et les amorces polF-polR pour
amplifier les messagers pol. Apreés le premier tour d'amplification, 2 ptl de produit PCR ont
été utilisés pour la seconde réaction d'amplification, en utilisant les amorces internes 04F-
90R-FAM (rar), 02F-90R-FAM (rev), OSF-90R-FAM (nef) et polF-polRb-JOE (pol)
(fig.7). Les produits PCR ont été analysés sur un Balayeur de génes (Gene Scanner) (Gene
Scanner Analysis V1.2.2, 672 Software. Applied Biosystems). Les séquences d'amorces
et leur localisation dans le génome du VIH-1 LAI, utilisées lors de ces expériences sont
représentées dans la figure 7. Les amorces 90R et polR ont été marquées a leur extrémités
5', respectivement avec le fluorochrome FAM (bleu ) et JOE (vert), tel que décrit dans la
section 4.2.1 de Matériel et Méthodes.

Le nombre de transcrits messagers dans I'echantillon clinique a été calculé A partir
d'une courbe standard dont chaque point correspondait au ratio de l'aire de fluorescence de
la matrice cible (transcrits messagers) par rapport i celle de la matrice compétitrice
(Merzouki et al., 1994b). Ce ratio a été déterminé pour les différentes quantités croissantes
d'ADN compétiteur ajoutées. Tous les résultats sont exprimés en nombre de copies de

molécules d'ARNm par 1000 PBMC.
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Figure 7:

Construction du plasmide utilisé comme standard interne dans les réactions de gc-PCR (quantitative compétitive-
PCR).

Deux fragments PCR séparés, le premier représente la région commune aux trois génes fat, rev et nef (coté
gauche de la figure) et le deuxiéme représente le géne pol (coté droit), ont été amplifiés a partir de 'ARN total des
cellules CEM infectées avec le VIH-1 LAV. Aprés purification, chaque fragment a été réamplifié dans deux réactions
PCR séparées, en utilisant les paires d'amorces 04F-Amerl et 52R-Amer2 pour les génes tat-rev-nef et les paires
d'amorces PolF-P.Amer] et PolR-P.Amer2 pour le géne pol. (ligne A). Les amorces internes Amerl, Amer2, P.Amerl] et
P.Amer2 contiennent chacune une queue de 17 a 21 extra-nucléotides et des sites de restriction Xhol a leur extrémité 5'.
Les sous-produits PCR pour chacun des fragments (ligne B) ont été alors digérés par Xhol, puis ligués (ligne C) et clonés
directement dans le vecteur de clonage TA pCR-II (Invitrogen) pour créer les plasmides pTRN.Amer et pPol. Amer
(ligne D). Les inserts a l'intérieur de ces plasmides ont été flanqués des deux cotés par des sites EcoRI. Les inserts libérés,
apres digestion par EcoRlI, des plasmides pTRN.Amer et pPol. Amer ont été ligués ensemble (ligne E). Le produit de
ligation a €té par la suite amplifié en utilisant les amorces 52R et PolR et le fragment mixte résultant a été cloné dans le
vecteur pCR-II pour créer le plasmide standard interne, pPoT. Amer (ligne F). (Merzouki et al., 1994b; Michael et al.,
1995). Le plasmide pPoT.Amer a été utilisé comme standard interne, dans les réactions de qc-PCR, pour la quantification

des transcrits messagers tat, rev, nef, et pol.
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1- Ktablissement des cellules exprimant les antigénes de surface du VIH-1
NL4.3

Le premier objectif de ce projet de recherche consistait a 1'établissement de cellules
qui expriment de fagon stable les antigénes viraux de surface codés par le géne env du VIH-
1 NL4.3. Nous avons donc utilisé le vecteur d’expression pPDOLHIVenv qui renferme les
séquences codantes des génes tat, rev et env du VIH-1 NL4.3, en amont du promoteur du
LTR de MuLV. Une fois transfecté dans les cellules eucaryotes, ce plasmide est capable de
diriger la synthése d’un polypeptide précurseur d’environ 861 acides aminés, hautement
glycosylé, ayant une masse moléculaire de 160 kDa (gp160) qui est clivé par une protéase
cellulaire (la furine) en une glycoprotéine externe de 120 kDa (gp120) et une glycoprotéine

transmembranaire de 41 kDa (gp41).

1-2  Transfection par électroporation

Les paramétres d'électroporation des plasmides pDOLHIVenv et pDOLHIVenvR
ont été sélectionnés en mesurant l'efficacité de transfection en variant le voltage (V) et la
capacité (FD: Faraday). Plusieurs essais préliminaires nous ont permis d'établir les
conditions optimales de transfection a 200 V avec une capacité de 900 uFD pour les
cellules CEM-T4 et 250V avec une capacité de 300 uFD pour les cellules CEM.NKR. Ces
conditions entrainaient une mortalité cellulaire respectivement de 40% et de 50%. Les
cellules CEM-T4 et CEM.NKR transfectées avec les plasmides pDOLHIVenv et
pDOLHIVenvR ont été maintenues en culture en milieu de sélection (R10 contenant 1000
pg/ml de généticine G418) puis clonées par dilution limite. La concentration optimale de
1000 pg/ml de généticine a été déterminée au préalable lors des tests de cytotoxicité a la
généticine. Les clones cellulaires ainsi établis ont été criblés pour I'expression des antigénes

de surface du VIH-1.
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1-3 Quantification du niveau d'expression des antigénes de surface du VIH-1

1-3.1 Analyse par cytoméirie de flux (FACS)

L'expression des antigénes viraux, a la surface des cellules clonées résistantes a la
G418, a été testée par cytométrie de flux, en utilisant comme source d'anticorps anti-VIH-1
un “pool” de sérums de 5 individus séropositifs. Le sérum anti-VIH-1 ne réagit pas avec les
cellules CEM-T4 et CEM.NKR non transfectées ou transfectées avec le plasmide controle
pDOLHIVenvR. Tel qu’illustré par les profils d'immunofluorescence (fig. 8), et tel que
déterminé par le cytometre, les populations cellulaires des clones CEME4 et CEMF10
(issues des cellules CEM-T4) expriment & leur surface les antigénes du VIH-1 dans des
proportions de 82% (fig. 8-A2) et 50% (fig. 8-A3). Les populations cellulaires des clones
CEMC2 et CEMG®6 (issues des cellules CEM,NKR) expriment les antigénes de surface
dans des proportions de 56% (fig. 8-B2) et 75% respectivement (fig. 8-B3). Le
pourcentage de cellules exprimant les antigénes viraux de surface correspond au
pourcentage de cellules dont l'intensité de fluorescence est supérieur a celle des cellules
contrbles. Les cellules CEM-T4 et CEM.NKR non transfectées ou transfectées avec le
plasmide contrdle utilis€es comme contrdles négatifs n'expriment aucun antigéne VIH-}

(fig. 8-Al et 8-B1).
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Figure 8:

Analyse par cytométrie de flux du niveau d'expression des antigénes
du VIH-1 i la surface des cellules transfectées.

Un million de cellules ont été marquées 2 ['aide d'un pool de sérums
anti-VIH-1 plus FITC-GAHIgG (IgG anti humain de chévre conjugué a la
fluorescine) puis analysées pour leur immunofluorescence. Le pool de
sérums anti-VIH-1 ne réagit pas avec les cellules CEM-T4 (Al) et
CEM.NKR (B1) utilisées i} comme contrdles négatifs pour I'expression des
antigénes de surface du VIH-1, ii) comme contrles pour déterminer le
bruit de fond dii a 'autofluorescence de cellules et a la fixation non-
spécifiques des réactifs (sérum anti-VIH-1 plus FITC-GAHIgG). Le niveau
de fluorescence accompagné d'un déplacement des populations cellulaires
(vers la droite du curseur par rapport aux cellules contrles) présentés dans
les histogrammes A2, A3, B2 et B3 correspondent 4 la fixation spécifique,
par les anticorps anti-VIH-1, des antigénes viraux exprimés a la surface des
cellules des clones CEME4 et CEMF10 (issues des cellules CEM-T4) et
des clones CEMC2 et CEMG6 (issues des cellules CEM.NKR). Le
pourcentage de cellules exprimant les antigénes viraux de surface variait
d'un clone & un autre. Ainsi et tel que déterminé par le cytometre, les
cellules CEME4 et CEMF10 exprimaient les antigénes de surface dans
proportions variant de 50% a 82%, alors que les cellules CEMC2 et
CEMGS6 exprimaient ces antigénes dans des proportions variant de 56% a
75%.

Les histogrammes obtenus aprés incubation des cellules CEM-T4 et
CEM.NKR, non-transfectées ou transfectées par le plasmide contrdle
pDOLHIVenvR, en présence de sérum de donneur séronégatif, ressemblent
aux histogrammes en Al et en B1.
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1-3.2 Immunofluorescence en microscopie

La technique d'immunofluorescence en microscopie a été utilisée pour établir le
nombre de cellules exprimant les antigénes VIH-1, ainsi que la localisation dans les cellules
de ces antigénes. Plus que 90% des cellules issues du clone CEMG®6 étaient positives pour
les antigénes du VIH-1 (fig. 9B, C, D). Les antigénes du VIH-1 étaient présents a la
périphérie du cytoplasme et a la surface des membranes cellulaires. En cytométrie de flux,
seulement 75% (fig. 8-B3) de cette méme population cellulaire exprimaient les antigénes
viraux a leur surface. Cette différence dans le niveau de détection de l'expression des
antigénes viraux de surface pourrait étre due a la formation de complexes gp160-récepteur
CD4 dans le cytoplasme. Les cellules CEM-T4 et CEM.NKR non-transfectées ou
transfectées avec le plasmide contrdle n'ont montré aucune expression d'antigénes viraux
(fig. 9-A).

L'analyse par immunofluorescence indirecte nous a permis de montrer l'expression
de la gp120 2 la surface des cellules transfectées, mais aussi la présence probable de la
gp160 complexé au récepteur CD4 dans le cytoplasme de ces cellules. Ces deux résultats

ont €t€ confirmés par radioimmunoprécipitation.
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Figure 9:

Immunofluorescence en microscopie.

Immunofluorescence des cellules CEMG6 clonées exprimant les antigénes viraux de surface,
sélectionnées comme cellules cibles pour les tests ADCC. Les cellules, en culture dans des plateaux de 24
puits, ont été fixées a I'acétone sur des lames de microscope puis incubées en présence d'un pool de sérums
anti-VIH-1 d'individus séropositifs. La fixation des anticorps anti-VIH-1 spécifiques, a ét€ détectée a l'aide
de FITC-GAHIgG (IgG anti-humain de chévre conjugués 2 la fluoresceine). Les anticorps anti-VIH-1 n'ont
pas réagit avec les cellules CEM.NKR transfectées avec le plasmide pDOLHIVenvR (contrdle), utilisées
comme controle négatif (A). Alors que les antigénes du VIH-1 étaient présents a la périphérie du
cytoplasme et a la surface des membranes des cellules CEMG6 (B, C et D) respectivement a 30, 45 et 60

jours post-transfection.
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1-3.3 Radioimmunoprécipitation (RIA)

Marquage des glycoprotéines membranaires a l'iode radioactif: Le marquage
des glycoprotéines membranaires 2 I'iode radioactif !23I suivie d'une immunoprécipitation
en présence d'un “pool” de sérums de patients séropositifs a montré I'expression de la
gp120 2 la surface des cellules des clones, CEME4, CEMG6 et CEMC2 (fig. 10-A). Nous
n'étions cependant pas capables de détecter la gp41. L'absence de la gp4! pourrait tout
simplement étre due 2 la limite de détection de la technique RIA. Les cellules contrdles

CEM.NKR n'ont montré aucune expression d'antigénes viraux.

Co-immunoprécipitation des antigénes gpl60-récepteur CD4: La co-
immunoprécipitation des récepteurs CD4 cellulaires et de la gp160, a l'aide de I'anticorps
monoclonal anti-CD4, OKT4 (fig. 10-B), a confirmé I'expression des antigeénes viraux, par
les cellules des clones CEMG6, CEMC2 et CEMEA4 et la formation des complexes gp160-
CD4 a l'intérieur des cellules. L'immunoprécipitation de ces complexes (gp160-CD4) a
également confirmé I'intégrité fonctionnelle des glycoprotéines recombinantes, vu qu'elles

sont capables de fixer le récepteur CD4.

L'analyse par RIA n'a révélé aucune présence des antigénes gpi20/160 dans les
surnageants de cultures de cellules. De méme, nous n'étions pas capables de détecter la

gp41, ni dans les cellules ni dans les surnageants des cultures de cellules.
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Figure 10:

Radioimmunoprécipitation

A: Expression de la gp120 2 la surface des cellules transfectées.

Les protéines membranaires de 5 x 106 cellules ont été préalablement marquées 2 l'iode radioactif 123]
en utilisant ]'Todo-gen. Les immunoprécipitations ont été effectuées a partir des lysats cellulaires a l'aide d'un
pool de sérums de patients séropositifs puis analysées par SDS-PAGE. Puits 1, 2 et 3: clones cellulaires
CEME4, CEMG6 et CEMC?2 exprimant les antigénes du VIH-1 (gp120 indiquée par la fleche du haut). Puits
4: cellules CEM.NKR utilisées comme contrdle négatif pour l'expression des antigénes du VIH-1.

B: Co-immunoprécipitation du récepteur CD4 et de la gp160 virale.

La co-immunoprécipitation a été effectuée aprés marquage métabolique de 6 x 106 cellules en
présence de la méthionine 35S, a l'aide de l'anticorps monoclonal anti-CD4, OKT4. La protéine CD4
cellulaire et la protéine gp160 virale ainsi précipité, ont ét€ analysées par SDS-PAGE.

Puits 1: cellules CEM.NKR utilisées comme contrble négatif pour l'expression des antigénes viraux et
comme contrdle positif pour I'expression des récepteurs CD4.

Puits 2, 3 et 4: clones cellulaires CEMT4, CEMG6 et CEMC2 montrant I'expression de la glycoprotéine
précurseur de l'enveloppe du VIH-1, la gp160 (indiquée par la fleche du haut) ainsi que les antigénes CD4
(fleche du bas).

Puits 5: cellules Raji utilisées comme contréle négatif pour I'expression des antigénes du VIH-1 et pour
I'expression des récepteurs CD4.
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1-3.4 Culture cellulaire, formation de syncitia

In vitro, et peut-étre in vivo, les cellules transfectées ou infectées exprimant les
glycoprotéines de I'enveloppe du VIH-1 2 leur surface sont capables de former des cellules
géantes multinucléées (syncitia) avec des cellules (infectées ou non) exprimant les
récepteurs CD4 a leur surface. La capacité d'induire la formation de syncitia compte en
partie dans la cytopathologie du VIH-1 (déplétion des cellules CD4).

Les examens en microscopie photonique a 48h d'intervalles ont montré qu'en
conditions normales de culture (1 x 106 cellules/ml dans des flacons de culture F-25), les
cellules transfectées formaient peu ou pas de syncitia (<3%). Les mémes observations ont
été faites lors des co-cultures des cellules CEMG6 (5 x 105 cellules/ml) et des cellules-T
Jurkat CD4+ (5 x 105 cellules/ml) ou lors des co-cultures des cellules CEMG6 et les
PBMC (5 x 10° cellules/ml) de donneurs normaux. Cependant, quand les cellules
exprimant la gp120/160 a leur surface étaient maintenues en culture dans des plateaux 2 24
puits & des concentrations élevées (2 x 106 cellules/ml). avec le temps, une plus grande
proportion de cellules (<10%) pouvait induire la formation de syncitia (fig. 11). Ceci
pourrait s'expliquer par une plus grande accessibilité d'antigénes de surface libres
(gp120/160 et récepteur CD4). Les examens en microscope ont également montré 1'absence
de changements au niveau de la cinétique de croissance des cellules exprimant les antigénes
du VIH-1 par rapport aux cellules non-transfectées ou transfectées avec le plasmide

contrdle.
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Figure 11:

Formation de syncitia dans les cellules transfectées exprimant les antigénes de surface du VIH-1.

En conditions normales de culture (1 x 106 cellules/ml), les cellules transfectées formaient peu ou pas de
syncitia. Cependant, en culture dans des plateaux de 24 puits 2 des concentrations élevées (2 x 106 cellules/ml),
des syncitia commencaient a apparaitre parmi les cellules.

Par exemple, les cellules CEMG®6 en conditions normales de culture (A) ne formaient pas de syncitia,
alors qu'en culture dans des plateaux 24 puits (2 x 106 cellules/ml), des syncitia commengaient a apparaitre, au
jour 15 (B), 20 (C) et 25 (D) aprés le début de la culture. Les analyses ont été effectuées a 1’aide d’un

microscope optique a contraste de phase.
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2- Caractérisation immunobiologique des cellules exprimant les
antigénes de surface du VIH-1

Le deuxiéme volet de notre premier objectif consistait a évaluer le potentiel des
cellules exprimant la gp120/160, comme cellules cibles dans les tests ADCC. Les cellules
clonées, sélectionnées comme cellules cibles pour les tests ADCC, devraient montrer: d'une
part, une résistance significative a la lyse spontanée par les cellules effectrices de donneurs
séronégatifs et d'autre part, une susceptibilité significative et spécifique a la lyse par ces
mémes cellules effectrices (par le mécanisme ADCC), en présence de sérums de patients

séropositifs.

2-1  Susceptibilité a la lyse spontanée par les cellules effectrices (PBMC) en
absence d'anticorps anti-VIH-1

L'activité ADCC peut étre facilement masquée par la lyse “anticorps indépendant™
des cellules cibles par les cellules effectrices (PBMC). Nous avons testé cette susceptibilité
ala lyse par les PBMC, des trois lignées cellulaires, CEM-T4, CEM.NKR, et K562 ainsi
que les cellules (clones) CEMG6 et CEMC2 sélectionnés comme cellules cibles dans les
tests ADCC. Les cellules CEM-T4 se sont avérées presque aussi susceptibles 2 la lyse par
les PBMC que les cellules K562 utilisées comme cibles standards pour la lyse NK/K
(fig. 12-A). Le pourcentage de lyse spécifique était de 1'ordre de 54,314,8 pour les cellules
K562 par rapport a 32,4%8,1 pour les cellules CEM-T4, alors que les clones CEMGS et
CEMC2 exprimant la gp120/160 a leur surface ont preservé leur résistance a la lyse
spontanée par les cellules effectrices de donneurs normaux. La différence entre le
pourcentage moyen de la lyse de ces clones et de la lyse des cellules CEM.NKR non-
transfectées n'était pas significative (p>0,05) (fig. 12-A). Le pourcentage de lyse des
cellules CEMG6 était de l'ordre de 9,4%3,1 par rapport 2 6,9+3,8 pour les cellules
CEM.NKR non-transfectées.



112

2-2  Susceptibilité a la lyse spécifique par les cellules effectrices en
présence d'anticorps anti-VIH-1 (ADCC indirecte)

Pour évaluer leur susceptibilité a la lyse par le mécanisme ADCC, les cellules des
clones CEMG6 et CEMC2 ont été marquées avec du S1Cr, puis utilisées comme cibles dans
un test ADCC (section 3.3 de Matériel et Méthodes), soit en présence de sérum d'individu
séronégatif, soit en présence de différentes dilutions d'un “pool” de sérums de patients
séropositifs. Tel qu’illustré dans la figure 12-B, une lyse spécifique significative (p< 0,05)
a été observée quand les cellules cibles ont été incubées en présence d'un “pool” de sérum
de patients séropositifs (2 la dilution 10-3). Le pourcentage de lyse était de l'ordre de
55,245,2 pour les cellules CEMGS6 et de I'ordre de 48,114,8 pour les cellules CEMC2,
alors qu'aucune lyse significative n'a été observée en présence de sérum d'individu
séronégatif (p>0,05) (un pourcentage de lyse 9,8+3,4 pour les cellules CEMGS6 et de
8.313,7 pour les cellules CEMC2).

Le ratio effecteurs-cibles utilisé dans les tests ADCC était de 50:1, ce ratio donnait
le meilleur rendement “lyse spécifique/bruit de fond” et a ét€ choisi lors d'expériences
préliminaires utilisant différents ratio effecteurs:cibles (20:1, 50:1 et 100:1), en présence de
dilutions décimales du “pool” de sérums d'individus séropositifs.

La caractérisation immunobiologique des cellules CEMG6 et CEMC2, qui terminait
notre premier objectif, nous a permis d'arréter notre choix sur les cellules CEMG6 comme
cellules cibles pour évaluer I'activité ADCC dans les sérums de patients a différents stades
de l'infection. En effet, les cellules CEMG6 dont une proportion de 75% exprimaient les
antigénes viraux de surface (gp120/160) ont gardé une résistance a la lyse spontanée par les
cellules effectrices (PBMC), comparable a celle des cellules CEM.NKR non-transfectées,
en plus de présenter une grande susceptibilité a la lyse spécifique par le mécanisme ADCC

en présence d'anticorps anti-VIH-1.
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Figure 12:

Caractérisation immunobiologique des cellules exprimant les antigénes
de surface du VIH-1 comme cellules cibles dans les tests ADCC.

A: Susceptibilité 2 la lyse spontanée par les cellules effectrices
(PBMC) de donneurs séronégatifs en absence d’anticorps anti-VIH-1. Les
cellules CEM-T4 se sont avérées aussi susceptibles a la lyse par les PBMC
que les cellules K562 utilisées comme cibles standards pour la lyse NK.
Les clones cellulaires CEMG6 et CEMC2 exprimant la gp120/160 ont
gardé leur résistance & la lyse spontanée par les cellules effectrices de
donneurs normaux. La différence entre le pourcentage moyen de la lyse de
ces clones et de la lyse des cellules CEM.NKR non-transfectées n'est pas
significative (p>0,05).

B: Susceptibilité a la lyse par les cellules effectrices (PBMC) de
donneurs séronégatifs, des cellules CEMC2 et CEMG6, en présence
d'anticorps anti-VIH-1 (lyse par le mécanisme de 'ADCC). Une lyse
spécifique significative (p<0,05) a été observée quand les cellules cibles
CEMG6 et CEMC2 ont incubées en présence d'un pool de sérums de
patients séropositifs. Aucune lyse significative n'a été observée en présence
de sérum de donneur séronégatif (p>0,05).
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3- Evaluation des titres des anticorps ADCC dans les sérums de patients a
différents stades de 1'infection au VIH-1

Notre deuxiéme objectif était d'évaluer I'activité ADCC dans les sérums de patients
d'une cohorte croisée couvrant les différents stades de l'infection au VIH-1

Les cellules CEMG6 ont été utilisées comme cellules cibles pour déterminer les
titres d'anticorps ADCC spécifiques au VIH-1 dans 33 sérums de patients a différents
stades de l'infection (11 au stade II, 10 au stade III et 12 au stade IV). Les dilutions en
série des sérums ont été effectuées dans du milieu de culture et un volume de 50 pl a éié
utilisé par test ADCC en présence de 10* cellules cibles marquées au 51Cr et 105 PBMC de
donneurs séronégatif (section 3.3 de Matériel et Méthodes). Le titre d'anticorps ADCC
présent dans chaque sérum correspond a la plus grande dilution de ce sérum capable de
diriger une lyse spécifique 5% supérieure a la lyse des cellules contrdles en présence de ce
méme sérum. Alors que le niveau d'activité ADCC, pour chaque sérum, a été exprimé sous
forme de moyenne des pourcentages de lyse spécifique (+ la déviation standard) a Ia

dilution 10-3.

3-1 Titres d'anticorps ADCC présents dans les sérums de patients
au stade II de I'infection (séropositifs asymptomatiques)

Lors des tests visant a déterminer les titres d'anticorps ADCC anti-VIH-1 dans les
sérums des individus au stade II de l'infection, nous avons mis en évidence la présence de
différentes activités lytiques sous-optimales “prozone” 2 la dilution 10-2. I s'agit
particuli¢rement des sérums S2, S3 et S6 (fig. 13). L'origine du phénomeéne de la réactivité
“prozone™ n'est pas bien connu et il ne semble pas étre reli€ 2 la densité des antigénes 2 la
surface des cellules cibles. Les mémes cellules cibles avec la méme densité d'antigénes ont
été utilisées dans tout les tests ADCC. Ce phénoméne déja rapporté par plusieurs auteurs

pourrait €tre di i) & la présence dans les sérums de faibles quantités de substance
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inhibitrices capables d'interagir avec les récepteurs Fc ii) & la présence d'anticorps
bloquants etou iii) a la formation de complexes immuns ou d'agrégats
d'immunoglobulines. Cependant, et a I'exception de cette activité lytique sous optimale
présente dans les sérums S2, S3 et S6 a la dilution 102, le pourcentage de la lyse
spécifique diminue avec la dilution des sérums. Donc, en écartant la dilution 10-2, l'activité
ADCC maximale a été obtenue 2 la dilution 10-3 des sérums. Ce sont les pourcentages de
lyse obtenus avec cette dilution (10-3) qui ont été utilisés pour exprimer les niveaux

d'activité ADCC (tableau 4).

Les résultats des tests ADCC ont montré et ce pour la premiere fois, que 100% des
sérums d'individus séropositifs asymptomatiques possédaient des anticorps capables de
diriger un ADCC anti-VIH-1 significatif. Les niveaux d'activités ADCC variaient de
9,9+0,4 (sérum S4) a 44,312 8 (sérum S6) avec une moyenne pour l'ensemble des sérums
au stade II, de l'ordre de 25,7+11,5 (tableau 4). En plus la majorité de ces sérums
possédaient des titres d'anticorps ADCC supérieur a 104 (82% des sérums) (fig. 13,
tableau 4). Parmi ces sérums, 1 seul (sérum S1) avait un titre >105 sans pour autant
atteindre un niveau > 106. En fait, 4 la dilution 10-6 la différence entre la lyse spécifique des

cellules cibles et celle des cellules contrdles n'était plus significative.
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Figure 13:

Titres d’anticorps ADCC présents dans les sérums de 11 patients (S1 a S11) au stade II de I'infection
au VIH-1 (séropositifs asymptomatiques), en utilisant comme cellules cibles, les cellules CEMG6. Chacun
des points des courbes de titrage correspond 2 la valeur moyenne de 3 tests ADCC. Le titre d’anticorps
ADCC correspond a la plus grande dilution du sérum capable de diriger une lyse spécifique 5% supérieure &
la lyse des cellules contrdles en présence de ce méme sérum. A I’exception de I’activité lytique sous-
optimale présente dans les sérums S2, S3 et S6 i la dilution 10-2, le pourcentage de la lyse spécifique
diminue avec la dilution des sérums, 100% des sérums de patients au stade Il de I’infection montraient des
anticorps ADCC anti VIH-1.
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3-2 Titres d'anticorps ADCC présents dans les sérums de patients
au stade ITI de I'infection

Contrairement au stade II de l'infection ol 100% des sérums montraient des titres
d'anticorps ADCC > 103 et dont 82% avaient des titres >104, seulement les sérums de 4
individus (sur 10) au stade IIT de I'infection avaient des titres d'anticorps ADCC >103 et
uniquement 2 de ces sérums (S14 et S18) montraient des titres légérement supérieur a 104
(fig. 14, tableau 4), alors que les sérums de 5 patients (sur 10) au stade III n'avaient aucun
titre d'anticorps ADCC. Pour ces sérums, aucune différence significative n'a été observée
entre le pourcentage de lyse des cellules cibles et celui des cellules contrdles (fig. 14). Le
niveau moyen de l'activitt ADCC pour le stade I était de l'ordre de 10,3%8,9
comparativement a un niveau ADCC de I'ordre de 25,7£11,5 pour le stade IT de I'infection

(tableau 4).
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Figure 14:

Titres d’anticorps ADCC présents dans les sérums des 10 patients (S12 a S21) au stade III de l'infection
au VIH-1 en utilisant comme cellules cibles, les cellules CEMG6. Chacun des points des courbes de titrage
correspond 4 la valeur moyenne de 3 tests ADCC. Le titre d’anticorps ADCC correspond a la plus grande
dilution du sérum capable de diriger une lyse spécifique 5% supérieure a la lyse des cellules contrdles en
présence de ce méme sérum. Uniquement les sérums de 5 patients (sur 10) au stade III de I’infection avaient
des anticorps ADCC anti-VIH-1.



que

L4

% de lyse

60

50

.

10

2

10

812 813 814 815 816 -o- Cellules cibles CEMG6
T exprimant la gp120/160
[ -o- Cellules cibles controles

CEMR
[ k —— mﬁo °'.:.0=ho_<a
L S17 S18 S19 820 s21 S{=)
rkg;g b—a\‘\;
e =—3—3—8 | t——s—p—b | =—%—0—9F

10¢ 10 1009 107

104 1073 104 1075107

103 104 103107
Dilutions des sérums

103 104 105102 103 104 10°°10°¢

103 104 107



122

3-3 Titres d'anticorps ADCC présents dans les sérums de patients
au stade IV de l'infection

Au stade IV de l'infection, l'absence d'anticorps ADCC était plus prononcée que
dans le stade III. Ainsi, 9 sérums sur 12 n'avaient aucun titre d'anticorps ADCC (fig. 15).
Fait surprenant, les trois autres sérums (S25, S31 et S33) ayant montré une activit¢ ADCC
significative avaient des titres d'anticorps ADCC > 103. Le niveau moyen de Iactivité
ADCC pour I'ensemble des sérums de patients au stade IV était de I'ordre de 6,448,1

comparativement a 10,3+8,9 au stade IH et 25,7£11,5 au stade II (tableau 4).

L’aboutissement de notre deuxieéme objectif de recherche nous a révélé que la
réponse ADCC, qui semble intacte durant le stade asymptomatique, est lourdement altérée
durant les stades avancés de I'infection (stades IIT et IV). Ceci suggére une possible
implication de 1'activit¢ ADCC dans le maintien de I’état asymptomatique, en particulier
depuis que son déclin (ADCC) coincide avec la progression de I’infection et la déplétion du
nombre de cellules CD4 (tableau 4 et fig. 16). La déplétion des cellules CD4 est
caractéristique de I’altération de la fonction des cellules-T et des perturbations du systéme

immunitaire probablement responsable de la progression de I’infection vers le stade SIDA.
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Figure 15:

Titres d’anticorps ADCC présents dans les sérums des 12 patients (S22 a $33) au stade IV de l'infection
au VIH-1 en utilisant comme cellules cibles, les cellules CEMG6. Chacun des points des courbes de titrage
correspond 2 la valeur moyenne de 3 tests ADCC. Le titre d’anticorps ADCC correspond a la plus grande
dilution du sérum capable de diriger une lyse spécifique 5% supérieure a la lyse des cellules contréles en
présence de ce méme sérum. Uniquement les sérums de 3 patients (sur 12) au stade IV de I’infection avaient
des anticorps ADCC anti-VIH-1.



ique

-

% delyse

S22 823 824 525 526 527 -o-Cellules cibles CEMGb6
so b exprimant la gp120,/160
4} -e-Cellules cibles controles

CEMR
30[-
20-
10- o‘\
o——f——p——p | g g0 [—— & | p—tr——t—0 s
0
528 529 830 831 832 §33 ()
50.
40
30t
20..
10} 0——0\_0\0
0
10 1072 107 10510 107 10°% 1010 103 107 105102 10 107 10°10¢ 10~ 107 j0>302 10 1077 10510 1o 1079 10

Dilutions des sérums




125

Tableau 4:

Tableau récapitulatif montrant, pour chacun des échantillons
cliniques, le compte de cellules CD4, I’activité ADCC (£ la déviation
standard) 2 la dilution 10-3 des sérums, et les titres d’anticorps ADCC

déduit a partir des courbes de titrages présentées dans les figures 13, 14 et
15.



Sérum Cellules CD4 ActivitéADCC Tifres d’anticorps  Classe CDC
(mm3) (e + DS)
i 1400 11207 nég. Séronégatif
Cc2 1180 1.0£02 nég. Séronégatif
a 840 42+02 nég. Séronégatif
C4 820 25+04 nég. Séronégatif
(6] 1100 15104 nég. Séronégatif
Moyenne 1026 + 240 2.0+1.3
1 1010 443428 >108 I
2 980 286 220 <103 It
3 430 381+ 2.1 =104 I
4 640 9.9 + (014 <103 I
5 1050 270425 >104 1i
6 1220 40.2 £ 2.5 >1(¢ II
7 700 139407 >108 I1
8 710 214420 =1H II
9 380 13809 <104 I
10 975 26.3+1.9 >1{¢ II
11 700 188+1.3 >104 I
Moyenne 799 + 267 2571115
12 700 15:2+1.0 <104 I
13 926 263+1.1 =103 m
14 735 14.6 £05 =104 1
15 210 5.1+ 0.6 nég. m
16 220 5.8+ 0.4 nég. 1
17 390 8.0+0.3 =102 i
18 400 22.4+09 >1¢ I
19 360 1.1 %01 nég. i1}
20 620 1.740.2 nég. 01
21 595 3102 nég. in
Moyenne 515 + 236 10.3 + 8.9
2 21 16405 nég. IV C1 AZT
23 25 47 +0.2 nég. IV C1 DDI
24 7 12402 nég. IV C1 DDI Rétinite
25 148 179+ 05 >10¢ IV C1 AZT Rétinite
26 28 135 6.2 nég. IV C1 DDI Rétinite
27 100 47 +0.2 nég. IV C1 DDI Rétinite
28 1 1.1+0.4 nég. IV C1 DDI Rétinite
29 2 1.7 4 0.1 nég. IV C1DDI
30 7 23402 nég. v C1 DDICMV
31 50 278409 >104 IV C1 AZT
32 28 6.1+0.2 nég. IV D AZT SIDA-SK
33 30 113x 65 2103 IV C1 AZT
Moyenne 37.25+44 6.4 + 8.1




127

3-4 Niveaux d’activité ADCC a différents stades de l'infection en rapport
avec le compte de cellules CD4

La figure 16 indique clairement un déclin de l'activitt ADCC et du nombre de
cellules CD4 avec la progression de l'infection. Le niveau ADCC a différents stades de
l'infection (25,7%+11,5 au stade II, 10,3+8,9 au stade IIT et 6,418,1 au stade VI) semble
étre directement proportionnelle au déclin du nombre moyen des cellules CD4 (7991267 au
stade I, 5151236 au stade III et 37444 au stade VI). Il est cependant difficile d'établir une
relation directe, de cause i effet, entre le déclin de ' ADCC et celui des cellules CD4. En
effet plusieurs individus ayant une numération CD4 élevée ou normale (tableau 6) ne
montraient aucune réponse ADCC (le cas par exemple des patients P19, P20 et P21) ou une
faible réponse (le cas du patient P4). Contrairement 2 d'autres patients (exemple des
patients P25 et P31) dont le compte CD4 était faible ou trés faible, mais qui montraient une
réponse ADCC significative. Cependant, et i I'exception de ces quelques contre-exemples,
il nous parait légitime de considérer, d'un premier point de vue, un role éventuel de la
réponse ADCC, sfirement avec |’aide d’autres composantes du systéme immunitaire, dans
le maintien de 1'état asymptomatique et du compte normal de cellules CD4 en circulation.
Cette contribution de I'activité ADCC pourrait avoir lieu lorsque les cellules productrices de
virus sont €liminées de la circulation, limitant ainsi la dissémination des virus & d'autres

cellules dont les CD4,
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Figure 16:

Relation entre I’activité ADCC et le compte des cellules CD4.

Cette figure montre, d’un point de vu général, le déclin du niveau
d'activité ADCC en rapport avec la déplétion des cellules CD4 durant les
stades avancés de I'infection au VIH-1. Chaque point dans le graphique
représente la valeur moyenne de trois tests ADCC, utilisant un méme
sérum a la dilution 10-3 avec un ratio effecteur/cible de 50:1. La médiane
(en tiret) représente la moyenne du compte CD4 et de I’activité ADCC
pour I’ensembile des patients a un stade donné de I’infection.
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4. Etude de la diversité génétique virale a différents stades de l'infection

L’altération de la réponse ADCC peut-étre due soit simplement 2 ]’absence
d’anticorps suite a I’altération du systéme immunitaire, soit a I’absence de la capacité des
anticorps 2 diriger une activité ADCC, suite & des changements (mutations) dirigés par les
antigénes viraux cibles, en réponse aux pressions sélectives exercées par la réponse
immunitaire. Cette hypothése de travail a constitué le troisiéme objectif de cette recherche
qui consistait en la caractérisation génétique des populations des “quasi-espéces” provirales
présentes chez les 33 patients, et dont les sérums ont été utilisés pour déterminer les titres
d’anticorps ADCC. Nous avons donc pu étudier les relations entre la diversité génétique
virale et l'activité ADCC. Pour ce faire, et afin d’éliminer le risque d’une sélection in vitro
de variants intrapatients mineurs, les études de la diversité génétique virale ont été

effectuées directement sur les cellules de patients, sans passer par la culture cellulaire.

4-1 Amplification enzymatique des régions du géne de I'enveloppe
renfermant les séquences des épitopes ADCC

Les cellules isolées a partir du sang des individus de la cohorte (section 4.1.3 de
Matériel et Méthodes) ont ét€ utilisées directement pour 1'amplification par “nested-PCR",
de trois fragments du géne env renfermant les séquences de quatre épitopes ADCC
identifiés jusqu'a date. Le premier fragment (région V3), renfermant deux épitopes ADCC,
d'une taille d'environ 340 pb couvrait une partie de la région conservée C2, la région
variable V3 et une partie de I’extrémité 5' de la région conservée C4 de la gp120 (fig. 2).
Le deuxiéme fragment (région C4) d'environ 246 pb, renfermant un épitope ADCC,
couvrait la majeure partie de la région conservée C4 de la gp120, sans son extrémité §' (fig.
2) et le troisieme fragment d'environ 373 pb, au niveau de la gp4l (fig. 3), couvrait

I'extrémité 3' de la région conservée CS5 ainsi que l'extrémité 5' de la région conservée C6.
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L'analyse par électrophorése sur gel d'agarose, aprés coloration au bromure
d'éthidium, des produits amplifiés par PCR n'a montré aucun polymorphisme de taille (fig.
17-A1). Tous les fragments PCR semblaient avoir plus au moins la méme taille.
Cependant, I'analyse par €lecrophorése sur gel de polyacrylamide en utilisant un Balayeur
de génes "GeneScanner” et des amorces fluorescentes a montré la présence, en particulier
parmi les fragments PCR correspondant a la région V3, d’un certain polymorphisme de
taille (fig. 17-A2).

Une concordance a été observée entre le nombre et la taille des bandes, mesurées
par électrophorgse sur gel de polyacrylamide, et le nombre et la taille des séquences des
clones générés, aprés clonage et séquencage du méme produit PCR. Les différences de
taille entre les fragments a I'intérieur d'un méme produit PCR ou entre deux produits PCR
différents n'a jamais dépassé 6 pb. De méme, l'uniformité de taille des bandes des régions
C4 (fig. 17-B) et C5 (fig. 17-C) concordait avec les séquences des clones dont les tailles
différaient peu ou pas (séctions 4.2 et 4.3 de résultats). En effet, les séquences de la région
C4 ont montré peu de polymorphisme (une délétion de 3 pb par rapport a la séquence
consensus), alors que les séquences de la région C5 n'ont montré aucun polymorphisme de
taille.

L'analyse par électrophorése sur gel de polyacrylamide, du polymorphisme de taille
des bandes PCR nous a permis de souligner un fait trés important qui était, la présence a
premiére vue, d'un niveau de polymorphisme et probablement d'une diversité génétique
virale qui ne semblent pas €tre en relation avec la stade de l'infection. Cependant, les
fragments de méme taille (absence de polymorphisme) peuvent différer par la position
d'espaces vides “gaps” et par le nombre et la position de substitutions et/ou délétions de
nucléotides.

Les fragments PCR amplifiés 4 I’aide d’amorces non-fluorescentes ont été purifiés 2

partir du gel d’agarose puis utilisés dans les réactions de clonage et de séquencage.
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Figure 17:

Electrophorégrammes obtenus aprés migration sur gel d’agarose 1% (A) et sur gel de polyacrylamide 6%
(A2, B et C), des fragments d’ ADN amplifiés par “nested-PCR" des régions V3 (Al et A2), C4 (B) et C5 (C) de
la gp120/41. L’amplification des fragments d’ADN proviral a été effectuée directement a partir de 'ADN
cellulaire de PBMC, des 33 patients a différents stades de l'infection au VIH-1.

Pour I’analyse sur gel de polyacrylamide, les amorces utilisées dans les réactions de "nested-PCR™ ont été
couplées a des fluorochromes, FAM (jaune), ROX (rouge) et JOE (bleu). Les données ont été collectées par le
séquenceur d'ADN, modele 373A d'Applied Biosystems (Gene Scanner Collection V1.1; ABI 672 Data
Collection Software).

L’analyse sur gel de polyacrylamide a montré un polymorphisme de taille parmi les séquences amplifiées
a ’intérieur de chacun des échantillons cliniques (AZ2). Ce polymorphisme n’était pas visible sur gel d’agarose
(A1). Les régions C4 (B) et C5 (C) ont montré peu ou pas de polymorphisme de taille.

M en (Al): marqueur de tailles en pb.

M en (A2, B et C): marqueur de tailles de 1 paire de base.

(-) contrdle négatif d’amplification (ADN cellulaire de donneurs séronégatifs)
Puits 1-11: patients au stade II de l'infection.

Puits 12-21: patients au stade III de l'infection.

Puits 22-33: patients au stade IV de I’infection.
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4-2 Vérification de la diversité génétique interpatients : séquencage direct
des produits PCR

Dans le but de déterminer les séquences prédominantes des régions V3, C4 et C5
des isolats viraux intégrés dans I'ADN cellulaire des patients de la cohorte, les fragments
d'ADN amplifiés par PCR ont éé séquencés sans clonage. La majorité des fragments
d'ADN amplifiés par PCR ont donné des séquences trés lisibles. Les ambiguités, a
certaines positions, dues probablement 2 la présence simultanée de plusieurs “quasi-
espéces”, ont été résolues en séquengant plus d'une fois le méme produit, et en utilisant le
programme SegEd pour éditer les séquences & partir de leur chromatogrammes. Les
résultats des analyses, en groupe des séquences nucléotidiques obtenues a partir des
cellules infectées, sont présentés dans les figures 18, 19, et 20. Le consensus généré a
partir des alignements des séquences en acides aminés est reliée a la séquence de la souche
VIH-1 MN (représentante des souches isolées en Europe et en Amérique du Nord).

Ces analyses ont montré que chaque patient avait une séquence V3, une séquence
C4 et une séquence C5 qui lui était unique, mettant ainsi en lumiére 'absence d'un méme
provirus chez deux patients différents. Ces résultats expliqueraient, au moins en partie, le
fait qu'a l'intérieur d'un méme stade de l'infection, une réponse immunitaire comme
I'ADCC pourrait différer grandement d'un patient 2 un autre, vu qu'elle est appelée a
contrdler, chez chacun des patients, une population de virus différente qui lui est
particuliére.

L'analyse des divergences entre les séquences de la région V3 (fig. 18), d’environ
35 acides aminés délimitée par deux résidus cystéines, a montré, en moyenne de
pourcentage, une variabilité interpatient de 12,242.1 au stade II de l'infection, de 12,5+2,0
au stade IIl et de 12,4+2,0 au stade IV (tableau 5). D'autre part, la divergence interpatients
au niveau des séquences de la région C4 (fig. 19) et de la région C5 (fig. 20) n'a jamais

atteint 9% (entre 5,3% a 8,6%) (tableau 5). Ces résultats nous ont confirmé un fait déja
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bien établi, A savoir que la boucle V3 et les régions avoisinantes sont appelées, en réponse a
des pressions immunitaires sélectives, & changer ou a évoluer plus souvent que les régions
relativement conservées, comme les régions C4 et C5. Cette vitesse de changement
différentielle des séquences de différentes portions d'un méme provirus, serait due
principalement 2 la présence de régions virales fonctionnelles, qui seraient les cibles
majeures de la réponse immunitaire. En effet la boucle V3 renferme, entre autres, le
domaine principal de neutralisation, I'épitope de neutralisation spécifique au type, I'épitope
principal des cellules T-auxiliaires, des épitopes ADCC, en plus de I'épitope majeur de la

réponse CTL (fig. 18)

Cependant, le fait le plus important qui nous a ét¢ fourni par ces analyses a éié
siirement celui montrant une diversité génétique virale (interpatient) durant le stade
asymptomatique, trés similaire a celle rencontrée durant les stades avancés de la maladie
(stade IIT et IV). L'autre fait important est ’absence de corrélation entre la diversité
geénétique virale, le déclin de Iactivité ADCC (ainsi que les titres d’anticorps ADCC) et le

compte des cellules CD4, durant les stades III et I'V de 1’infection.

Il reste, par contre, a éudier la diversité génétique intrapatient, car comme nous
I’avions mentionné plutdt, Iactivitt ADCC pourrait varier grandement d’un patient 4 un
autre et ce a I'intérieur d’un méme stade. Cette variation de I’activité ADCC pourrait étre
influencée par I'étendue de la diversité génétique des “quasi-espéces™ a I'intérieur de chaque
patient. Afin de répondre a cet objectif, nous avons dii déterminer les séquences des

“quasi-espéces” aprés clonage des fragments d’ ADN amplifiés par PCR.
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Figure 18:

Séquencage direct des produits PCR: diversité interpatients (région V3 de la gp120).

Alignement multiple des séquences, en acides aminés de la boucle V3 et régions avoisinantes, des
quasi-espéces prédominantes isolées chez les 33 patients a différents stades de 'infection. La séquence
consensus a été déduite a partir de la fréquence des différents résidus amino-acides a chaque position dans
I'alignement. La similarité entre le consensus et les différentes séquences dans I'alignement est indiquée par
des points (-). La présence de tiret (-) indique 'insertion d'un espace pour maintenir l'alignement.

L’analyse des séquences des quasi-espéces prédominantes a montré que chaque patient de cette
cohorte avait une séquence V3 qui lui était unique, mettant en lumigre I’absence d’un méme provirus chez
deux patients différents. La variabilité génétique interpatients (de la boucle V3) était, en moyenne, de
12,242 1% au stade II de l'infection, de 12,5+2,0% au stade I et de 12,4+2,0% au stade I'V (Tableau 5).

Les boftes en rouge et en vert délimitent les séquences des épitopes ADCC cartographiés dans cette
région. Les résidus (C) sont les deux résidus cystéines impliqués dans la formation de la boucle V3 par pont
disulfure, alors que les séquences délimitées en bleu représentent les principaux régions fonctionnelles de
cette portion de la gp120: domaine principal de neutralisation (DPN), épitope de neutralisation (spécifique
au type), un épitope CTL et un épitope pour les cellules T- auxiliaires.
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Figure 19:

Séquencage direct des produits PCR: diversité interpatients (région
C4 de la gp120/41).

Alignement multiple des séquences, en acides aminés de la région
C4 (gpl120/41), des quasi-especes prédominantes, isolées chez les 33
patients a différents stades de I'infection. La séquence consensus a €t€
déduite a partir de la fréquence des différents résidus amino-acides a
chaque position dans l'alignement. La similarité entre le consensus et les
différentes séquences dans l'alignement est indiquée par des points (-). La
présence de tirets (-) indique l'insertion d'un espace pour maintenir
l'alignement. La variabilité génétique interpatients (épitope ADCC et
régions avoisinantes, un fragment d’environ 35 a.a) était, en moyenne, de
7,412,2% au stade II de l'infection, de 8,6+1,7% au stade III et de
6,5+1,5% au stade IV (tableau 5)

La boite en rouge délimite la séquence de 1'épitope ADCC
cartographié dans cette région, alors que les lignes en bleu délimitent les
différentes régions fonctionnelles telles que 1'épitope de neutralisation et le
domaine de fusion. Les séquences du site de clivage du précurseur gp160
en gpl20/41, et celles de 1'épitope ADCC au niveau de la région C4 sont
relativement mieux conservées que les séquences de 1'épitope de
neutralisation.
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Figure 20:

Séquencage direct des produits PCR: diversité interpatients (région
C5 de la gp41).

Alignement multiple des séquences, en acides aminés de la région
C5 (gp41), des quasi-espéces prédominantes, isolées chez les 33 patients a
différents stades de I’infection. La séquence consensus a été déduite a
partir de la fréquence des différents résidus amino-acides a chaque position
dans l'alignement. La similarité entre le consensus et les différentes
séquences dans l'alignement est indiquée par des points ().

La boite en rouge délimite la séquence de 1'épitope ADCC
cartographié dans la gp41. La variabilité génétique interpatients (épitope
ADCC et région avoisinantes, un fragment de 35 a.a), était, en moyenne,
de 5,3+1,9% au stade II de l'infection, de 6,9+1,2% au stade III et de
6,21+1,4% au stade IV (tableau 5)

Cette séquence renferme deux résidus cystéines «encerclés en
rouge» pouvant former une boucle par pont disulfure qui pourrait étre le
site de reconnaissance des anticorps dirigeant ' ADCC. La substitution du
second résidu cystéine par un résidu tryptophane (W) dans de nombreuses
quasi-especes pourrait détruire la structure en boucle et par conséquent le
site de reconnaissance des anticorps ADCC.

Les séquences de P'épitope ADCC sont relativement bien
conservées par rapport a celles de 1'épitope de neutralisation délimitées en
bleu.
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4-3 Diversité génétique intrapatient: séquencage des “quasi-especes”
isolées chez les individus a différents stades de l'infection.

Les alignements multiples des séquences, en acides aminés des trois régions du
géne env, des “quasi-espéces” provirales isolées chez les individus a différents stade de
l'infection, sont présentées dans les figures 21, 22, et 23 (région V3), figures 24, 25, et 26
(région C4) et figures 27, 28, et 29 (région C5). Les séquences nucléotidiques
correspondant a ces trois régions sont présentées en Annexe B (fig. 39 a 47).

La grande variabilité des séquences accompagnée de peu de polymorphisme de taille
ont été les faits dominants des premiéres analyses des séquences des régions du géne de
I’enveloppe. Ces analyses ont également confirmé I'absence d'un méme provirus chez
deux patients différents, indiquant ainsi que chacun des patients infectés au VIH-1 posséde
in vivo, une population de “quasi-espéces” qui lui est particuliére. Cependant, nous avons
noté la présence de plusieurs séquences provirales identiques chez un méme patient. Le
nombre de séquences différentes de la région V3 (114 séquences différentes) (fig. 21, 22,
et 23), est trés supérieur a celui des séquences de la région C4 (88 séquences différentes)
(fig. 24, 25, et 26) et 4 celui des séquences de la région C5 (87 séquences différentes) (fig.
27, 28, et 29). Ces résultats suggerent que ce sont les régions variables comme la boucle
V3, sous des contraintes fonctionnelles, qui “décident” du nombre et peut-étre de la nature

(phénotype) des quasi-éspéces rencontrées chez un patient donné.

Les taux de variabilité rapportés dans cette étude concernent particulirement trois
régions qui renferment les séquences des épitopes ADCC: i) la boucle V3 d’environ 35 a.a,
ii) une région d’environ 35 a.a a I'intérieur du domaine C4 et iii) une région de 35 a.a 2
I’intérieur du domaine CS5.

Les séquences des régions virales V3, C4 et C5 ont montré un taux de variabilité

intrapatient respectivement de 6,143,9%, 1,8£1,7%, et de 2,0+1,9% au stade II; de
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6,4+1,7%, 2,912,0%, et de 3,3+2,3% au stade III; et de 8,8%14,7%, 4,0£1,7%, et de
2,7+1,4% au stade IV. Le taux de variabilité intrapatient des régions V3, C4 et C5 était
moins important que le taux de variabilité¢ interpatient qui était respectivement de
12,242,1%, 7,4+2,2%, et 5,3t1,9% au stade II; de 12,5+2,0%, 8,6t1,7%, et de
6,9+1,2% au stade III; et de 12,4+2,0%, 6,5%1,5% et de 6,2£1,4% au stade IV. Ces
variations sont dues & des événements de substitutions et/ou de délétions-insertions de
nucléotides (Annexe B; figures 39 a 47), tel qu'indiqué par lintroduction d'un certain
nombre d'espaces vides (gaps) dans les alignements. La région C5 de la gp41 n’a montré

aucun polymorphisme de taille.

Malgré ce haut niveau de variabilité, seules 9 substitutions inactivantes ont été
détectées (sur environ 150 000 pb séquencées). Toutes les mutations inactivantes ont eu
lieu par introduction de codons “stop” parmi les séquences de la région V3. Ceci donnait
une fréquence de substitution inactivante, de 1'ordre de 1 dans 17 Kpb, beaucoup moins
importante que celle déja rapportée par d'autres auteurs. En effet, Meyerhans et al. (1989)
ont rapporté une fréquence de mutations inactivantes de 5 x 104 par nucléotide, 2 peu prés
10 fois supérieure 2 la fréquence de 6 x 10~> mutations par nucléotide que nous avons
observé dans cette étude.

Simmonds et al. (1990a) ont déja montré que le nombre de copies de provirus VIH-1
dans les PBMC en circulation était proche de un. En tenant compte du fait que la
complémentation fonctionnelle est quasiment impossible a 1’intérieur d'une cellule infectée,
il est trés peu probable d'avoir des proportions élevées de provirus défectifs vu qu'ils
seraient continuellement exposés a une trés forte sélection pour qu'ils soient fonctionnels.
Les résultats que nous avons présentés dans ce travail ont montré que méme dans une des
régions les plus variables (V3) du génome du VIH-1, la fréquence des mutations
inactivantes reste trés faible, indiquant la présence d'une forte sélection pour le maintien du

cadre de lecture ouvert.
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La puissance de cette sélection favorisant I'existence (ou la viabilité) des séquences
d'acides aminés est indiquée par un ratio de substitutions synonymes/substitutions non-
synonymes trés bas pour les séquences de la région variable V3. Les substitutions
synonymes (Ks) ou mutations silencieuses correspondent aux changements de nucléotides
i l'intérieur d'un codon (ADN), qui n’entrainent pas un changement de l'acide aminé
correspondant, alors que les substitutions non-synonymes (Ka) ou mutations non-
silencieuses correspondent aux changements de nucléotides a I'intérieur d'un codon, qui se
traduisent par un changement de l'acide aminé correspondant. Donc, plus le ratio Ks/Ka est
faible et plus le taux de mutations non-silencieuses est important, indiquant que les
séquences de la région concemnée sont soumises a des pressions sé€lectives qui les obligent a
muter continuellement.

Le ratio de substitutions synonymes/substitutions non-synonymes (Ks/Ka) a été
déterminé pour chaque population de “quasi-espéces” isolés chez chacun des patients, en les
comparant 2 la séquence prédominante présente chez ce méme patient (obtenue par
séquengage direct). Le ratio Ks/Ka pour le séquences V3 variait de 0,9 a 1,2 peu importe
le stade de I’infection, alors que le ratio Ks/Ka pour les séquences C4 et C5 n'a jamais
passé en dessous de 6,4. Ces ratio indiquent que les séquences de la région V3, sous des
contraintes fonctionnelles significatives, évoluent rapidement comparé aux régions C4 et
C5 qui demeurent relativement bien conservées, peut-étre en absence de contraintes
sélectives rigoureuses. Un ratio Ks/Ka proche de 1 pour les séquences V3 indique qu'en
moyenne la survie d'une mutation de remplacement est pratiquement aussi probable que la
survie d'une mutation silencieuse. Ceci est assez impressionnant, en particulier si on le
compare avec un ratio Ks/Ka de 5,28 déterminé pour 42 génes eucaryotiques (Li ef al.,

1985).



Figure 21:

Diversité génétique intrapatient (région V3) durant le stade II de P’infection (séronégatifs asymptomatiques).

Alignement multiple des séquences, en acides aminés de la boucle V3 et des régions avoisinantes, de 31
clones (quasi-especes) différents isolés a partir des PBMC de 11 patients au stade II de l'infection. La séquence
consensus a été déduite A partir de la fréquence des différents résidus amino-acides a chaque position dans
l'alignement. La similarité entre le consensus et les différentes séquences dans l'alignement est indiquée par des
points (-). La présence de tirets (—) indique l'insertion d'un espace pour maintenir I'alignement.

L’analyse des séquences a confirmé I’absence d’un méme provirus chez deux patients différents, indiquant
ainsi que chacun des patients infectés au VIH-1 posséde in vivo une population de quasi-espéces qui Jui est
particuli¢re. La moyenne de 1a variabilité génétique intrapatient durant le stade asymptomatique (boucle V3) était
de I’ordre de 6,1+£3,9% (allant de 0,0% 4 15,2%).

Les boites en rouges et en vert délimitent les séquences des épitopes ADCC cartographiés dans cette
région. Les résidus (C) sont les deux cystéines impliqués dans la formation de la boucle V3 par pont disulfure. Les
séquences délimitées en bleu représentent les principales régions fonctionnelles de cette portion de la gp120:
domaine principal de neutralisation (DPN), épitope de neutralisation (spécifique au type), un épitope CTL et un
épitope pour les cellules T-auxiliaires. P: indique les séquences impliquées dans la maturation des glycoprotéines
de l'enveloppe. A: indique les séquences impliquées dans l'interaction de la gp120 au récepteur CDA4.
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Figure 22:

Diversité génétique intrapatient (région V3) durant le stade III de P’infection.

Alignement des séquences, en acides aminés de la boucle V3 et des régions avoisinantes, de 34 clones
différents isolés a partir des PBMC de 10 patients au stade III de l'infection au VIH-1. Les 1égendes sont
identiques a celles de la figure 21.

Le consensus de 92 acides aminés déduit & partir des séquences des quasi-espéces isolées chez les
patients au stade II de l'infection est de 93 acides aminés au stade III de I’infection. Ceci est dii au besoin
d'insérer des espaces pour maintenir 'alignement suite a I'apparition de quasi-éspéces de tailles différentes. La
moyenne de la variabilité génétique intrapatient (boucle V3) durant le stade III était de I’ordre de 6,4%1,8%
(allant de 2,9% 4 9,0%).

Les 1égendes des régions fonctionnelles présentes dans cette portion de la gp120 sont identiques a celles
de la figure 21.
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Figure 23:

Diversité génétique intrapatient (région V3) durant le stade IV de Pinfection.

Alignement des séquences, en acides aminés de la boucle V3 et des régions avoisinantes, de 49 clones
différents isolés & partir des PBMC de 12 patients au stade IV de l'infection au VIH-1. Les légendes sont

identiques a celles de la figure 21.

La moyenne de la variabilité génétique intrapatient (boucle V3) durant le stade IV était de I’ordre de
8,8%+4,7% (allant de 2,9% a 19,0%).

Les légendes des régions fonctionnelles présentes dans cette portion de la gp120 sont identiques a celles

de la figure 21.
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Figure 24:

Diversité génétique intrapatient (région C4) durant le stade II de I’infection (séronégatifs asymptomatiques).

Alignement des séquences, en acides aminés de la région C4 (gp120/41), de 28 différentes quasi-éspeces
isolées chez les 11 patients au stade II de l'infection. La séquence consensus a été déduite a partir de la fréquence
des différents résidus amino-acides 4 chaque position dans l'alignement. La similarité entre le consensus et les
différentes séquences dans I'alignement est indiquée par des points (-). La présence de tirets (-) indique l'insertion
d'un espace pour maintenir l'alignement.

L’analyse de séquences a montré une variabilité intrapatient (épitope ADCC et régions avoisinantes, un
fragment d’environ) de I’ordre de 1,8%1,7% (allant de 0,0% a 5,0%)

La boite en rouge délimite la séquence de 1'épitope ADCC cartographié dans cette région. Les lignes en
bleu délimitent les différentes régions fonctionnelles telles que 1'épitope de neutralisation et le domaine de fusion.
F: indique les résidus amino-acides critiques pour le phénomene de fusion virus-cellule. A: indique les résidus
impliqués dans I'association de la gp120 au récepteur CD4. Le site de clivage du précurseur gp160 en gp120/41 et
les séquences de I'épitope ADCC demeurent relativement bien conservés parmi les quasi-espéces d’un méme
patient ou de patients différents.
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Figure 25:

Diversité génétique intrapatient (région C4) durant le stade III de I’infection.

Alignement des séquences, en acides aminés de la région C4 (gp120/41), de 27 différentes quasi-éspeces
isolées chez les 10 patients au stade III de I'infection. La séquence consensus a été déduite a partir de la
fréquence des différents résidus amino-acides a chaque position dans l'alignement. La similarité entre le
consensus et les différentes séquences dans I'alignement est indiquée par des points (-). La présence de tirets (=)
indique I'insertion d'un espace pour maintenir I'alignement.

L’analyse de séquences a montré une variabilité intrapatient (épitope ADCC et régions avoisinantes, un
fragment d’environ 35 a.a) de ’ordre de 2,912,0% (allant de 0,0% a 5,0%)

Les légendes des différentes régions fonctionnelles présentes dans cette région sont identiques a celle de
la figure 24.
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Figure 26:

Diversité génétique intrapatient (région C4) durant le stade IV de Pinfection.

Alignement des séquences, en acides aminés de la région C4 (gp120/41), de 33 différentes quasi-éspeces
isolées chez les 12 patients au stade IV de l'infection. La séquence consensus a été déduite a partir de la
fréquence des différents résidus amino-acides & chaque position dans l'alignement. La similarité entre le
consensus et les différentes séquences dans 1'alignement est indiquée par des points (). La présence de tirets (-)
indique I'insertion d'un espace pour maintenir l'alignement.

L’analyse des séquences a montré une variabilité intrapatient (épitope ADCC et régions avoisinantes, un
fragment d’environ 35 a.a) de 1’ordre de 4,0+1,8% (allant de 1,6% 4 7,5%).

Les 1égendes des différentes régions fonctionnelles présentes dans cette région sont identiques a celle de

la figure 24.
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Figure 27:

Diversité génétique intrapatient (région C5) durant le stade II de ’infection (séronégatifs asymptomatiques).

Alignement multiple des séquences, en acides aminés de la région C5 (gp41), de 25 différentes quasi-
éspéces isolées chez les 11 patients au stade II de l'infection. La séquence consensus a été déduite a partir de la
fréquence des différents résidus amino-acides a chaque position dans l'alignement. La similarité entre le consensus
et les différentes séquences dans I'alignement est indiquée par des points (-).

L’analyse des séquences a montré une variabilité intrapatient (épitope ADCC et régions avoisinantes, un
fragment de 35 a.a) de I’ordre de 2,0+1,9% (allant de 0,0% a 5,0%)

La boite en rouge délimite la séquence de I’épitope ADCC cartographié au niveau de la gp4l. Cette
séquence renferme deux résidus cystéines (encerclés en rouge) pouvant former une boucle par pont disulfure qui
pourrait étre le site de reconnaissance des anticorps dirigeant ' ADCC. La substitution du second résidu cystéine
par un résidu tryptophane (W) dans de nombreuses quasi-esp&ces pourrait détruire la structure en boucle et par
conséquent le site de reconnaissance des anticorps ADCC.

Les séquences de 1'épitope ADCC sont relativement bien conservées par rapport a celles de 1'épitope de
neutralisation délimiter en bleu, parmi les quasi-espeéces d’un méme patient ou de patients différents.
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Figure 28:  Diversité génétique intrapatient (région C5) durant le stade III de I’infection.

Alignement multiple des séquences, en acides aminés de la région CS (gp41), de 27 différentes quasi-
éspeces isolées chez les 10 patients au stade III de I'infection.

L’analyse des séquences a montré une variabilité intrapatient (épitope ADCC et régions avoisinantes, un
fragment de 35 a.a) de I’ordre de 3,312,3% (allant de 0,0% a 7,5%).

Les légendes des régions fonctionnelles présentes dans cette portion de la gp41 sont identiques a celles de

la figure 27.
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Figure 29:  Diversité génétique intrapatient (région C5) durant le stade IV de P’infection.

Alignement multiple des séquences en acides aminés de la région C5 (gp41) de 35 différentes quasi-
éspéces isolées chez les 12 patients au stade IV de l'infection.

L’analyse des séquences a montré une variabilité intrapatient (épitope ADCC et régions avoisinantes, un
fragment de 35 a.a) de I’ordre de 2,7£1,4% (allant de 0,0% a 5,0%).

Les légendes des régions fonctionnelles présentes dans cette portion de 1a gp41 sont identiques a celles de
la figure 27.
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4-4 Relation entre le taux de variabilité des “quasi-espéces” et la réponse
ADCC

Les résultats présentés dans le tableau 5, montrent les taux de variabilité
intrapatients et interpatients des séquences des trois régions de I'enveloppe (des fragments
d’environ 35 a.a renfermant les épitopes ADCC), ainsi que les niveaux d'activité ADCC 2
différents stades de l'infection. Ces taux de variabilité des séquences virales sont trés
similaires, et ce indépendamment du stade de l'infection, et ne semblent pas montrer une
relation quelconque avec I'état du systéme immunitaire (baisse du nombre de cellules CD4
et de l'activité ADCC durant les stades ITI et IV de l'infection). En effet, si la moyenne des
taux de variabilité des séquences (des épitopes ADCC) des “quasi-espéces” présentes chez
les individus de cette cohorte est demeurée similaire a différents stades de l'infection
(tableau 5), les moyennes de l'activité ADCC et du compte des cellules CD4 ont chuté
dramatiquement pour passer de 25,7+11,5 (ADCC) et 799+267 (CD4) au stade II de
l'infection 4 10,3+8,9 et 5151236 au stade III et & 6,4+8,1 et 37,25+44 au stade IV
(tableau 5). Ces résultats soulignent I'un des points les plus intéressants de cette recherche,
qui tend a démontrer que le niveau de la diversité génétique virale (séquences des épitopes
ADCC) ne semble pas étre la cause directe de la chute de |'activité ADCC ni celle du
nombre de cellules CD4. En fait, le systéme immunitaire, avec la réponse ADCC en téte,
intacte et effective semble s’accommoder de la présence de virus divergents durant le stade
asymptomatique.

L’énoncé selon lequel la diversité génétique virale n’est pas a I’origine du déclin de
I"activité ADCC, a été en partie supporté par les résultats de la variabilité génétique des
séquences C4 et C5 (tableau 5 ). En effet, les régions C4 et C5, qui renferment deux cibles
potentielles pour les anticorps ADCC, sont demeurées relativement bien conservées durant
tous les stades de I'infection, alors que P'activitt ADCC a chuté dramatiquement. La
variabilité génétique limitée des région C4 et C5 a également suggéré que les déterminants

antigéniques majeurs pour 'activité ADCC pourraient se retrouver essentiellement au
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niveau de la boucle V3, et par conséquent, les mutations dirigées par cette région seraient

au commande du “devenir” de la réponse ADCC.
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Tableau 5:

Variabilité génétique intrapatient et interpatients des séquences des
épitopes ADCC et des régions avoisinantes (environ 35 a.a) au niveau
des régions V3, C4 et CS5 du géne env du VIH-1.

Cette figure montre, chez chacun des patients de notre cohorte, le
niveau de variabilité génétique provirale intrapatient et interpatients, en
rapport avec le compte CD4 et le niveau d’activité ADCC.

Les résultats en rouge, correspondent aux patients dont la nature
des séquences de leur quasi-espéces (certaines ou en totalité), prédisaient
un phénotype inducteur de syncitia (SI). Le phénotype SI se retrouve
principalement durant le stade IV de I’infection.

Les valeurs en blen correspondent aux moyennes du nombre des
cellules CD4, de I’activité ADCC et de la variabilité génétique intrapatient
de I’ensemble des patients dans un méme stade de 1’infection.



Patient NbreCD4 ADCC:iDS. Variabilité intrapatient Variabilité interpatients

(mm3) Vi Ca C5 (%) V3 C4 C5 (%)

1 1010 44.3+28 152 25 33 12,5 5,7 4,0

2 980 286+2.0 95 25 00 11,1 5,2 34

3 430 381421 29 00 00 15,7 60 94

4 640 99+04 57 33 25 145 57 77

5 1050 270+25 76 00 00 91 6,0 6,5

6 1220 402+25 29 33 00 137 97 4,0

7 700 139+ 0.7 57 00 25 91 5,2 3,7

8 710 21.4+20 57 50 50 134 102 65

9 380 13.8+09 00 25 16 1,1 11,2 45
10 975 26.3+19 76 00 50 11,1 7,5 4,0
11 700 188+1.3 52 12 25 131 92 48

moyenne 799+267 25,7 + 11,5 6,1+3,9 1,8+17 2,0+1,9 122421 74422 53419
12 700 152+1.0 29 16 25 120 77 65
13 926 263+1.1 74 16 00 134 108 9,0
14 735 146 +0.5 57 00 00 154 11,1 6,9
15 210 5106 90 50 25 16,0 5,3
16 220 58+04 57 00 50 100 105 75
17 390 8.0+0.3 67 25 25 137 6,6 85
18 400 224+09 57 50 33 10,8 66 63
19 360 1.1+0.1 71 33 45 117 86 53
20 620 1.7+02 86 50 54 10,2 7 66
21 RY5 3.1 402 52 50 75 12,2 8,3
mayenne 515+236 10,3+ 89 6,4+1,7 2920 33123 12,542,0 8,6+1,7 6,941,2

22 21 1.6 +0.5 L 2.5 3.3 13,8 5.4 4,2
23 25 47 +0.2 57 25 50 11,4 10,0 7.3
24 7 1.2+02 142 66 16 10,9 8,1 54
25 148 17.9+0.5 190 50 50 123 7.0 5,7
26 28 1.3+02 63 33 16 107 54 64
27 100 47+0.2 134 41 146 15,0 5,0 7.8
28 1 1.1+04 11,9 16 33 121 47 9.0
29 2 1.7+ 0.1 76 25 00 11,4 54 6,1
30 7 23+02 43 75 25 11,4 6,1 47
31 50 27.8+0.9 81 33 25 17,3 6,5 4,5
32 28 6.1+0.2 29 50 37 10,9 7.2 6,4
33 30 11.3+05 6,7 50 33 12,6 7.2 6,9

moyenne 37,25+44 6,4 +8,1 88+4,7 4,0£17 27414 124420 65815 62414
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4-5 Relations évolutionnaires parmi les séquences du VIH-1

Dans le but d'évaluer la portée de la divergence évolutionnaire entre les séquences,
nous avons estimé les distances entre les résidus amino-acides 3 partir du pourcentage
d'identité des séquences en acides aminés. Les moyennes des distances entre les résidus
amino-acides des séquences intrapatients et interpatients, ont été alors utilisées pour
déterminer les relations phylogénétiques parmi les 114 séquences différentes de la région
V3, les 88 séquences différentes de la région C4 et les 87 séquences différentes de la région
C5. Un exemple d’arbres phylogénétiques “neighbor joining” représentant ces relations

sont données dans la figure 30 (région V3), figure 31 (région C4) et figure 32 (région C5).

L’analyse de ces arbres phylogénétiques a montré que, malgré le fait que la plupart
des "quasi-espeéces’ isolées chez un méme patient ont tendance & se regrouper ensemble,
plusieurs d’entre elles se trouvent dispersées de fagon plus au moins aléatoire sur
différentes branches des arbres phylogénétiques, et ce indépendamment du stade de
I'infection, du compte CD4 ou du niveau de I’activité ADCC. Ceci semble indiquer que les
“quasi-espéces” du VIH-1 présentes au début de I'infection (supposément les souches
primaires, sous une forte pression sélective exercée par le systéme immunitaire de 1'hdte)
ne suivent pas une direction évolutionnaire précise, capable de les mener d’un état de
“quasi-espéces” “sensibles” oll les virus sont incapables d’échapper au contréle d'un
systéme immunitaire fonctionnel, & un état de "quasi-espces” "muté ou mutant” ol les
virus sont plus adaptés A I'environnement héte, et donc capables d’échapper 4 un systéme

immunitaire affaibli.

L'absence de direction évolutionnaire évidente menant des “quasi-espices”
précoces, moins adaptées a l'environnement héte, & des “quasi-espéces” tardives plus
adaptées et probablement plus cytopathogéniques, peut s’expliquer par le fait que durant la

progression de I'infection, les séquences du VIH-1 ne varient pas beaucoup, mais
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subissent plut6t des mutations ponctuelles dirigées par les antigénes viraux en réponse aux
pressions sélectives du systéme immunitaire. Ces mutations, qui sont nécessaires a la
survie et a I'adaptation du virus a son environnement hote, peuvent varier (par leur nature et
leur localisation) d'un systéme immunitaire-hdte & un autre. Ainsi, les antigénes viraux
dirigent des mutations, juste pour le besoin de survie du virus, du moins jusqu’'a
I’émergence d’une forme de virus mieux adaptée a 'environnement hote. Cette forme de
virus, mieux adaptée, n’aura plus besoin de diriger fréquemment de nouvelles mutations en
réponse aux pressions sélectives de I’'hdte (donc elle change moins). Ceci est en
concordance avec nos résultats qui soulignaient un taux de variabilité des séquences des
“quasi-espéces” intrapatient et interpatient trés similaires, et ce peu importe le stade de

I’infection.

L’étude de la relation entre la diversité génétique des “quasi-espéces” provirales et la
réponse ADCC a montré que le taux de variabilité génétique (des épitopes ADCC) des
“quasi-espéces” intrapatient et interpatient est demeuré similaire durant tous les stades de
I’infection, et ne semble pas étre en corrélation avec le déclin de Iactivité ADCC ou le
déclin des cellules CD4. Par contre, 1'absence de corrélation entre le taux de variabilité et
Pactivité¢ ADCC n’exclut pas I’émergence de “quasi-espéces” ayant dirigé des mutations
spécifiques qui pourraient leur conférer une meilleure adaptation a leur environnement héte

et par conséquent la capacité de causer plus de dommage au systéme immunitaire-hote.
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Figure 30:

Relations évolutionnaires parmi les séquences du VIH-1 (région V3).

Arbre phylogénétique consensus des séquences, en acides aminés
de la région V3, des 114 quasi-espéces différentes isolées chez les 33
patients de notre cohorte croisée. Cet arbre phylogénétique a été construit
selon la méthode “neighbor-joining™ a I’aide du programme NEIGHBOR.
La robustesse des arbres a été établie en faisant un “bootstrap™ (sur 100
replicats) de multiples alignements a I’aide du programme SEGBOOT, et
I’arbre consensus final a été construit en utilisant le programme
CONSENSE. Tous les programmes utilisés pour les analyses
phylogénétiques font partic de PHYLIP (Phylogeny Inference Package)
(Felsenstein, 1989).

Les longueurs des branches de 1'arbre phylogénétique est en
concordance avec les distances génétiques relatives aux séquences de
chacune des quasi-espéces.

La construction de cet arbre phylogénétique a montré que les quasi-
especes isolées chez chacun des patients ne semble pas diverger d’un point
commun (ne se regroupent pas sur une méme branche), et se retrouvent
dispersées de fagon plus au moins aléatoire sur les différentes branches
formant cet arbre. Ceci pourrait étre di au fait que i) les quasi-espéces
isolées chez un patient ont plus d’une séquence-ancétre ou ii) le ou les
séquences-ancétres ne suivent pas une direction évolutionnaire précise qui
permet le maintien de liens entre les quasi-especes isolées chez le méme
patient.
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Figure 31:

Relations phylogénétiques entre les séquences de la région C4,

L’étude des relations phylogénétiques entre les séquences de la
région C4, relativement bien conservée, est représentée par un arbre
phylogénétique "neighbor-joining”. Cette étude a montré que, si les
séquences des quasi-espéces isolées chez un méme patient ont tendance a
se regrouper ensemble, les quasi-espéces de plusieurs patients se
retrouvent, quand méme, dispersées sur les différentes branches de 1’arbre
phylogénétique. Ceci suggere i) la présence chez chacun des patients de
plus d’une souches infectantes (ancétre) ou ii} simplement 1’absence de
direction évolutionnaire chez le ou les souches infectantes tout au long de
I’infection.

Les 1égendes décrivant la construction de I’arbre phylogénétique
sont identiques a celle de la figure 30.
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Figure 32:

Relations phylogénétiques entre les séquences de la région C5.

L’étude des relations phylogénétiques entre les séquences de la
région C5 est représentée, par un arbre phylogénétique “neighbor-joining".
Cette étude nous a fourni les mémes informations que celles présentées
dans la figure 31. Ainsi, et méme si les séquences des quasi-especes
isolées chez un méme patient ont tendance a se regrouper ensemble, les
quasi-espéces de plusieurs patients se retrouvent dispersées sur les
différentes branches de 1’arbre phylogénétique.

Les 1égendes décrivant la construction de 1’arbre phylogénétique
sont identiques & celle de la figure 30.
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4-6 Localisation et conséquences des changements des séquences au niveau
de la région V3

1 avait été bien établi que les “quasi-espeéces™ du VIH-1, isolées tt durant le stade
asymptomatique de I’infection, et celles isolées durant les stades avancés de I’infection
présentent des phénotypes biologiques distincts (Cheng-Mayer et al., 1988; Roos et al.,
1992; Tersmette ef al., 1988; Zhu et al., 1993). Durant le stade précoce de 1'infection, les
“quasi-espéces” non-inductrices de syncitia (NSI), en culture cellulaire, prédominent. Ces
“quasi-espéces” ont la capacité de se répliquer dans les macrophages primaires. Cependant,
durant les stades avancés de I'infection, apparaissent des “quasi-espéces” inductrices de
syncitia (SI), avec une vitesse de réplication plus élevée, et qui ont perdu généralement la
capacité de se répliquer dans les macrophages (Connor et Ho, 1994; Schuitemaker er al.,

1992)

In vitro, les souches SI sont trés cytopathogéniques, induisent plus rapidement la
formation de syncitia et ont une vitesse de réplication élevée, alors que les souches NSI
sont moins cytopathogéniques, induisent peu ou pas de syncitia et ont une vitesse de
réplication plus lente. Les souches SI sont également qualifiées de souches “cellules-T
tropique” a cause de leur grande susceptibilité a infecter les cellules-T, contrairement aux
souches NSI qualifiées de souches “macrophages-tropique™ qui montrent une plus grande

susceptibilité pour les macrophages que pour les cellules-T.

Les souches de phénotype SI ont été associées a la perte accélérée des lymphocytes
CD4 dans la circulation périphérique et a la progression de la maladie. Koot et al. (1993)
ont rapporté que I'apparition dans le sang de souches SI peut prédire la progression vers le
SIDA dans un intervalle de deux ans. De leur c6té, Nielsen et al. (1993) et Roos et al.
(1992) ont montré que la présence de souches SI, durant linfection primaire, est en
corrélation avec la progression rapide de la maladie. Fouchier ef al. (1992) et deJong et al.

(1992) ont montré que des changements spécifiques de résidus amino-acides au niveau de
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Ja région variable V3 contrdlent le phénotype des souches de VIH-1 en culture.

Fouchier et al. (1992) ont montré que le phénotype SI dépend de la charge des deux
résidus amino-acides 2 la position 11 et Ia position 25 a l'intérieur de la région V3. Ainsi la
souche présente a le plus souvent un phénotype SI, si les deux résidus 11 et 25 a I'intérieur
de la région V3 ont une charge positive, ou si l'une des deux positions est occupée par un
acide aminé basique. Les souches NSI ont un acide aminé neutre, habituellement S
(sérine) ou G (glycine) a la position 11 et un acide aminé chargé négativement, E (acide
glutamique) ou D (acide aspartique) ou neutre, A (alanine) ou Q (glutamine) a la position 25
de la boucle V3. DeJong et al. (1992) ont été capables de produire des souches SI par
mutagenése dirigée en introduisant des acides aminés basiques aux positions 11 et 25 de la

boucle V3 de souches NSI.

En se basant sur ces travaux, et tel que présenté dans la figure 36, la majorité des
“quasi-espéces” provirales isolées chez les patients de notre cohorte seraient de phénotype
NSI “macrophages-tropique™. Les souches dotées d'un phénotype SI seraient, sauf chez le
patient PO1, absents durant le stade asymptomatique pour émerger chez certains patients
(P15, P21, P22, P25, P27, P28, P29, P32 et P33) durant les stades III et IV de
I'infection.

La plupart de nos séquences avaient des résidus amino-acides neutres S (serine) ou
G (glycine) a la position 11 (106 sur 114 séquences) et des résidus chargés négativement E
(acide glutamique) ou D(acide aspartique) ou des résidus neutres A (alanine), Q
(glutamine), S (serine) ou G (glycine) a la position 25 (104 sur 114 séquences) de la boucle
V3. La présence combinée de ces résidus a la position 11 et 25 de la boucle V3 prédit un
phénotype NSI “macrophages-tropique™ pour 104 des 114 séquences isolées chez les
patients enrol€s dans cette étude, soit chez 23 patients sur 33, alors que la présence d’acides
aminés basiques R (arginine) 4 la position 11 et R (arginine) ou K (lysine) a la position 25
de la boucle V3, prédit un phénotype SI pour 9 “quasi-espéces” sur 114, soit chez 10

patients sur 33.
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11 a déja été montré que les souche SI, ou souches “tardives”, ne sont pas reconnues
par les différentes composantes du systéme immunitaire, et en particulier par les anticorps
neutralisants (McKeating et al., 1989). L'apparition de telle souches (SI) chez les patients
au stades III et IV était généralement accompagnée d'une baisse importante des titres
d'anticorps ADCC (tableau 5). 11 est, cependant, trés difficile d’attribuer la perte de
Iactivitt ADCC 2 la seule apparition de souches SI. En effet, la majorité des patients au
stade Il et I'V de I’infection, et, dont I’activit¢ ADCC a été lourdement altérée, montraient
des “quasi-espéces” dont les séquences prédisaient un phénotype NSI (tableau 5).
L’apparition de telles souches (SI) n’est pas nécessairement accompagnée d’une diversité

génétique plus importante (tableau 5).

L’apparition de souches SI avait été associée a la perte accélérée des cellules CD4+
et a la progression de la maladie (Koot et al., 1993; Nielsen ef al., 1993; et Roos et al.,
1992). Or nos résultats montrent que les individus infectés avec des souches dont les
séquences semblent pointer vers un phénotype NSI peuvent également voir, avec le temps,
la chute de leur cellules CD4+ et la progression vers la maladie (c’est le cas de la majorité
des patients au stade III et IV de I'infection). Ces observations sont supportées par les
travaux de Richman et Bozzette, (1994) qui ont montré, chez des patients infectés
exclusivement avec des souches NSI, un déclin du nombre de cellules CD4 et la

progression de I'infection vers le SIDA.
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Figure 33:

Alignement multiple des séquences, en acides aminés, de la boucle
V3 des différentes quasi-espéces isolées chez les 11 patients au stade II de
l'infection. Ces séquences sont déduites a partir de celles présentées dans la
figure 21. Les patients PO4, P05, PO7, PO8 et P10 possédent des quasi-
especes (P04.1, P05.1, P07.1, PO7.3, P08.1, P10.2 et P10.3) dont les
séquences des épitopes ADCC sont identiques mais dont les niveaux
d'activités ADCC sont différents (tableau 4).

Seul le patient PO1 avait des quasi-especes PO1.1 et PO1.3 dont la
nature de leur séquences prédisaient un phénotype inducteur de syncitia
(SI), avec un acide aminé basique, lysine (K) a la position 25 de la boucle
V3.

Les légendes des différentes régions fonctionnelles de la V3 sont
identiques a celles de la figure 21.
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Figure 34:

Alignement multiple des séquences, en acides aminés, de Ia boucle
V3 des différentes quasi-especes isolées chez les 10 patients au stade III de
l'infection. Ces séquences sont déduites & partir de celles présentées dans la
figure 22. Les patients P13, P19 et P20 possédent des quasi-espéces
(P13.4, 919.3, P19.4 et P20.3) dont les séquences des épitopes ADCC sont
similaires & certaines des quasi-espéces présentes chez les patients au stade
II de l'infection mais dont les niveaux d'activités ADCC différent
énormément.

Tous les quasi-espéces isolées chez le patient P15 et P21 avaient
des séquences qui prédisaient un phénotype SI avec des résidus amino-
acides basiques soit a la position 25 de la boucle V3 (lysine, K) ou
arginine, R), soit a la position 11 de la boucle (arginine, R).

Les légendes des différentes régions fonctionnelles de la V3 sont
identiques a celles de la figure 21.
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Figure 35:

Alignement multiple des séquences, en acides aminés, de la boucle
V3 des différentes quasi-espéces isolées chez les 12 patients au stade IV de
l'infection. Ces séquences sont déduites & partir de celles présentées dans la
figure 23. les patients P22, P26 et P32 possédent des quasi-especes (P22.2,
P22.4, P26.2, P26.4, P32.3 et P32.4) dont les séquences des épitopes
ADCC sont similaires a certaines des quasi-especes présentes chez les
patients au stade II et III de l'infection mais dont les niveaux d'activités
ADCC différent énormément.

Les quasi-especes P22.1, P25.1, P27.5, P28.2, P28.3, P29.1, P32.2,
et P33.3 avaient des séquences dont la nature prédisaient un phénotype SI,
avec des acides aminés basiques soit a4 la position 11 de la boucle V3
(arginine, R), soit a la position 25 (lysine, K).

Les légendes des différentes régions fonctionnelles de 1a V3 sont
identiques a celles de la figure 21.
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Figure 36. Phénotype inducteur de syncitia(Sl) versus phénotype non-inducteur de syncitia (NSI)
La prédiction des phénotypes s-est faite & partir des séquences de quasi-espéces isolées chez
les 33 patients membres de notre cohorte croisée, en se basant sur les travaux de
Fouchier et 8l {(1992) delong el a1 {1992} Donaldsen et 8] (19294), Kuiken el 8l {1995} Corneiissen el 81 {1995)
Les résidus amino-acides 8 la position 11 et a la position 25 fzeites noires) sont les deux résidus dont
la nature contrdle le phénotype Sl et NSI. La présence dun acide aminé basique R (Lys) ou K(Arg) a une
de ces positions a été associée au phénotype Sl

Les chiffres en indices représentent le nombre de quasi-espéces ayant cet acide aminé a cette position particuliére.
La séquences consensus a été déduite & partirdelafréquencedes différents résidus amino-acides a chaque position
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Il a été montré que malgré un phénotype plus agressif in vitro, les souches SI
“cellules-T tropiques” se transmettent moins efficacement aprés contact sexuel que les
souches NSI “macrophages-tropique (Roos et al., 1992 et Zhu et al., 1993). Ceci est dil au
fait que les macrophages seraient les premiéres cellules infectées au niveau de la barriére
mucosale en cas de transmission sexuelle, et que ces cellules “réservoirs™ infectées sont
responsables de la dissémination systémique du virus retrouvé dés I'infection primaire (Zhu
et al., 1993). La présence, chez le patient POl de “quasi-espéces” (POl.1 et P01.3) de
phénotype SI durant le stade asymptomatique, semble en légere contradiction avec les
propos de Roos et al. (1992) et de Zhu et al. (1993), et pourrait s’expliquer par une
transmission de virus autre que sexuelle. En effet, la majorité des patients inclus dans cette
étude étaient des utilisateurs de drogues injectables (description de la cohorte dans Matériel
et Méthodes, section 3.1). Ainsi, des souches de phénotype SI auraient pu étre directement
introduites dans la circulation périphérique. La présence de souches SI chez le patient PO1,
durant le stade asymptomatique, était accompagnée d'un compte CD4 normal et d'une
réponse ADCC intacte, suggérant qu'un systéme immunitaire fonctionnel serait capable de
s'accommoder de la présence de souches (SI) plus cytopathogéniques, tot dans I'infection.
Dans une telle situation, la réponse ADCC qui constitue la premiére composante immune
active apres I'infection au VIH-1 serait 1a mieux désignée pour éradiquer les souches SI, en

détruisant les cellules infectées productrices de virus.

Les séquences des épitopes ADCC, au niveau de la boucle V3, chevauchent les
séquences des épitopes de neutralisation et de CTL (fig. 33, 34 et 35). 11 est donc
intéressant de noter que la chute de l'activité ADCC, qui pourrait étre due 2 des mutations
dirigées par les antigénes viraux en réponse a la pression sélective exercée par la réponse
ADCC elle méme, pourrait également étre due a une sélection positive exercée cette fois-ci
par les anticorps neutralisants et/ou la réponse CTL. Cependant, en se basant sur les
analyses que nous avons présentées, et également sur d’autres analyses qui n'ont pas été

présentées dans cette thése mais qui proviennent également de nos travaux, nous n’étions
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pas capables d’identifier des mutations spécifiques ponctuelles (ou autres) associ€es a la
perte de I'activitét ADCC. II est donc possible que l'activité ADCC soit victime, avec la
progression de I’infection, d’une sélection positive exercée par d’autres composantes du
systéme immunitaire (anticorps neutralisants, réponse CTL). Cette sélection correspondrait
3 une ou plusieurs mutations, & 'intérieur des séquences des épitopes ADCC ou au niveau
des régions avoisinantes, et qui pourraient modifier la structure et/ou la conformation des
sites reconnus par les anticorps ADCC. Cette hypothése est en partie supportée par le fait
que la séquence GRAF, au milieu de la boucle V3 et qui semble représenter une cible
potentielle (et peut-Etre I’'unique cible) pour les anticorps ADCC dans cette région (Forthal
et al., 1995), chevauche les sites potentiels pour les anticorps neutralisants et pour les CTL.
11 serait donc logique de penser que la variabilit€¢ génétique des épitopes neutralisants, ou
ceux de I’activité CTL dans cette région, affecte les autres fonctions effectrices immunes
dont ' ADCC. La séquence GRAF a I’intérieur de la boucle V3 est demeurée relativement

bien conservée, et ce indépendamment du stade de |’infection (fig 33, 34, 35 et 36).

En résumé, I'étude des relations entre la diversité génétique virale et la perte de
activité ADCC semble pointer vers une direction différente de laisser penser la notion
selon laquelle ce serait I’augmentation de la diversité génétique virale qui est responsable de
la progression de la maladie, plutét que la déplétion des cellules CD4 et I'altération du

systéme immunitaire.



187

5-  Quantification différentielle des ARNm viraux par RT-qc-PCR

La progression de la maladie est accompagnée de I’apparition de souches de virus
(“quasi-espéces”) plus cytopathogéniques ayant acquis une vitesse de réplication plus
importante, contrairement aux souches virales isolées durant le stade asymptomatique de
I’infection. Cependant, la caractérisation de telles souches se faisait toujours in vitro, d’ol
notre dernier objectif qui était de vérifier une telle hypothése in vivo, et du méme coup
étudier les relations entre la diversité génétique virale, l'activité ADCC et la réplication du
virus 2 I’intérieur des cellules. L’idée était d’étudier les niveaux de transcription des ARNm
viraux dans les cellules infectées de patients a différents stades de I’infection, et I’approche
expérimentale choisie pour étudier les niveaux de transcription des ARNm viraux était celle
de la Reverse Transcription-quantitative compétitive-PCR (RT-qc-PCR).(Merzouki et al.,

1994b, Annexe A; Michael et al., 1995).

L’exploitation des résultats de la quantification des ARNm viraux était basée sur le
fait que le cycle de réplication du VIH-1 est divisé en deux phases, une phase précoce
(régulatrice) durant laquelle l'expression des ARNm régulateurs (zar, rev et nef) est
prédominante par rapport aux ARNm non-épissés (pol), sous exprimés ou totalement
absents, et une phase tardive (structurale) durant laquelle I'expression des ARNm non
épissés s'accentue en signe d'une augmentation de production de virions. Le ratio ARNm
régulateurs/ARNm structuraux, également appelé ratio d'épissage va donc nous permettre,
comme nous l'avons déja montré (Michael et al., 1995), d'évaluer le niveau de la
réplication virale et de la production de virions dans les cellules infectées. Ainsi, plus il y a
d’ARNm structuraux plus il y a production de virions et plus le ratio d'épissage a tendance
a baisser. Le niveau et I’état de réplication des virus a I'intérieur des cellules infectées sont

exprimés sous forme de valeurs de ce ratio d’épissage.
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La figure 37 montre la séquence nucléotidique du standard interne utilisé comme
cible compétitrice pour la quantification, par qc-PCR, des ARNm régulateurs tat, rev et nef
et des ARNm structuraux pol. Le standard inteme Pol-TRN-SI (plasmide pPoT Amer)
contient un insert de 42 nucléotides au niveau de l'exon 5 commun aux 3 génes régulateurs,
et un insert de 34 nucléotides dans la séquence pol. L'analyse relative de I'expression des
ARNm régulateurs épissés et des ARNm des génes structuraux consistait d'abord en la
synthése des ADNc correspondant aux transcrits messagers fat, rev, nef et pol en utilisant
les amorces 52R et polR. Ensuite chaque sous-classe de transcrits a & amplifiée
séparément en présence de quantité croissante d’ ADN compétiteur en utilisant des amorces

Pol.R1-JOE et 90R-FAM fluorescentes (Merzouki et al., 1994b, Annexe A).

Les résultats de la quantification des ARNm (tableau 6) sont exprimés en nombre de
copies de transcrits messagers par 1000 PBMC. L'analyse des résultats de la quantification
des ARNm viraux (tableau 6), nous a permis de tirer une premiére conclusion, et peut-€tre
la plus importante, faisant état d'une activité de réplication et de production de virions
durant toute la période d'infection, incluant le stade asymptomatique. En effet nous avons
montré la présence, en méme temps, de transcrits messagers régulateurs et structuraux chez
73% de patients au stade II de l'infection, chez 90% des patients au stade III et chez 92%
de patients au stade IV. Cette observation est en accord avec les récents travaux sur la
rotation des populations virales (Ho er al., 1995, Wei et al., 1995), montrant que
I'infection au VIH-1 n'est pas une infection latente au réveil tardif, mais plut6t une infection
qui obéit & un processus dynamique au cours duquel de grandes quantités de particules

virales sont relichées dans la circulation chaque jour.

Les ratio d'épissage, généralement plus élevé durant le stade asymptomatique
(moyenne de 6,214,8) comparé aux ratios d'épissage durant le stade ITI et IV (moyenne de
2,714 et 2,8%1,7 respectivement), témoignent d'une production de virions plus

importante durant les stades avancés de l'infection. L'augmentation des transcrits
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régulateurs et structuraux avec la progression de l'infection est probablement due a
l'absence d'un systéme immunitaire efficace capable de limiter le nombre de cellules

infectées, productrices de virus, en circulation.
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Figure 37:

Séquence du standard interne utilisé comme cible compétitrice pour la
quantification, par qc-PCR, des ARNm viraux régulateurs faf, rev, nef
et structuraux pol .

Le standard interne (Pol-TRN-S.I.) contient un insert de 42
nucléotides au niveau de I’exon 5, commun aux 3 génes régulateurs tat, rev
et nef, et un insert de 34 nucléotides dans la séquence du geéne pol (les
séquences en gras). Les séquences des amorces oligonucléotidiques
utilisées dans les réactions de RT-qc-PCR sont indiquées sur la séquence
du standard interne (séquences soulignées).

L’électrophorégramme (photo du bas) obtenu aprés migration sur
gel d’agarose 1%, montre un exemple d’amplification, par RT-qc-PCR, a
partir d’un échantillon clinique et en présence du standard interne (S.I.) des
transcrits régulateurs tat (a) et rev (b).
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Ces résultats suggeérent qu’il pourrait exister un état d'équilibre entre le systéme
immunitaire fonctionnel et la vitesse de production de virions par les cellules infectées. Cet
équilibre est rompu avec la détérioration du systéme immunitaire et l'altération de la
fonction des cellules-T, durant les stades avancés de l'infection, comme en témoigne la
chute de l'activité ADCC et la dépletion des cellules CD4 aux stades II et IV. Ce bris
d'équilibre (absence de systéme immunitaire fonctionnel) se traduit par la présence, dans la
circulation, d'un grand nombre de cellules infectées productrices de virus, ce qui explique
l'augmentation du nombre de transcrits détectés durant les stades III et IV. Cet énoncé est
supporté par les récents travaux sur la rotation (turnover) de la population virale (Ho er al.,
1995, Wei et al., 1995) montrant que le systéme immunitaire fonctionnel est capable de
maintenir la charge virale basse, durant le stade asymptomatique, en éliminant

quotidiennement, des milliards de particules virales produites par les cellules infectées.

Les ratio d'épissage relativement €levés chez certains des patients au stade I'V (le cas
des patients P23 et P31) (tableau 6), indiquant une plus faible production de virions que
chez certains patients au stade III de I'infection, pourraient étre directement reliés au fait que
ces patients €taient sous traitement de drogues antirétrovirales et dont le but était de ralentir

I'expression des ARN viraux et la production de nouveaux virions.

L’aboutissement de ce dernier objectif, qui terminait notre projet de recherche, nous
a permis de montrer que la réplication virale est active durant tous les stades de 1'infection y
compris la dite phase “quiescente” (asymptomatique). Cette réplication virale ne semble pas
étre réprimée par la réponse immunitaire (et la réponse ADCC en particulier). La réponse
immunitaire pourrait intervenir, par la suite, pour contrdler la production de virions en
déruisant les cellules infectées (réponses ADCC et CTL), ou en éliminant les virus de la
circulation (anticorps neutralisants). De tel énoncé plaide en faveur d’une thérapie
(combinée ou méme une polythérapie) trés tot dans I'infection, vu que la réplication virale

est déja active durant le stade asymptomatique.
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Tableau 6:

Quantification des ARNm viraux.

Ce tableau montre, chez chacun des patients, le nombre de copies
de transcrits viraux des génes régulateurs et structuraux par 1000 PBMC,
ainsi que le ratio d’épissage, en rapport avec le nombre de cellules CD4 et
le niveau d’activité ADCC. Les résultats en rouge correspondent aux
patients, dont la nature des séquences de certains ou de tous leur quasi-
epéces prédisait un phénotype inducteur de syncitia. Les valeurs en bleu
correspondent aux moyennes du nombre des cellules CD4, de I’activité
ADCC, et du ratio d’épissage pour I’ensemble des patient dans un méme
stade de I’infection.



Patient NbreCD4 ADCC:D.S2  Nbre decopies 'ARND Total regulateurs® Ratio
(mm3) tat rev nef pol reg/pol
I 1010 443+28 26 48 60 24 134 5,58
2 980 28.6+£2.0 145 220 310 60 675 11,25
3 430 a81 421 ND ND ND 4 - -
4 640 99+04 74 110 167 38 284 9,23
5 1050 270+£25 230 170 213 67 613 915
6 1220 40.2£2.5 30 70 28 13 128 9,84
7 700 13.9+0.7 110 92 180 32 382 11,9
8 710 21420 18 27 ND ND 45 #
9 380 13.8+09 17 14 72 45 103 2,28
10 975 26319 22 31 ND ND 53 =
11 700 188+1.3 4 32 76 17 167 9,52
moyenne 799 + 267 2571115 6,2+48

12 700 152+1.0 104 110 420 144 634 440

13 926 26.3+1.1 65 82 112 68 259 3,80

14 735 146 £0.5 173 183 730 296 1086 3,66

15 210 5.1+ 0.6 64 ND 57 69 121 1,75

16 220 58+04 12 36 132 75 180 2,40

17 390 80+03 123 54 340 123 517 4,20

18 400 224109 57 8 95 61 237 3,88

19 360 1.1+£01 ND ND ND ND - -

20 620 1.7+0.2 9 31 29 5 69 1,35

21 595 Al +002 84 42 490 335 616 1,83
moyenne 515+ 236 103 +89 27+1,4

23 21 1.6£0.5 133 210 510 383 853 2,22

23 25 47+02 18 110 207 57 335 5,87

24 7 1.2+02 223 318 620 504 1160 2,30

25 148 79+£0.5 83 209 407 390 699 1,79

26 28 1.3+02 ND ND ND ND - =

27 100 4.7 +£0.2 210 414 5% 275 1220 4,43

28 1 11104 26 53 4 53 123 2,32

29 2 1.7 £ 0.1 114 70 410 214 594 2,77

30 7 23£02 240 390 632 387 1320 3,26

31 50 278+09 113 137 255 89 505 5,60

32 28 6.1+0.2 117 270 402 492 789 1,60

33 30 11.2:£0.5 234 310 476 497 1020 2,05
moyenne 37,25+44 64+81 28+1,7

ANiveau ADCC en utilisant le ratio F:C de 50:1
bLes résultats sont exprimés en nombre de copies par 1000 PBMC

“Somme arithmétique des ARNm tat, rev et nef.
ND: non déteminé
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1- Etablissement et caractérisation des cellules cibles pour les tests ADCC

Un certain nombre de parameétres, tels que la radioactivité relachée spontanée du
chrome, la mort des cellules en absence de sérum anti-HIV-1 (bruit de fond) et le niveau
d'expression de la gpl20/160 a la surface des cellules cibles, peuvent entraver
significativement la mesure précise des titres d’anticorps ADCC dans les sérums des
individus infectés par le VIH-1. Les deux premiers paramétres peuvent masquer l'activité
ADCC, alors que le troisitme paramétre, concernant la variabilité du pourcentage des
cellules exprimant a leur surface les antigénes viraux, peut étre responsable des résultats
non reproductibles. Nous avons contourné les limites imposées par ces parameétres en
établissant, aprés transfection par €lectroporation, de cellules qui expriment de maniére

stable les antigénes viraux gp120/160 a leur surface.

Les anticorps capables de diriger 'ADCC sont parmi les premiers A apparaitre
durant l'infection primaire par le VIH-1, précédant l'apparition de tout autre anticorps
fonctionnellement actif, incluant les anticorps neutralisants (Goudsmit er al.,, 1988b;
Bolognesi, 1988). Cependant, le rdle précis des anticorps ADCC spécifiques au VIH-1
reste a élucider. L’un des problémes majeurs rencontrés lors des études visant a évaluer le
niveau d’activité ADCC était celui de la reproductibilité, due particulierement a I’absence de
cellules cibles exprimant les antigénes viraux de surface de fagon stable avec une densité

identique d’une analyse a I’autre.

Deux lignées cellulaires de lymphocytes ont ét utilisées lors des expériences
d'électroporation. La premiére lignée, CEM T4 est un sous-clone de lignée CEM 2 haut
niveau d'expression de récepteur CD4. La deuxiéme lignée, CEM.NKR est dérivée 2 partir
de la lignée CEM par immunosélection, et elle est résistante a Ja lyse spontanée par les
cellules NK. Ces lignées cellulaires ont &té transfectées par les vecteurs d'expression

rétroviraux pDOLHIVenv et le pDOLHIVenvR (plasmide contrfle) qui contiennent les
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cadres de lectures ouverts des génes fat, rev et env de la souche VIH-1 NL4-3.
L'expression de ces cadres de lectures est dirigée par le promoteur du LTR de
MuLV. Les glycoprotéines recombinantes exprimées a la surface des cellules transfectées
sont capables d’immunoréagir avec les anticorps anti-VIH-1, présents dans un “pool” de
sérums de patients séropositifs (Analyse par cytométrie de flux). La maturation et la
localisation, dans les cellules, des glycoprotéines recombinantes sont similaires a celles des
protéines authentiques du VIH-1. En effet, I'analyse par immunofluorescence en
microscopie, a montré la présence des antigénes viraux a la surface et dans le cytoplasme

des cellules transfectées.

Le criblage par radioimmunoprécipitation a confirmné l'expression de la gp120 a la
surface des cellules transfectées (iodination des protéines membranaires), mais également la
présence de la gpl60 en quantité relativement importante (marquage métabolique). Une
telle présence est probablement due a un clivage inefficace du précurseur gp160 dans les
cellules transfectées et dont la cause pourrait étre attribuable a une faible expression de la
protéine régulatrice Vpu. En effet, la protéine Vpu dont le géne partage le méme codon
d'initiation que le géne env , semble jouer un réle primordial dans la maturation de la gp160
dans les cellules CD4*, par la déstabilisation des complexes gpl60-CD4 formés dans le
cytoplasme (Willey et al., 1992; Raja et al., 1994). La formation de ces complexes 2
I'intérieur des cellules pourrait expliquer d'une part, les résultats d'immunofluorescence en
microscopie montrant la présence des antigénes VIH-1 dans le cytoplasme des cellules
transfectées et d’autre part, la co-immunoprécipitation de la gp160 et du récepteur CD4 i

I’aide de I’anticorps monoclonal anti-CD4, OKT4.

La co-immunoprécipitation de la gp160 et du récepteur CD4 a confirmé, par contre,
l'intégrité fonctionnelle de la glycoprotéine recombinante, vu que la gp160 est capable de
fixer le récepteur CD4. En revanche, le clivage incomplet du précurseur gp160 a Iintérieur
des cellules semble étre suffisant, vu que la majorité des cellules des clones sélectionnés

expriment la gp120  leur surface (analyses par immunofluorescence et par RIA).
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L'absence de formation de syncitia par les cellules exprimant la gp120/160, en
conditions normales de culture, de méme qu'en co-culture avec les cellules Jurkat T CD4+
ou avec les PBMC de donneurs normaux, pourrait étre due au fait que les glycoprotéines
recombinantes fonctionnelles fixent les récepteurs CD4 (des mémes cellules) les rendant
moins accessibles aux glycoprotéines gp120/160 d'autres cellules, pour la formation de
syncitia (Yao et al., 1993). En plus, ces cellules n'ont montré aucune altération mesurable
dans le niveau de croissance, et avaient un temps de division similaire a celui des cellules

CEM.NKR non-transfectées servant de témoin.

La caractérisation immunobiologique des cellules exprimant les antigénes viraux de
surface (en particulier les cellules des clones CEMC2 et CEMG®6), a confirmé leur potentiel
comme cellules cibles de choix, pour évaluer I'activité ADCC dans les sérums de patients
infectés par le VIH-1. En effet, ces cellules ont gardé une résistance a la lyse par les
cellules effectrices (PBMC) comparable a celle des cellules contdles CEM.NKR, non
transfectées (p>0,05). En plus, ces cellules ont montré une susceptibilité significative 2 la
lyse par le mécanisme ADCC (p<0.05), en présence de sérums d'individus VIH-1
séropositifs, comparée 2 la lyse en présence de sérums d'individus séronégatifs. A titre
indicatif, la radioactivité reldchée spontanée du 3!Cr des cellules cibles, en absence de
sérum immun, était toujours en dessous de 10%, ce qui donnait une bonne reproductibilité

a nos essais.

L’utilisation de ces cellules (en particulier les cellules du clone CEMG6) comme
cellules cibles pour déterminer les titres d’anticorps ADCC, dans les sérums des individus
infectés par le VIH-1, s’est avérée trés judicieuse. En effet, nous avons montré lors de
notre étude croisée, en utilisant de telles cellules cibles, une altération de I’activité ADCC (et
des titres d’anticorps ADCC) durant les stades avancés de I’infection au VIH-1 (Merzouki
etal., 1994a Annexe A).
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2. Réponse ADCC a différents stades de I’infection au VIH-1

Les résultats des tests ADCC ont montré que 56% de I'ensemble des patients de
notre cohorte croisée avaient des anticorps anti-gp120/160 spécifiques capables de diriger
une activité ADCC. Ce pourcentage de 56% des sérums de patients, a différents stades de
l'infection, se compare bien a un pourcentage de 60% rapporté par Ljunggren et al. (1989
a,b), mais se compare plus au moins bien, a un pourcentage aussi élevé que 80% rapporté
par Ojo-Amaize er al. (1989) ou a des pourcentages aussi bas que 40% et 43% rapportés
par Ljunggren et al. (1987); Bottiger et al. (1988).

La différence 4 l'intérieur de ces diverses cohortes, entre les pourcentages de
sérums capables de diriger une activit¢ ADCC anti-VIH-1, pourrait étre due au degré de
parenté antigénique entre les antigénes cibles et les antigénes correspondant des virus
infectants. Ainsi, la présence d’une activitt ADCC aussi variable chez les patients 2
I’intérieur d’un méme stade de l'infection (de 9,9+0,4 a 44,312 8 chez les patients au stade
IT), peut s’expliquer par la présence, chez les patients, de souches de VIH-1 présentant des

immunogénicités différentes, suscitant des titres d’anticorps plus ou moins €levés.

Le niveau d’expression des antigénes viraux 2a la surface des cellules infectées, qui
dépend en fait du phénotype biologique de ou des souche(s) infectante(s), peut influencer
I'immunogénicité virale (souches SI versus souches NSI). De son cdté la diversité
génétique virale contrble, au moins en partie, I’expression du phénotype biologique et peut
donc influencer, directement ou indirectement I’immunogénicité virale et par conséquent, le
niveau de production d’anticorps ADCC spécifiques a différentes souches du VIH-1
(Cornelissen et al.,1995; de Jong et al., 1992a,b; Fouchier et al., 1992; Koot et al., 1993;
Ljunggren et al., 1989a; Nielsen et al., 1993).

La différence, parmi les diverses cohortes, entre les pourcentages de sérums
présentant une activit¢ ADCC anti-VIH-1, pourrait également étre causée par les mémes

facteurs responsables du phénoméne de la réactivité “prozone”. En effet, différentes
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activités lytiques sous-optimales “prozone” ont été mises en évidence lors des tests ADCC,
i la dilution 102 des sérums. 1l s'agit particuliérement d'un certain nombre de sérums de
patients au stade II de I'infection. L'origine du phénomeéne de la réactivit¢ “"prozone” n’est
pas reliée 4 la densité des antigénes a la surface des cellules cibles, car les mémes cellules
cibles, avec la méme densité d'antigénes, ont été utilisées dans tous les essais ADCC. Ce
phénoméne, déja rapporté par d'autres auteurs (Lyerly et al., 1987 a,b; Tyler ez al., 1990b)
pourrait éwre di a i) la présence dans les sérums de faibles quantités de substance
inhibitrices capables d'interagir avec les récepteurs Fc, ii) la présence d'anticorps bloquants

et/ou iii) la formation de complexes immuns ou d'agrégats d'immunoglobulines.

Par contre, la chute de I'activité ADCC durant les stades avancés de l'infection
pourrait, quant-a-elle, s’expliquer soit i) par la disparition pure et simple des anticorps
ADCC i la suite des perturbations graduelles de I'immunité cellulaire et humorale, comme
en témoigne la déplétion des cellules CD4; ii) par la perte de reconnaissance, par les
anticorps, des séquences des épitopes ADCC suite & des changements (mutations) dirigés
par les antigénes viraux en réponse a une pression sélective exercée par le systéme
immunitaire fonctionnel, durant le stade asymptomatique de la maladie, comme c'était le cas
pour les anticorps neutralisants et pour la réponse CTL (McKeating et al., 1989; Takahashi
et al., 198%a; Walker et Plata, 1990). Enfin iii) une des raisons qui pourrait étre considérée
pour expliquer la chute de I'activité ADCC, durant les stades avancés de I’infection, serait
les interactions complexes du VIH-1 avec les différentes cellules hématopoiétiques, et la
capacité du VIH-1 2 infecter les cellules NK/K, qui sont des cellules effectrices dans la
réaction de I'’ADCC. En effet, il a déja été montré que la fonction de ces cellules NK/K est
altérée suite A I'infection par le VIH-1 (Ahmad et Menezes, 1995, 1996; Brenner ef al.,
1989; Chehimi er al., 1991). La chute de l'activitt ADCC pourrait donc étre une
conséquence indirecte, du fait que I'effet des anticorps ADCC est optimal durant le stade
asymptomatique, et que ces anticorps sont capables d’activer les cellules NK/K, et peut-

étre méme les cellules phagocytaires du systéme réticuloendothélial. Cependant, dans la
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présente étude, il n’est pas nécessaire d’invoquer la détérioration de la fonction des cellules
effectrices pour expliquer la chute de I’activité ADCC, car nous avons utilisé les cellules

effectrices (PBMC) de donneurs normaux séronégatifs.

En résumé, la présence d'une réponse ADCC précoce pourrait contribuer au
maintien de I'état asymptomatique et du compte normal des cellules CD4*, en limitant la
réplication du virus aprés destruction des cellules infectées activées (productrices de virus).
La participation de 'ADCC dans le maintien de ['état asymptomatique est aussi supporté,
indirectement, par le fait que les anticorps ADCC associés a l'infection au VIH-2 ont une
fréquence et un spectre de réactivité plus large, et des titres plus élevés, que ceux associés a
l'infection au VIH-1 (Ljunggren et al., 1989a; Norley et al., 1990; Von Gegerfelt er al.,
1993). Ceci est encore plus intéressant depuis qu'il a été établi que le VIH-2 est moins
pathogénique, cause moins de mortalité, et avec un temps de latence plus long, que le VIH-
1 (Monteiro-Grillo er al., 1993; Romieu et al., 1990). Les niveaux d'activité ADCC
élevés, chez individus infectés par le VIH-2, peuvent éue s'expliquer par de nombreux
facteurs, tels qu'une forte immunogénicité du VIH-2, un haut niveau d'expression des
antigénes viraux a la surface des cellules cibles, et peut-tre la présence d'épitopes cibles

trés conserveés.

Si I'implication prédominante (ou probable) de la réponse ADCC dans le maintien
de I'état asymptomatique est confirmée, les nouvelles thérapies devraient plaider en faveur
de I'utilisation des anticorps induisant 'ADCC (monoclonaux ou autres) pour une

immunothérapie passive.
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3-  Diversité génétique virale et la réponse ADCC

La grande variabilité des séquences (en particulier celles de la région V3)
accompagnée de peu de polymorphisme de taille ont €t les faits dominants des analyses
des séquences des régions de l'enveloppe. Toutes les insertions et/ou les délétions dans le
gene env sont des multiples de 3 nucléotides, ce qui permet le maintien du cadre de lecture
en aval. Il n'existe toujours pas d'explication satisfaisante pour justifier les hauts niveaux
de mutations dans certaines régions du géne de l'enveloppe, dont la région V3 (fig. 39, 40,
41) par rapport a des régions comme C4 et C5 plus conservées (fig. 42, 43, 44, 45, 46,
47). Une des explications pourrait étre simplement |'absence de contraintes fonctionnelles,
qui seraient capables de limiter la fréquence et le taux de variabilité dans des régions, tel que
le site de fixation de la gpl120 au récepteur CD4 (dans la région C4), qui ne serait pas

soumis a des contraintes rigoureuses pour le maintien de sa séquence en acides aminés.

Le ratio de substitutions synonymes au substitutions non-synonymes (Ks/Ka) pour
les séquences de la boucle V3 était de I'ordre de 1, indiquant qu’en moyenne la survie
d'une mutation de remplacement (non-silencieuse) est pratiquement aussi probable que la
survie de mutation synonyme (silencieuse). D'une maniére générale, cela signifie que la

pression de sélection favorise aléatoirement les changements dans cette région.

L'absence de codons “stop” fréquents et la conservation d'un certain nombre
d'acides aminés, incluant les deux résidus cystéines impliqués dans la formation de la
boucle V3 (fig. 33, 34, 35) indique cependant, que I'étendue des changements est limitée.
Ces changements dirigés par les antigénes viraux répondraient 4 un besoin d’adaptation du
virus 2 son environnement immunitaire hdte. Connaissant I'implication de la boucle V3
dans l'induction de la réponse immunitaire anti VIH-1, humorale et cellulaire, il est légitime
de croire que la force sélective positive, exercée par le systéme immunitaire, confére un

avantage sélectif aux séquences mutées, qui représentent en fait, les séquences du VIH-1
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les plus adaptées 2 I’environnement hote. Un tel scénario expliquerait, au moins en partie,
l'altération de la réponse immunitaire dont 'ADCC. Ainsi chez certains individus infectés,
les anticorps ADCC rencontrés dans le sérum et dirigés contre les isolats viraux “précoces”
seraient incapables de reconnaitre les isolats viraux "tardifs" présents au moment de la
collecte du sérum. Le méme scénario a déja été dévoilé dans le cas de la perte du pouvoir
neutralisant des anticorps et de la réponse CTL (McKeating et al., 1989; Pantaleo et al.,

1990; Phillips et al., 1991; Walker et Plata, 1990).

La divergence génétique entre les différents groupes de “quasi-espéces” n'était pas
restreinte uniquement 2 la boucle V3, mais répartie sur les régions avoisinantes et sur
d’autres séquences de la gp120. En absence d'échantillons séquentiels, il n'est pas connu a
quel stade les génomes ont divergé, ou quels facteurs sont responsables de leur sélection ou
de leur maintien. Il existe au moins deux mécanismes possibles pour l'origine de la
diversité: i) elle était présente dans la population de virus infectante et a persisté tout le long
de l'infection. Cette hypothese est supportée par le fait que les séquences issues des
échantillons de patients asymptomatiques montraient déja une diversité intrapatient et
interpatients importante; ii) les différentes “quasi-espéces” ont évolué 2 partir de séquences
virales matrices primaires en réponse, soit aux différentes pressions sélectives exercées par
la réponse immunitaire humorale et cellulaire, soit au besoin d’adaptation du virus pour
pouvoir se répliquer dans différentes types cellulaires et acquérir un spectre d’héte plus
élargi. Cette hypothése est en partic supportée par I'émergence de "quasi-éspéces” de
phénotype inducteur de syncitia (SI), “cellules-T tropique” avec le potentiel de se répliquer
plus rapidement. De telles "quasi-espéces” auraient évolué A partir de “quasi-espéces” de
phénotype non-inducteur de syncitia (NSI), "macrophage-tropique” (Chesebro et al., 1992;
Comelissen ef al., 1995; de Jong et al., 1992a,b; Donaldson et al., 1994; Fouchier et al.,
1992; Koot et al., 1993; Kuiken et al., 1995; Pantaleo et al., 1993b).
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L’absence de corrélation entre la diversité génétique virale (en particulier, celle de la
boucle V3) et la chute des titres d’anticorps ADCC et du compte des cellules CD4 (fig. 38)
souligne, en fait, un des points les plus intéressants de cette recherche, qui tend a
démontrer que le niveau de la diversité génétique virale ne semble pas étre la cause directe
de la chute des titres d’anticorps ADCC ni celle des cellules CD4, mais qu'en fait le
systéme immunitaire pourrait s’accommoder de la présence de virus divergents durant le
stade asymptomatique. Cet énoncé est en partie supporté par les résultats de la variabilité
génétique des séquences C4 et C5 montrant que ces deux régions, renfermant deux cibles
potentielles pour les anticorps ADCC, sont demeurées relativement bien conservées, durant
tous les stades de I'infection, alors que ['activit¢ ADCC a chuté dramatiquement. La
variabilité génétique limitée des région C4 et C5 a également suggéré que les déterminants
antigéniques majeurs pour I’activité ADCC pourraient se retrouver au niveau de la boucle
V3, et par conséquent les mutations dirigées par cette région seraient au commande du

devenir de la réponse ADCC.

En plus, I’analyse des relations phylogénétiques entre les séquences des différentes
“quasi-especes” a montré que, indépendamment du stade de I’infection, du compte CD4 ou
du niveau de I'activitt ADCC, les "quasi-espéces” VIH-1 ne semblaient pas suivre une
direction évolutionnaire précise, capable de les mener d’un état de “quasi-espéces”
“sensible” ol les virus sont incapables d’échapper au controle d'un systéme immunitaire
fonctionnel, & un état de "quasi-espéces” "muté” ol les virus sont plus adaptés a
'environnement hoéte et capables d’éviter un systéme immunitaire qu'ils (virus) vont

affaiblir avec le temps. (Asjo et al., 1986; Ferbas et al., 1995; Miedema et al., 1990;
Pantaleo et al., 1993a,b; Rinaldo et al., 1995).

L'absence de direction évolutionnaire évidente menant des “quasi-espéces”
précoces, moins adaptées A l'environnement hote, & des “quasi-espéces” tardives plus

adaptées et plus cytopathogéniques, peut s’expliquer par le fait que, durant la progression
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de Iinfection, les séquences du VIH-1 ne varient pas en masse, mais subissent plut6t des
mutations ponctuelles, dirigées par les antigénes viraux en réponse aux pressions sélectives
du systeme immunitaire. Ces mutations qui sont nécessaires  la survie et a l'adaptation du
virus & son environnement hdte peuvent varier (par leur nature et leur localisation) d'un
systéme immunitaire hote 2 un autre. Ainsi, les antigénes viraux dirigent des mutations
pour le besoin de survie du virus, du moins jusqu’a ’émergence d’une forme de virus
mieux adaptée A I'environnement hdte (Back et al., 1993, 1994; Chesebro et al., 1991,
Lukashov et al., 1995). Cette forme de virus n’aura plus besoin de diriger fréquemment de
nouvelles mutations, en réponse aux pressions sélectives de 'hdte (donc elle change
moins). Cependant, et vu que la boucle V3 contient les déterminants antigéniques pour la
cytopathogénicité, I'infectivité et le tropisme cellulaire (fig. 33, 34 35) (Chesebro et al.,
1992; de Jong et al., 1992 a,b; Fouchier et al., 1992; Koot ef al., 1993; Schuitemaker et
al., 1992), I'adaptation du virus & son environnement hdte, qui découle d'une sélection
positive et dont le résultat se traduit par des effets bénéfiques au niveau de la fonctionnalité
biologique virale, peut donc étre dirigée par des changements a l'intérieur de la boucle V3
ou par des changements compensatoires a I'extérieur de la boucle V3 (Back er al., 1993,
1994). Nous avons rapporté des changements & l'intérieur de la boucle V3 mais également

a l'extérieur de celle-ci (fig. 18, 21, 22, et 23).

Cette absence de corrélation entre le taux de variabilité et I’activité ADCC n’exclut
pas, par contre, 'émergence de “quasi-espéces” ayant dirigé des mutations spécifiques
(peut-étre ponctuelles), qui pourraient leur conférer une meilleure adaptation a leur
environnement héte et, par conséquent, la capacité de causer plus de dommage au systéme
immunitaire héte. Goudsmit et al. (1990) ont montré que la variabilité la boucle V3, était
capitale pour la survie du VIH-1 et en particulier, la variabilité des résidus amino-acides
entourant la séquence GPGR (fig. 33, 34 et 35). Ainsi, les changements du cdté amine (2
gauche de la séquence GPGR), permettraient au virus d’échapper aux anticorps, alors que

les changements du cbté carboxyl lui permettraient d’échapper aux cellules T-cytotoxiques
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CD8*. Les points de variations “hot spots” dans nos “quasi-espéces” sont localisés dans
les régions entourant le motif GPGR. Ces variations sont identiques a celles déja
rapportées pour les souches Nord-Américaines (LaRosa et al.,1990a,b), et les souches
Européennes (Goudsmit et al., 1989; Wolfs et al., 1990). Des changements fréquents se
sont produits, durant le stade IV de I’infection, 2 la position 13 (H, histidine); cette position
a été impliquée dans I'émergence de mutants résistants a la neutralisation par des anticorps
spécifiques a la boucle V3 (McKeating er al., 1989). Des changements fréquents ont
également eu lieu a la position 11 (S, sérine) et a la position 25 (E, acide glutamique), ces
deux positions ont été impliquées dans I'émergence du phénotype inducteur de syncitia
partir du phénotype non-inducteur de syncitia (de Jong et al., 1992a; Fouchier et al., 1992,
Groenink et al., 1993). Le résidu tyrosine (Y) a la position 21, considéré comme étant le
déterminant majeur pour la réponse CTL (Takahashi ef al., 1989a) est demeuré dans nos
séquences, relativement bien conservé. Nos résultats ont montré que les substitutions de
ces positions critiques de la boucle V3 ne signifiait pas nécessairement une augmentation de
la diversité génétique virale. Ceci renforce notre énoncé selon lequel la diversité génétique
virale n’est pas responsable de la chute de P'activité ADCC (et des titres des anticorps

ADCC) et de la déplétion des cellules CD4.

Les travaux de Delwart et al . (1994) et ceux de Lukashov et al. (1995) qui ont
montré qu'une complexité plus importante des “quasi-espéces” du VIH-1 est associée 2 une
progression lente de I'infection et a une chute lente et limitée du nombre de cellules CD4*,
sont en concordance avec nos résultats. Cependant, ces travaux ainsi que le notre,
contredisent le modele de Nowak et al. (1990, 1991, 1995) selon lequel une population de
VIH-1 hautement divergente, plutot qu'une déplétion spécifique des cellules immunitaires,
serait responsable de la défectuosité du systtme immunitaire et de la progression de

I'infection.
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Nos résultats, qui ont montré qu’il n’existe aucune preuve de la présence d’un seuil
de diversité virale correlée avec la déplétion profonde des cellules CD4 et celle de la
détérioration du systtme immunitaire (dont I"’ADCC) chez les patients durant les stades
avancés de I'infection (fig. 38), pourraient s'expliquer comme suit: I'effet de la réponse
immunitaire fonctionnelle controle I’évolution intra-hdte du virus qui va diriger des
mutations orientées et/ou aléatoires, afin d’échapper aux pressions exercées par le systeme
immunitaire, du moins jusqu’d I'émergence d’une forme de virus adaptée 2
I’environnement immunitaire hote. Cette forme de virus adaptée n’aura plus besoin de
diriger fréquemment de nouvelles mutations en réponse aux pressions sélectives de 1’hote,
et elle est, par conséquent, moins soumise aux changements évolutifs. En résumé, les
différences fonctionnelles entre les virus, chez les individus a différents stades de
I'infection, peuvent étre interprétées par le fait selon lequel un variant de virus ne change
pas rapidement a cause de son adaptation optimale 4 I'environnement immunitaire de I'hdte,
sous cet état, les virus (adaptés) causent plus de dommages a I'hdte que les virus moins
adaptés.

Nos résultats sont également supportés par des travaux, sur modéle animal (Chez
I'humain et chez le chimpanzé), de Wolfs et al. (1990) et de Nara er al. (1990) qui ont
montré que la réplication du VIH-1 en absence d'anticorps neutralisants fonctionnels
conduit a I'expansion clonale d'un (seul) génotype (V3) dominant, plutét que la divergence
a partir des séquences matrices des “quasi-espéces” initiales (Goudsmit ef al., 1990). 1l est,
par contre, évident que les forces sélectives sont impliquées, a cause en particulier du fait
que le taux des substitutions non-synonymes pour la région V3 est plus élevé (le ratio
Ks/Ka est de l'ordre de 1), que celui pour les régions C4 et C5 (ratio Ks/Ka de 'ordre de
6.4). Ces forces sélectives sont représentées, notamment par les hauts niveaux d'anticorps
neutralisants, d'anticorps ADCC, et d’activité CTL, dirigés contre la région V3 tout au long
de l'infection (Broliden et al, 1990, 1991, 1992; Forthal et al., 1995; Javaherian et al.,
1989; LaRosa et al., 1990; Liou et al., 1989; Pantaleo et al., 1990; Walker et Plata, 1990).
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Comme nous |’avions mentionné auparavant, ’absence de corrélation entre le taux
de variabilité et I’activit¢ ADCC n’exclut pas, par contre, I'émergence de “quasi-especes”
ayant dirigé des mutations spécifiques qui pourraient leur conférer une meilleure adaptation
4 leur environnement hdte et, par conséquent, la capacité de causer plus de dommage au
systéme immunitaire hdte. En effet, Wolfs et al. (1991) et Kliks et al. (1993) ont montré
que, durant la progression de l'infection au VIH-1, une substitution non-synonyme fixe,
qui a lieu a la position 13 (IHIGPGRAF) de la boucle V3, pourrait avoir un impact direct
sur les effets biologiques des anticorps, entrainant soit une sensibilité, soit une résistance a

la neutralisation.

Nos résultats ont montré qu'un changement d’acide aminé 2 la position 13
(histidine 13) dans la boucle V3, s’est produit chez un grand nombre d’individus infectés
(12 sur 33). Cependant, et malgré le fait qu'un tel changement pourrait entrainer une
résistance a la neutralisation, ce changement ne semble pas avoir une grande signification
biologique sur l'activité¢ des anticorps ADCC, en particulier depuis que les individus au
stade asymptomatique (patients P02, P03, P04 et PO5) ont montré des changements i la
position 13 presque aussi fréquemment que les individus au stade IV de I’infection (P22,
P23, P24, P25, P26, P27 et P28). En plus, aucune préférence pour un acide aminé en
particulier a la position 13 n'a été constatée (histidine pour proline, histidine pour arginine,
histidine pour asparagine, histidine pour sérine et histidine pour tyrosine. Ces
changements 2 la position 13 ont été, par contre, accompagnés chez les patients P22, P25,
P27 et P28 au stade IV de I’infection, de deux autres substitutions d’acides aminés 2 la
position 11 (KSIHIGPG) pour sérine contre arginine et a la position 25 (GEIIGDIR) pour
acide glutamique contre lysine. Or, il a été clairement démontré que la présence d’un acide
aminé basique (arginine ou lysine) & I’'une des deux positions 11 et 25 de la boucle V3, est
associée au phénotype biologique SI (inducteur de syncitia) (Cornelissen et al., 1995; de

Jong et al., 1992; Donaldson et al., 1994; Fouchier et al., 1992; Kuiken et al., 1995).
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Il semble que les souches SI, ou souches tardives, ne sont pas reconnues par les
différentes composantes du syst®me immunitaire (Arendrup ef al., 1992; McKeating ef al.,
1989; Nara et al., 1990; Reitz et al., 1988). Dans notre étude I’apparition de telles souches
(SI) chez les patients P22, P25, P27 et P28 était souvent accompagnée d’une profonde
déplétion des cellules CD4 et (sauf le patient P25) d’'une chute importante des titres
d’anticorps ADCC. En plus des patients P22, P25, P27 et P28, six autres patients (POl,
P15, P21, P29, P32, et P33) au stade II, III et IV de I’infection, montraient des quasi-
espéces dont la nature des séquences prédisaient un phénotype SI. L’apparition des
séquences SI était généralement associée (exception faite pour le patient PO1) a un compte

CD4 et des titres d’anticorps ADCC lourdement altérés.

Les travaux de Cheng-Mayer et al. (1988), Fenyo et al. (1988) et Tersmette et al.
(1989), ont montré qu’environ la moitié des individus qui progressent vers le SIDA, voient
apparaitre des virus ayant une vitesse de réplication plus élevée et un phénotype plus
cytopathogénique. Nos résultats ont montré que 58% des patients (7 sur 12), au stade IV
de I'infection, avaient des quasi-especes dont les séquences prédisaient un phénotype SI.
A I’exception du patient P25, 1’apparition de souches SI était accompagnée d’une chute des
titres d’anticorps ADCC et d’une profonde déplétion des cellules CD4, caractéristique au
stade SIDA. Les patients P15 et P21 qui montraient également des séquences SI avaient des

compte CD4 faibles mais une activité ADCC trés altérée.

1 est, cependant, trés difficile d’attribuer la perte de 1’activité ADCC et des cellules
CD4, a la seule apparition de souches SI. En effet, un grand nombre de patients au stade III
et IV de I’infection, dont Iactivité ADCC était lourdement altérée, montraient des “quasi-

especes” dont les séquences prédisaient un phénotype non-inducteur de syncitia.

L’apparition de souches SI a été associée a la perte accélérée des cellules CD4+ et a
la progression de la maladie (Koot et al., 1993; Nielsen e al., 1993; et Roos et al., 1992).

Or, nos résultats semblent démontrer que les individus infectés avec des souches dont les
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séquences indiquent un phénotype NSI peuvent également voir, avec le temps, la chute de
leur cellules CD4+* et la progression concomitante vers la maladie (c’est le cas de la majorité
des patients au stade III et IV de I'infection). Cette observation est supportée par les
travaux de Richman et Bozzette, (1994) qui ont montré, chez des patients infectés
exclusivement avec des souches NSI, un déclin du nombre de cellules CD4 et la

progression de l'infection vers le stade SIDA.

Il a été montré que, malgré un phénotype plus agressif in vitro, les souches SI
“cellules-T tropique” se transmettent moins efficacement aprés contact sexuel que les
souches NSI “macrophage tropique ‘(Roos et al., 1992 et Zhu et al., 1993). Ceci est du au
fait que les macrophages seraient les premiéres cellules infectées au niveau de la barriere
mucosale, en cas de transmission sexuelle, et que ces cellules “réservoirs” (macrophages)
infectées sont responsables de la dissémination systémique du virus retrouvé deés 1’infection
primaire (Zhu et al., 1993). La présence, chez le patient PO1 asymptomatique, de “quasi-
espéces” (PO1.1 et PO1.3) dont les séquences prédisaient le phénotype SI, semble en
contradiction avec les propos de Roos et al. (1992) et Zhu er al. (1993), mais pourrait
s’expliquer par une transmission de virus autre que sexuelle. En effet, la majorité des
patients de notre cohorte étaient des utilisateurs de drogues injectables. Ainsi, les souches
de virus de phénotype SI auraient pu étre déposées directement dans la circulation
périphérique. La présence de souches SI, durant le stade asymptomatique en méme temps
qu’une réponse immunitaire fonctionnelle, supporte le fait que la réponse immunitaire est
capable d’éradiquer ou de supprimer les souches (SI), plus cytopathogéniques, t8t dans
Pinfection. Dans une telle situation, la réponse ADCC, qui constitue la premiére
composante immune active aprés I'infection au VIH-1, est la mieux désignée pour

€radiquer les souches SI en détruisant les cellules infectées productrices de virus.

Les patients, au stade II et IV de I’infection, qui ont vu apparaitre les souches SI
parmi les populations de “quasi-especes” provirales avaient également des ratio d’épissage

parmi les plus bas, indiquant une production active de virions par les cellules infectées.
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Cependant, de tels ratio d’épissage ne pourraient étre attribués uniquement et
spécifiquement & I’apparition de souches SI, car de nombreux patients a différents stades de
I'infection avec des séquences qui prédisaient le phénotype NSI, présentaient des ratio
d’épissage similaires (tableau 6 et fig. 38). Ceci pourrait suggérer que 1’acquisition d’une
certaine vitesse de réplication par les “quasi-espéces” présentes, chez un patient donné, ne
dépendrait pas uniquement de I’apparition de résidus amino-acides basiques a la position 11

et/ou 25 de la boucle V3.

En résumé, puisque le taux de diversité génétique virale est trés peu différent en
fonction du stade de I'infection, on peut penser que le déclin de l'activité ADCC (et des
titres d’anticorps ADCC), et celui des cellules CD4, pourraient étre reliés a la nature
(phénotype biologique) de certaines “quasi-espéces” présentant des mutations (des fois
ponctuelles) critiques a l'intérieur des régions fonctionnelles des glycoprotéines de
I'enveloppe (dont les épitopes ADCC). La confirmation, sans équivoque, d'une telle
hypothése pourrait étre d'un intérét capital dans la lutte contre l'infection au VIH-1. En
effet, la mise au point d'un vaccin anti-VIH-1 efficace, ou le développement de stratégies
d'immunothérapie passive utilisant des anticorps capables de diriger I'ADCC, doit tenir

compte de I'émergence de telles "quasi-espéces”.
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4- Niveaux de transcription des ARNm viraux

Le cycle de réplication du VIH-1 peut étre divisé en deux phases distinctes, une
phase précoce (régulatrice) et une phase tardive (structurale). Durant la phase précoce,
l'expression des ARNm régulateurs a épissage multiple (fat, rev et nef) est prédominante,
par rapport a l'expression des ARNm non-épissés qui est faible ou quasiment absente
(Robert-Guroff et al., 1990). Durant le stade tardif, les proportions des ARNm non-
épissés augmentent de fagon trés marquée, ce qui est caractéristique d'une production active
de virions (Michael et al., 1995). Les mécanismes contrdlant le passage d'une infection
latente 2 une infection active demeurent encore largement inconnus. Certains des candidats
les plus plausibles pour étudier un tel processus sont les génes viraux régulateurs fat et rev.
Le produit du géne fat agit comme transactivateur de I'expression génique, augmentant la
production des ARNm viraux (Feinberget al., 1991; Muesing et al., 1987), alors que le
produit du gene rev fonctionne comme régulateur différentiel de la production de virions,
semble-t-il en modulant I'épissage des ARNm ou en facilitant I'exportation des transcrits
structuraux du noyau vers le cytoplasme pour leur traduction (Arrigo et al., 1989; Feinberg
et al., 1986). Un niveau d'expression seuil de la protéine Rev semble étre requis pour le
transport des ARNm non-épissés a partir du noyau et permettre le passage a une infection

productive (Pomerantz et al., 1992).

Pour I'étude de la transcription, in vive, du VIH-1 nous avons utilisé la technique
de RT-qc-PCR pour l'amplification sélective et la quantification differentielle des transcrits
a épissage multiple (tat, rev et nef) et des transcrits non-épissées (pol), directement dans les
PBMC. Cette technique comporte plusieurs modifications qui ont amélioré la fiabilité du
RT-qc-PCR, permettant la quantification des transcrits peu abondants (Merzouki et al.,
1994b). Cette approche assure que la concentration du compétiteur interne (standard
interne) dans les réactions d’amplification demeure constante, ce qui permet des

comparaisons directes des niveaux d'expression relatifs de chacunes des cibles amplifiées.
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L'utilisation des amorces fluorescentes, en plus d'avoir permis d'éliminer le besoin de la
radioactivité, a fourni un systéme de détection plus sensible sur un balayeur de genes (Gene
Scanner d'Applied Biosystems), que I'analyse des autoradiogrammes (Porcher et al.,
1992). Finalement, la séparation sur gel de séquengage des molécules d'ADN simple brin,
en utilisant un séquenceur d'ADN automatique, a permis: d'une part, d'éliminer les
problémes associés a la formation d’hétéroduplex, et, d'autre part la collection et I'analyse

automatique de plusieurs échantillons a la fois (Merzouki et al., [994b AnnexeA).

Dans cette étude, I'analyse qualitative et quantitative de la transcription des génes
tat, rev,nef et pol, directement dans les PBMC, a montré I'existence de niveaux significatifs
de transcrits régulateurs chez la majorité des patients durant tous les stades de l'infection
(avec en moyenne des niveaux d'expression d'environ 2,3 fois plus important durant les
stades III et IV que durant le stade II de I’infection). L'augmentation du nombre total de
transcrits régulateurs, durant les stades avancés de l'infection, est influencé, entre autres,
par une augmentation importante des transcrits rev par rapport aux transcrits tat . Ces
résultats sont en accord avec les travaux, in vitro, de Pomerantz et al. (1992) et de
Seshamma et al. (1992) et avec d'autres de nos travaux, in vivo, (Michael er al., 1995),
montrant une augmentation de l'expression des transcrits rev par rapport a celle des
transcrits faf, durant la transition vers une infection productive. Les hauts niveaux de
transcrits régulateurs observés dans notre étude sont consistants avec d'autres études, in
vivo, (Patterson et al., 1993; Seshamma et al., 1992) montrant des niveaux élevés de
transcrits régulateurs dans les PBMC. De tels résultats pourraient avoir des implications
majeures dans la compréhension de la pathogenése associée 2 l'infection au VIH-1, en
particulier depuis qu'il a ét€ montré que les protéines virales régulatrices sont toxiques pour
les cellules, en altérant la perméabilité cellulaire aprés interaction avec les canaux K+
(Giulian et al., 1990; Werner et al., 1991; Pulliam er al., 1991). 11 est donc concevable que
de tels mécanismes indirects, qui prennent place en absence de production compléte de

virions, peuvent compter pour beaucoup dans la pathogenése précoce du VIH-1.
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Comme c'était le cas pour les transcrits régulateurs, les transcrits structuraux ont été
détectés chez la majorité des patients, durant tous les stades de I'infection, mais cette fois-ci
avec des niveaux d'expression beaucoup plus importants durant les stades III et IV que
durant le stade II (asymptomatique), indiquant une production plus importante de virions
durant les stades avancés de linfection. Dans le cycle de réplication du VIH-1,
'expression des transcrits structuraux (ou transcrits tardifs) témoigne de la production de
virions progéniture. Or, fait trés intéressant, nous avons montré des niveaux d’expression
de tels transcrits 2 des niveaux relativement importants et ce durant la phase
asymptomatique de l'infection, montrant ainsi que la réplication virale est active et
persistante tout le long de I'infection, y compris la dite phase quiescente (période de latence

ou asymptomatique).

Ces résultats, qui semblent en contradiction avec les concepts usuels expliquant la
pathogenése du VIH-1, sont en accord avec les récents travaux de Ho et al., (1995) et Wei
et al., (1995), sur la dynamique de l'infection au VIH-1 et sur la rotation de la population
virale. Ces travaux ont, en effet, montré que l'infection au VIH-1 n'est pas une infection
latente au réveil tardif, mais plutdt une infection qui obéit & un processus dynamique au
cours duquel jusqu'a 10 milliards de particules virales sont relachées dans la circulation
chaque jours. Un nombre équivalent de virus est éliminé par le systéme immunitaire qui
peut compter sur une réponse ADCC et une réponse CTL intactes, au moins durant le stade
asymptomatique de l'infection, pour éliminer les cellules infectées activées productrices de
virus. La chute de la réponse ADCC, probablement comme celle de la réponse CTL
(Autran et al., 1991, Carmmichael et al., 1993; Hoffenbach et al., 1989; Pantaleo et al.,
1990) fait suite a l'altération de la fonction des cellules-T CD4t et la détérioration du

systéme immunitaire, et ce 4 cause d’événements encore mal définis.

Cependant, et a 'exception du fait montrant une réplication virale a tous les stade de
I'infection, l'analyse des niveaux de transcription des ARNm viraux chez chacun des

patients ne semble pas montrer une relation directe entre la vitesse de réplication des virus et
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la chute de I'activité ADCC (et des titres d’anticorps ADCC) et du nombre de cellules CD4
(tableau 6). En effet plusieurs patients (POl, P09, P12, P13, P14, P18, et P25) dont la
réponse ADCC semblait intacte et qui avaient un nombre de cellules CD4 normal,
montraient des niveaux de transcription et des ratios d'épissage trés similaires a ceux de
patients (P15, P16, P17, P19, P20, P21 et le reste des patients au stade I'V) dont la réponse
ADCC et le compte CD4 étaient lourdement altérés. De méme, les patients chez lesquels ont
été isolées des "quasi-espéces” dont les séquences semblaient prédire un phénotype SI,
avaient effectivement des ratios d’épissage parmi les plus bas, indiquant une plus grande
production de virions (tableau 6). Cependant, ces ratios étaient trds similaires aux ratio
d’épissage présentés par la majorité des patients au stades III et IV de I’infection et dont les

séquences des “quasi-especes’ prédisaient un phénotype NSI (tableau 6).



CONCLUSIONS
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Nous avons établi au cours de ce travail des cellules qui expriment de fagon stable
les antigénes de surface du VIH-1 NLA4.3 dont la caractérisation immunobiologique a
confirmé leur potentiel, comme cellules cibles de choix dans les essais visant a évaluer les
titres d’anticorps ADCC dans les sérums de patients infectés par le VIH-1. Ceci nous a
révélé que la réponse ADCC, intacte et fonctionnelle durant le stade asymptomatique, est
lourdement altérée durant les stades avancés de I'infection (stades III et IV). Ceci semble
suggérer un niveau d’implication important de I'activitt¢ ADCC dans la maintien de I'état
asymptomatique, particuliérement depuis que son déclin coincidait avec la déplétion des

cellules CD4.

La présence d’une réponse ADCC précoce pourrait contribuer au maintien de I’état
asymptomatique et d’'un compte normal des cellules CD4, en limitant la réplication du virus
apres destruction des cellules infectées activées, productrices de virus. Une telle implication
de la réponse ADCC supporte |’utilisation d'anticorps, monoclonaux ou autres, capables de
diriger une activitt ADCC comme un supplément de valeur, avec des anticorps
neutralisants, dans le cas d’une immunothérapie passive anti-VIH-1 ou dans toutes autres
stratégies vaccinales capables d’éliciter une telle réponse ADCC.

Cependant, le rdle exact de ’ADCC dans I'immunité protectrice contre le VIH-1
demeurera mal défini, peut-€tre, aussi longtemps qu’un modéle animal adéquat permettant

un suivi serré de I’infection au VIH-1 ne soit développé.

L’étude de la diversité génétique des "quasi-espéces™ provirales, isolées a partir des
cellules de patients de cette étude croisée, n’a montré aucune relation directe entre le taux de
la diversité génétique virale, intrapatient et interpatients, et la chute des titres d’anticorps

ADCC et du nombre de cellules CD4 (fig. 38).
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Figure 38:

Etude des relations, chez les patients & différents stades de
I’infection au VIH-1, entre le nombre de cellules CD4, le niveau d’activité
ADCC antiviral, le taux de variabilité génétique provirale et le ratio
d’épissage des transcrits messagers viraux.

Cette étude n'a montré aucune relation directe entre le taux de la
diversité génétique virale, intrapatient et interpatients, et la chute de
l'activité ADCC et du nombre de cellules CD4.

Les points en rouge correspondent aux patients dont la nature des
séquences des quasi-espéces prédisait un phénotype inducteur de syncitia.
Les points en bleu correspondent aux patients dont la nature des séquences
des quasi-espéces prédisaient un phénotype non-inducteur de syncitia.
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L’analyse des relations phylogénétiques a montré que les séquences de la région
variable V3 des différentes "quasi-espéces” provirales ne se regroupent pas en concordance
avec le stade de I'infection, ou avec I'état du systéme immunitaire, indiquant ainsi que le
polymorphisme génétique de cette région (V3) n’est pas directement relié a la pathogengse
du SIDA. En plus, le fait que les régions C4 et C5 sont demeurées relativement bien
conservées, et ce, peu importe le stade de I'infection, supporte le point de vue selon lequel
le taux de diversité génétique virale n’est ni la cause directe, ni la conséquence, de la perte

de Vactivité ADCC.

Cette absence de corrélation entre le taux de variabilité et I’activité ADCC n’exclut
pas, par contre, I’émergence de "quasi-espéces” ayant dirigé des mutations spécifiques qui
pourraient leur conférer une meilleure adaptation a leur environnement immunitaire hote et,
par conséquent, la capacité de lui causer plus de dommages. En effet, nous avons montré
que la majorité des patients au stade IV, et certains au stade III, de 1'infection, ont vu
apparaitre parmi leur population de “quasi-espéces”, des souches dont la nature des
séquences prédisait le phénotype biologique SI (inducteur de syncitia). L'apparition des
souches SI, plus cytopathogéniques a été généralement associée a une chute accélérée des
cellules CD4 et une progression rapide de I'infection vers le SIDA, coincidait effectivement
avec des niveaux d’activité ADCC et des comptes CD4, généralement lourdement altérés

(fig. 38).

Selon nos résultats, il est encore prématuré d’attribuer la perte de I'activit¢ ADCC
(et des anticorps ADCC), et la déplétion des cellules CD4, i la seule apparition des souches
SI. En effet, un grand nombre de patients au stade III et IV de I’infection et, dont I’activité
ADCC a été lourdement altérée, montraient des "quasi espéces” dont les séquences
prédisaient un phénotype NSI (non-inducteur de syncitia). Ainsi, I’apparition de telles
souches (SI) pourrait €tre aussi bien une conséquence des perturbations graduelles de la
réponse immunitaire, a la suite de la chute des cellules CD4, plutét que la cause principale.

11 est par contre capital que dans toute tentative de développement d’un vaccin anti-VIH-1,
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ou de stratégies d’immunothérapie passive, de tenir compte de I’émergence de telles "quasi-
especes”,

Ces résultats sont contraires aux concepts usuels expliquant la pathogenése du
VIH-1, selon lesquels la réponse immunitaire de I"hote contre le virus aboutit ultimement a
une période de latence virale durant laquelle celui-ci ne se réplique quasiment pas. La
quantification des ARNm viraux nous a confirmé qu’en fait, la réplication du virus et la
production de virions est active, et persistante tout au long de Finfection au VIH-1, y
compris la période "quiescente” ou asymptomatique. Ces résultats sont en accord avec les
récents travaux sur la dynamique de I’infection au VIH-1 et sur la rotation de la population
virale, qui ont montré que I'infection au VIH-1 n’est pas une infection latente au réveil
tardif, mais plutdt une infection qui obéit a un processus dynamique au cours duquel
plusieurs milliards de particules virales sont reldchées dans la circulation chaque jour, et qui

sont €liminées par un systéme immunitaire intact, durant le stade asymptomatique.

L’augmentation du niveau de production de virions, durant le stade III et IV fait
probablement suite a la chute de I’activité ADCC (fig. 38) et des différentes composantes de
la réponse immunitaire (anticorps neutralisants, réponse CTL), aprés altération de la
fonction des cellules-T CD4+ et la détérioration concomitante du systéme immunitaire dues

a des événements multiples qui restent a éclaircir.

Ces résultats, qui montrent une réplication virale déja active dés le stade
asymptomnatique de I’infection durant lequel la réponse ADCC intacte et fonctionnelle
semble bien s’adapter a la présence de souches de virus divergents, plaide en faveur d’une
thérapie combinée ou méme d’une polythérapie. On associerait ainsi les drogues antivirales
et les anticorps capables de diriger I’ADCC, d’une part, pour aider 1’organisme i contrbler
(abaisser) la charge et la réplication virale, et d’autre part pour prévenir la détérioration du

systéme immunitaire.
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