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Résumé

La transmission du Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH) par wie sexuelle représente le mode
majoritaire de contamination (80%) (UNAIDS). Ce mode de contamination implique le passage du
virus a travers les muqueuses et une interaction avec les cellules épithéliales et les cellules
immunitaires présentes au sein de ces muqueuses (cellules dendritiques, macrophages ou
lymphocytes). Les muqueuses représentent le principal site d'exposition de I'organisme aux antigénes
de l'environnement. Les SIgA (IgA sécrétoires) présentes dans la lumiére de ces muqueuses
représentent la premiére ligne de défense immunitaire contre linfection et la colonisation des
muqueuses. Les IgA sont capables d’interagir avec les glycoprotéines (gp) exprimées a la surface du
VIH et de bloquer linfection et/ou la transcytose a travers I'épithélium muqueux. Nous awons pu
étudier la prévalence des SIgA anti-gp41 et plus précisément anti-MPER présentes dans la salive
parotidienne de personnes Exposées au VIH Séronégatives (ESN) et leur réle dans linhibition de
linfection par le virus in vitro. Nous awons pu démontrer que ces sujets présentaient un taux plus
important de SIgA anti-MPER neutralisantes. Ce premier travail nous a permis de valider la gp41
comme immunogéne d’intérét pour la génération de SIgA neutralisantes. Nous awons pu générer des
IgA1 dans un modéle murin a1Kl chimérique capable de produire des anticorps IgA1 humanisés.
L'immunisation de ces souris a permis la production de 6 anticorps monoclonaux spécifiques de la
région MPER capables de reconnaitre des épitopes conformationnels élargis, correspondant aux
épitopes reconnus par le 2F5 et le 4E10. Les IgA1 présentaient de fortes capacités neutralisantes
pour différentes souches de laboratoire et de souches primaires du VIH. Les études de caractérisation
des fonctions antivirales de ces anticorps permettront de mieux définir le mode d'action de ces
anticorps. A notre connaissance, ces IgA1 neutralisantes anti-MPER sont les premiéres décrites a ce
jour dans la littérature. De par leur faible immunogénicité et leur faible autoréactivité, ces anticorps
peuvent facilement étre intégrés dans des approches thérapeutiques locales ou par sérothérapie
passive pour la protection aprés administration de SHIV dans des modeéles animaux comme le
macaque. L'ensemble de mes travaux de thése ont confirmé l'intérét thérapeutique potentiel des SIgA
dans la lutte contre le VIH et notamment celles dirigées contre la partie gp41 de I'enveloppe

Mots clés : SIgA, gp41, ESN, souris humaniséesa1Kl, MPER, VIH.

Abstract

Sexual transmission of the Human Immunodeficiency Virus is the major mode of contamination (80%)
for this pathogen (UNAIDS). This mode of transmission inwlves a passage of the virus though the
mucosa and an interaction with epithelial cells and immune cells present in the mucosa (dendritic
cells, macrophages and lymphocytes). Mucosa represents the major site of exposure for the organism
to environmental antigens. The IgA expressed in the lumen of mucosa are the first line of immune
defence against infection and colonization of mucosa. IgA are able to interact with glycoproteins (gp)
expressed on the surface of HIV and prevent infection and/or block epithelial transcytosis. In this study
we have investigated the prevalence of SIgA anti-MPER present in the parotid saliva of Exposed to
HIV but Seronegative individuals (ESN). This study has allowed us to validate gp41 as an immunogen
of interest for the generation of neutralizing IgA. IgA1 were generated in a chimeric mice model a1Kl
that produced humanized IgA1 type antibodies. Immunizations of these mice has led to the elicitation
of six monoclonal antibodies specific to the MPER region able to recognize extended conformational
neutralizing epitopes of 2F5 and 4E10, two broadly neutralizing monoclonal antibodies specific to
MPER. Elicited IgA1 have potent neutralizing properties for both laboratory and primary HIV strains.
Characterization studies of the antiviral functions of these antibodies will further define the mode of
action of these antibodies. To our knowledge, these anti-MPER humanized monoclonal neutralizing
IgA1 antibodies are the first of this type described to date in the literature. By their low immunogenicity
and autoreactivity, these antibodies can be easily integrated into local therapeutic approaches or
passive serotherapy for protection in animal models such as the macaque challenged with SHIV. All
the results of my PhD work confirm the great interest of gp41-specific SIgA as therapeutic agents
against HIV.

Keywords: humanized mice a1KlI, SIgA, gp41, MPER, HIV




Introduction

Depuis son identification au début des années 1980, le Virus d’Immunodéficience
Humaine (VIH) a fait plus de 25 millions de morts dans le monde. Aujourd’hui prés de
35 millions d’individus vivent avec ce virus (dont 97% dans des pays aux faibles
revenus) selon 'UNAIDS. La transmission par voie sexuelle représente le mode
majoritaire de contamination (80%) (UNAIDS). Ce mode de contamination implique
un passage a travers les muqueuses et une interaction avec les cellules épithéliales
ou les cellues immunitaires présentes au sein de ces muqueuses (cellules
dendritiques, macrophages ou lymphocytes). Les muqueuses représentent le
principal site d'exposition de lorganisme aux antigénes de l'environnement. Elles
constituent la principale voie de pénétration d'agents infectieux, bactéries, virus,
parasites ou champignons. Différentes propriétés du systéme immunitaire muqueux
font de Iui un systéme autonome capable d’interagir avec le systéme immunitaire
systémique. En effet, les muqueuses sont protégées par des barrieres physiques tels
que le mucus ou le glycocalix qui empéchent le contact des agents infectieux avec
les différentes muqueuses. Cette immunité innée est suppléée par une immunité plus
spécialisée dite adaptative dont les effecteurs principaux sont les lymphocytes T et
les immunoglobulines de classe IgA notamment les IgA sécrétoires. Ces anticorps
représentent la premiére barriére pour tout agent pathogéne susceptible de coloniser
les muqueuses et de contaminer le reste de 'organisme.

Actuellement, les stratégies thérapeutiques les plus efficaces contre le VIH-1 restent
les multithérapies antirétrovirales (HAART). Les molécules utilisées interviennent sur
des points-clé du cycle de linfection par le VIH-1 et surtout sur la machinerie interne
des cellules infectées. Il est important de pouvoir développer de nouvelles stratégies
vaccinales permettant de prévenir le processus infectieux en agissant plus en amont
et notamment sur des étapes comme la reconnaissance, 'ancrage et la fusion du
virus avec les cellules cibles. L'utilisation d’anticorps anti-VIH capables de neutraliser
les particules virales lors de linfection empéchant ainsi leur attachement et/ou leur
fusion aux cellules cibles, apparait comme une réelle voie d’avenir pour le
développement d’'un nouveau vaccin anti-VIH. Les résultats des études RV144 ou le
protocole G de [I'lAVI, ont démontré que certains patients VIH-1 séropositifs
présentaient naturellement des anticorps neutralisants a trés large spectre et dont
lefficacité de neutralisation couvre plus de 80% des souches virales circulantes. Ces
anticorps sont dirigés contre les différentes régions de la glycoprotéine d’enveloppe
du virus et peuvent trés aisément étre intégrés dans des vaccins anti-VIH.
Cependant la plupart de ces anticorps sont de classe IgG alors que plusieurs auteurs
ont démontré que les IgA sécrétoires (SIgA) sont fortement impliquées dans les
réponses muqueuses anti-VIH par leur capacité de neutralisation mais aussi de
blocage de la transcytose du VIH a travers la barriére épithéliale [1-9]. De plus, la
présence de SIgA neutralisantes dans les sécrétions de sujets fortement exposés
séronégatifs a été rapportée et représente un argument essentiel en faveur du role
protecteur des SIgA au niveau des muqueuses et de lintérét de leur production lors
d’'une vaccination par voie locale [2, 8]. Il est actuellement admis qu'un vaccin
efficace doit stimuler les défenses systémiques, en induisant de fortes réponses CTL,
et locales (immunité muqueuse) en suscitant des réponses anticorps neutralisantes
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notamment de type SIgA [10-13]. On peut émetire I'hypothése que des IgA
sécrétoires anti-VIH apparues aprés vaccination par voie locale pourraient avoir un
réle protecteur contre la pénétration du virus par lintermédiaire des muqueuses.

Le développement d’'un vaccin prophylactique efficace, réside aussi dans le choix
d’'un immunogéne capable de mimer conformationnellement des épitopes majeurs du
VIH. Or, les particules virales du VIH, comme tout pathogéne, présentent une
multitude d’épitopes possibles. Cependant la variabilité génétique du virus et les
modes d’échappement mis en place pour éviter et contourner les nouveaux anticorps
produits par le systtme immunitaire de I'hdte poussent a la recherche plus fine
d’'immunogénes conservés donc fonctionnels et accessibles aisément aux anticorps
neutralisants. Parmi les antigénes répondant a ces critetres se trouvent les
glycoprotéines d’enveloppe puisque ce sont les seuls motifs présents a la surface
des particules virales et qui présentent plusieurs épitopes conservés. Ces
glycoprotéines dérivent tout au long de linfection et sont modifiées par glycosylation
et les résidus glycanes a la surface de ces protéines créent un véritable « bouclier
immunitaire » qui isole et masque certaines zones d’interactions nécessaires a
'ancrage sur les cellules cibles [14]. Toutefois, des épitopes conservés accessibles
sont présents sur les glycoprotéines d’enveloppe du VIH notamment la région
Membrane Proximal Ectodomain Region (MPER) [15]. Cette région est une cible
idéale pour le développement d’'un nouveau vaccin.
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En 2011, on estimait que, dans le monde, 35 millions de personnes vivaient avec le
virus de l'immunodéficience humaine (VIH) (Unaids). Cette méme année, 1,7 millions
de personnes ont été nouvellement infectées dont 67% en Afrique subsaharienne (cf.
figure 1). Actuellement, grace a une meilleure prise en charge des personnes
infectées et aux antirétroviraux, le nombre annuel de nouvelles infections a tendance
a diminuer depuis le début des années 2000 (Unaids). Cependant, le SIDA demeure
un fléau considérable surtout dans les pays émergents et un des plus grands
challenges scientifiques que connait notre ére.

1- Le Virus de 'immunodéficience Humaine (VIH)

1.1. Découverte du virus

Les premiers cas du « gay syndrome » ont été décrits en 1981, dans la communauté
homosexuelle de San Francisco, suite a la recrudescence d'une maladie
opportuniste, la pneumocystose. Plusieurs équipes se sont penchées sur la
caractérisation de ce nouvel agent pathogéne. En 1983, F. Barré-Sinoussi et coll. fut
la premiére a isoler et identifier le virus responsable du SIDA comme étant un
rétrovirus T-lymphotrope, ayant une activité de transcriptase inverse [16]. Par la
suite, R. Gallo a décrit un virus proche de la famille des HTLV (Human T
Lymphotropic Virus) quil a nommé HTLV-IIl [17-19]. A la méme période, J.A. Levy
identifiait un rétrovirus qu'il a nommé virus associé au SIDA [20 ; 41]. En 1986, le
comité international de la taxonomie des virus a recommandé de nommer le virus du
SIDA, le VIH [21]. En 2008, a l'occasion du 25°™ anniversaire de la découverte du
VIH, F. Barré-Sinoussi et L. Montagnier ont regu le prix Nobel pour la découverte du
virus.

1.2. L’origine du VIH

Plusieurs théories ont été proposées pour expliquer 'émergence de la pandémie liée
au VIH. Cependant, différentes études s’accordent pour situer l'origine du VIH en
Afrique centrale entre le nord du ZAIRE et TOUGANDA [22-24]. En effet, le VIH et le
Virus de I'lmmunodéficience Simien (VIS) sont phylogénétiquement proches [24-25]
et 'émergence de I'épidémie de SIDA semble coincider avec une zone géographique
ou cohabitent des singes probablement porteurs du VIS et des populations locales
qui se nourrissent ou ont des liens étroits avec ces animaux. Cette promiscuité a di
favoriser le passage d’'une espéce a l'autre, accompagné de mutations du génome
du VIS donnant lieu a l'apparition du VIH capable d’infecter les hommes [26-30].
Ainsi les premiers cas décrits avant I'explosion de I'épidémie dans les années 80
semblent se situer il y a 50 a 60 ans comme la découverte d’un patient en 1960 en
Norvége [31] ou du sous-type C en Afrique au milieu des années 1960 [24] et enfin la
premiére souche du sous-type B aux Etats-Unis autour de 1967 [32-33].
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Figure1 : Estimation du nombre d’adultes et d’enfants vivant avec le VIH en 2011.
(Adaptée de [34])

1.3. Diversité génétique et classification des souches de VIH
1.3.1. Famille des lentivirinae

Le VIH-1 est membre de la famille des Rétroviridae du genre des lentivirus, un
rétrovirus de type C (classification basée sur la morphologie des rétrovirus en
microscopie électronique). Comme tous les lentivirus, le VIH posséde un génome
composé de 2 molécules d’ARN monocaténaire et d’'une polymérase spécifique, la
transcriptase inverse (Figure 2). L’ARN viral est rétrotranscrit par cette enzyme en
une molécule d’ADN intermédiaire qui est ensuite intégrée dans le génome de la
cellule infectée.

Les lentivirus tirent leur nom de leur propriété a entrainer des pathologies chroniques
a évolution lente, précédées d'une phase de latence clinique plus ou moins longue.
Cette propriété est due a leur capacité d'infecter des cellules qui ne se divisent pas.
Le génome des lentivirus contient tous les genes nécessaires a l'expression des
protéines virales. De plus, les lentivirus peuvent établir un état de latence dans les
cellules infectées en réduisant l'expression des protéines virales. Cet état peut
persister sur une longue période jusqu'a la réactivation du virus. Cependant, a
'échelle cellulaire, il est maintenant établi que linfection par le VIH-1 provoque une
destruction trés rapide de la majorité des lymphocytes T mémoire CD4+ et
notamment ceux résidant au niveau des muqueuses.

Hormis 'Homme, plusieurs mammiféres peuvent étre infectés par cette famille de
virus, comme les primates (Simian Immunodeficiency Virus, SIV), les gorilles (SIV gor,
SV gorilla), les félins (Feline Immunodeficiency Virus, FIV), les bovins (Bovine
Immunodeficiency Virus, BIV), les chévres (Caprine Arthritis Encephalitis Virus,
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CAEV), les moutons (Visna-Maedi Virus), les chevaux (Equine Infectious Anaemia
Virus, EIAV).

1.3.2. Les groupes et clades du VIH

Le VIH-1 est présent dans le monde entier alors que le VIH-2 est surtout présent en
Afrique occidentale [35]. Les deux virus montrent une organisation génétique
similaire mais présentent des différences au niveau de certains génes régulateurs et
ne possédent que 42% d’homologie génétique. Le VIH-1 est issu du chimpanzé Pan
troglodytes troglodytes [36] et le VIH-2 du singe Cercocebus torquatus [35].

Selon l'analyse des séquences génomiques, le type VIH-1 est subdivisé en 4
groupes: le groupe M (Major), le plus répandu (plus de 11 sous-types), responsable
de la pandémie du SIDA, le groupe O (Outlier), présent essentiellement au
Cameroun, le groupe N (Non M-Non O) qui a été trés difficile a détecter puisque les
kits de détection classiques ne relevaient pas d’anticorps contre ce groupe [37-38],
enfin le groupe P a été isolé le plus récemment, en 2004, en France chez une
camerounaise. En 2009, 'analyse de la séquence génomique de ce groupe a révélé
une plus forte similarité avec un virus d’immunodéficience simien découvert
recemment chez des populations de gorilles sauvages (SIVgor) que le SIVcpz issu
de chimpanzés [39]. Le VIH-2 est divisé en 8 groupes (A a H) [40].

La distribution des génotypes de VIH est trés hétérogéne. Le sous-type B est le plus
répandu et est lié a la majorité des cas d’infection relevés en Amérique, en Europe,
en Asie et en Australie. Alors que des clades comme A, C, D et E se trouvent
principalement en Afrique. Le sous-type C est responsable de 50% des cas
d’'infection au niveau mondial. Ce sous-type est principalement présent en Afrique
Centrale et de I'Est ainsi quen Inde (cf. Figure 2). Cependant, la stabilisation de
'épidémie en Europe et en Amérique et 'apport de I'immigration ont fait que prés de
40% des infections a VIH-1 sont désormais dues a des souches non-B, souvent
recombinantes.

Le séquencage complet des génomes viraux a permis d’identifier des souches
recombinantes de virus dites Circulating Recombinant Forms (CRF) qui apparaissent
a la suite de recombinaisons chez des sujets co-infectés par des sous-types
différents de VIH-1. Ces CRFs sont des souches non reliées épidémiologiquement et
définies par la présence de séquences phylogénétiqguement distantes dans
différentes parties du génome, non liées géographiquement. A ce jour, 43 formes
circulantes difféerentes ont été reconnues et le nombre de sous-types CRF déposés
ne cesse d’augmenter (6 en 1999, 19 en 2005). Il existe également un grand nombre
de souches dites URF pour Unique Recombinant Forms qui correspondent a des
recombinants mineurs reliés entre eux sur le plan épidémiologique et n'ayant pas fait
'objet d’'une large dissémination géographique.
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Figure 2: Distribution géographique des types génétiques du VIH. Les groupes VIH-1
M purs (“‘non-recombinants”) sont en bleu, les CRFs sont en rouge. Les autres
groupes de VIH-1 et VIH-2 sont en vert et en noir, respectivement. Le graphique du
bas montre la prévalence des formes génétiques issues du groupe M; la prévalence
de chaque sous-type ou CRF est exprimée en pourcentage du nombre total d’isolats
issus du groupe M identifiés au niveau mondial [41-42].

2- Architecture moléculaire et cycle d’infection
2 1. Morphologie de la particule virale

Le VIH est un rétrovirus enveloppé de type C (selon la classification basée sur la
morphologie des rétrovirus par microscopie électronique) de la famille des
Rétroviridae. Le virus posséde un aspect sphérique d’un diamétre de 90 a 120 nm
[43]. Au centre de la particule virale se trouve une capside en forme de trapeze
constituée de la protéine p24 (CA). A lintérieur de celle-ci se trouvent deux
molécules d’ARN identiques de 9,6 kb, complexées avec la protéine de la
nucléocapside p7 (NC) et des molécules de cyclophiline A d’origine cellulaire. A
lintérieur de I'enveloppe virale, se trouve la protéine de la matrice p17 (MA) ancrée a
celle-ci par des groupements muyristil (cf. Figure 3). Le VIH est considéré comme un
virus enveloppé car sa nucléocapside est entourée d’une bicouche lipidique
emportée lors du bourgeonnement du virus. Parmi les éléments cellulaires compris
dans [l'enveloppe virale (actine, ubiquitine, molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité, ICAM-1) se trouve la glycoprotéine d’enveloppe 160, la gp160,
composeée de gp120 dite SU en surface et de gp41 transmembranaire. La gp 160 se
présente sous forme d’homotriméres insérés dans I'enveloppe virale qui sont
impliqués dans la fusion avec les cellules cibles. D’autres protéines sont contenues
dans les particules virales, comme les enzymes indispensables au cycle infectieux et
les protéines accessoires. Les 3 enzymes virales essentielles sont : p66/p51 (RT,
transcriptase inverse) qui transcrit 'ARN viral en ADN, lap32 (IN, intégrase) qui
integre I'ADN viral a I'ADN cellulaire et la p12 (PR, protéase) qui participe a
'assemblage et a la maturation des particules virales.
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Enfin, les protéines régulatrices « accessoires » Vpr, Nef, Vif, Tat, Vpu et Rev dont

les fonctions affectent la réplication virale de différentes maniéres (cf. Figure 3).

Enzymes virales:

Protéines accesso
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Figure 3: Structure d’'une particule virale du VIH-1. adaptée de [44]

2.2. La glycoprotéine d’enveloppe du VIH-1

Les glycoprotéines d’enveloppe gp120 et gp41 sont codées par le géne viral env. Ce
géne code une polyprotéine précurseur (p90) qui subira plusieurs modifications post-
traductionnelles telles que des glycosylations et donnera naissance a un précurseur
de la gp160. Il est intéressant de noter que la séquence du site de clivage est trés
conservée et est incluse au sein d’'un des domaines les plus conservés de la gp120
(C5) [46]. Quand la gp160 est synthétisée, elle est produite sous forme d’un
précurseur inactif dans le réticuum endoplasmique rugueux et subit une N-
glycosylation importante ou des chaines oligosidiques de mannose se lient aux
asparagines présentes dans des séquences Asn-X-Thr ou Asn-X-Ser.

La gp160 est sécrétée via la voie de sécrétion constitutive des cellules infectées [47].
Une fois transportée au niveau de la membrane plasmatique cellulaire, le complexe
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gp120/gp41 est incorporé en triméres dans la membrane constituant de nouvelles
particules infectieuses. Avant d’étre ancrée a la surface, la gp160 est clivée en deux
sous-unités associées par des liaisons non-covalentes (gp120 a la surface et la gp41
transmembranaire) par une protéase nommée furine [48]. Les glycoprotéines de
l'enveloppe forment des spicules trimeriques de gp120-gp41 a la surface du virus lui
conférant son tropisme viral [49]. La glycoprotéine Env est aussi impliquée dans
linteraction, la reconnaissance et la fusion des membranes virale et cellulaire
menant a lintroduction du génome viral dans le cytoplasme des cellules cibles. Le
format en triméres des spicules de 'Env est proposé Figures 4 et 5. La tomographie
cryo-électronique montre des complexes hétérotrimériques [50-51]. Cependant,
malgré des efforts intenses, 'arrangement et l'orientation de la structure atomique de
la gp120 délétée de ses boucles dans une structure native et son association avec
les sous-unités de la gp41 reste largement spéculatifs.

OO0

pf-li trimer

Figure 4: Représentation schématique de [Tlinteraction entre la glycoprotéine
d’enveloppe et les récepteurs viraux. A gauche, une image de tomographie cryo-
électronique du VIH-1. Les spicules viraux sont en bleu et la surface virale, en gris. A
droite, un modéle de glycoprotéine d’enveloppe du VIH. La glycoprotéine gp120
trimérique se lie a son récepteur primaire, CD4, en rouge. Aprés les changements
conformationnels, le complexe gp120/CD4 lie le récepteur chémotaxique [6].

L’entrée du virus dans les cellules cibles implique la fusion de la membrane cellulaire
et de l'enveloppe virale. Cependant, la reconnaissance de la cellule cible par la
gp120 n'est pas suffisante pour entrainer directement la fusion de la membrane et
permetire l'injection du génome viral. L'absorption du VIH-1 dans la surface de la
cellule est induite par les interactions entre les glycoprotéines de la membrane et
deux types de molécules de surface : les facteurs d’attachement (ou récepteurs
d’adhésion) et les corécepteurs (Figure 4). Les corécepteurs sont trés impliqués dans
la pénétration du virus et sont sélectifs pour I'entrée du virion dans les cellules hbtes
selon leur tropisme.

A. La glycoprotéine d’enveloppe Gp120

La glycoprotéine gp120 représente la partie externe de la glycoprotéine de
lenveloppe du VIH avec un poids moléculaire de 120 kDa. Elle compte 480 acides
aminés avec 9 ponts disulfures et 20 a 24 sites de N-glycosylation. La Gp120 est
impliquée dans les étapes précoces de linfection des cellules cibles. La liaison du
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VIH a son récepteur est médiée par la partie externe de la gp120, qui se lie au CD4
des cellules cibles. Une série de changements conformationnels de Ienveloppe
aboutit a I'exposition d’un site de liaison transitoire, permettant au virus d’interagir
avec son corécepteur, habituellement les récepteurs de chemokines CCRS ou
CXCR4, initiant ainsi un autre cycle d’infection (Figure 5A, B). La gp120 du VIH est
composée de 5 domaines conservés (C1-C5) et de 5 domaines extrémement
variables (V1-V5). Les domaines conservés constituent le noyau de la gp120, tandis
que les domaines variables (et les nombreux sites de N-glycosylation) sont localisés
prées de la surface de la molécule. La gp120 est largement glycosylée par les N-
glycanes dérivés des carbohydrates de la cellule-hdte. Le role de ces modifications
est de les masquer et leur micro-hétérogénéité sert a la protection (bouclier) qui
permet une résistance a la réponse immunitaire contre les particules virales [14]. La
présence des sites de glycosylation dans la région V3 semble affecter le tropisme
viral. La suppression du site de glycosylation a la position 301 permet au virus
chimérique de développer un phénotype X4 [52]. La suppression de 3 acides aminés
sur les différents sites de glycosylation de la gp120 au niveau de la souche VIH89.6
dont le tropisme est X4R5 aboutit a la perte du tropisme pour CCR5 [53]. Ce
phénoméne peut étre di au démasquage des acides aminés basiques voisins ou a la
perte des charges négatives localisées au niveau de la glycoprotéine. De plus, le
nombre de glycosylations présentes dans la gp120 influence sa structure secondaire,
ce qui pourrait changer les interactions entre la région V3 et les régions voisines
(Figure 5, F). La capacité de certaines souches d’étre infectieuses et de se
reproduire méme en 'absence de la boucle V3 a été décrite [54-55]. La région V3 (35
acides aminés) joue un réle significatif dans la reconnaissance et l'interaction avec
les récepteurs cellulaires des cellules cibles. Cette région contient aussi a son
extrémité une séquence trés conservée d’acides aminés (GPGRAF). Ce motif est
entouré par des acides aminés variables qui altérent le tropisme viral a travers
linteraction de la gp120 avec les récepteurs de chémokines CCR5 et CXCR4. Les
réegions V1-V5 forment des boucles exposées attachées a leurs bases par des ponts
disulfures [56]. La structure cristaline de la gp120 montre que cette protéine est
repliée en une connexion de quatre feuillets B dit « bridging sheet » avec un domaine
interne et externe [57]. Le domaine interne est le point de contact le plus proche
entre la gp41 et les extrémités N et C-terminales de la gp120. Dans la conformation
native, les triméres sont plus stables grace a l'interaction entre la gp41 et les boucles
V1-V2. La protéine oligomérique gp120 peut adopter une conformation appelée
« fermé » comme dans les isolats primaires résultant du masquage du site de liaison
du récepteur CD4 au niveau de la région V1/V2. Tandis que la gp120 des virus TCLA
adopte de préférence une forme « ouverte » réduisant leur affinité avec ce récepteur.
Finalement, l'interaction avec le CD4 provoque une structure ouverte permettant la
liaison entre les membranes virale et cellulaire et I'exposition de la boucle V3 [50].
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Figure 5: Représentation schématique de la glycoprotéine d’enveloppe du VIH-1. A)
les sites de glycosylation présents au niveau de la gp160. B) la structure de la
glycoprotéine gp120-gp41 du VIH-1 [58]. C, D, E, F ont été obtenus par tomographie
cryo-€électronique. C) la structure de la région d’interaction du noyau de la gp120 du
VIH avec une gp41 intacte. D) rotation de 90° du placement dans C du complexe
gp120-CD4 dans la carte de densité électronique (gris clair), les résidus impliqués
dans l'interaction de la gp41 sont colorés en bleu [14] E) représentation schématique
du pic viral natif du VIH-1. La glycoprotéine est indiquée sous forme d’une structure
transparente et représente trois molécules de gp120 liées de fagcon non-covalente a
3 gp41. Les épitopes des anticorps monoclonaux neutralisants a large spectre
présents sur la gp120 (rouge) ou la gp41 sont indiqués par des fleches. La surface
de liaison de I'lgG1b12 est indiquée en jaune, et les bases des régions variables (qui
manque dans cette structure) sont indiquées en bleu, vert et rose (F). Le méme
modeéle avec les glycanes de la gp120 indiqués en bleu révéle qu'une glycosylation
massive de l'enveloppe est un mécanisme de résistance aux anticorps et les
glycanes impliqués dans la liaison du 2G12 sont surlignés en blanc et indiqués avec
une fleche [59].

1. Le site de liaison au récepteur CD4 (binding site)

Le principal récepteur du VIH est le CD4. La liaison avec le CD4 initie le processus
d’infection. Différents modéles décrivent la configuration exacte de certaines régions
de la protéine gp120 alors qu’ils montrent tous clairement les différences structurelles
importantes dans I'organisation du trimére entre les formes libre et liée associées au
CD4. Le CD4 se lie avec une grande affinité a la protéine gp120 [60]. Le site de
liaison du CD4 est composé de régions relativement conservées localisées entre 2
domaines de la gp120 et les inter-domaines du feuillet B. Les zones de contact sont
discontinues dans la structure native en 3D de la protéine. Le domaine de liaison au
CD4 est localisé dans le domaine D1 de la boucle CDR2 (Complementarity
Determining Region 2), sur le c6té opposé du domaine de liaison de HLA type Il [61].
Dans cette zone, 2 résidus, Phe® et Arg®, sont particulierement importants dans
I'établissement d’interactions avec les résidus de la gp120 du site de liaison du CD4
(incluant GIL®™°, Trp*?” et Asp®%®) [62]. L’affinité¢ de CD4 pour la glycoprotéine de
lenveloppe du VIH est fortement variable selon sa structure quaternaire
(monomérique ou oligomérique) et son tropisme. De plus, la gp120 est
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conformationnellement flexible alors que le site d’attachement initial au CD4 est
conformationnellement inerte [50; 63-64].

2. Les co-récepteurs du VIH

Les deux principaux co-récepteurs du VIH sont les co-récepteurs des chémokines
CXCR4 et CCR5 (Figure 9). ls sont exprimés ubiquitairement sur les cellules
immunes. lls appartiennent a la superfamille des récepteurs liés a la protéine G et
sont caractérisés par une structure comprenant un segment N-terminal, 7 domaines
transmembranaires en hélice, 3 boucles extracellulaires ou ECL (Extra Cellular
Loop), 3 boucles intracytoplasmiques ou ICL (Intra Cellular Loop) et un segment C-
terminal intracytoplasmique. Le segment N-terminal et les boucles extracellulaires
sont responsables de laffinité du récepteur pour son ligand [65-66].

Le ligand naturel de CXCR4 est la molécule SDF-1 (Stromal Derived Factor-1), une
chémokine a de type CXC (présence de 2 cystéines séparées par un acide aminé).
Comme un ligand, elle induit linternalisation de CXCR4 par un processus
d’endocytose de vésicules clatherine-dépendant, menant a sa dégradation. CCR5
est le récepteur de 3 chémokine B de type CC (avec 2 cystéines adjacentes), toutes
produites par les lymphocytes T CD8, RANTES (Regulated upon Activation, Normal
T-cell Expressed and Secreted), MIP-1a et B (Macrophage Inflammatory Protein-1).
RANTES induit l'internalisation de CCR5 qui est recyclé au niveau de la membrane
cellulaire sans étre dégradé. Selon le co-récepteur impliqué dans l'entrée du VIH
dans la cellule cible, le virus est classé d’aprés son tropisme. Ainsi, les virus utilisant
le co-récepteur CCR5 (exprimé par les monocytes, macrophages, cellules T activées
ou mémoire et les cellules dendritiques (CDs)) sont appelés « CCR5-tropic » (ou
virus de type « R5») et ceux utilisant le co-récepteur CXCR4 (exprimé par les
cellules T, monocytes et les cellules dendritiques) sont nommeés, CXCR4-tropic (ou
virus de type « X4 »). CXCR4 est le co-récepteur responsable de l'entrée du VIH
dans les lignées lymphoides adapté des virus X4 est aussi appelé « T-tropic » ou
« lymphocytotropic », tandis que les virus RS sont appelés « M-tropic» ou
« monocytotropic ». Certains isolats sont capables d’utiliser tant le co-récepteur
CXCR4 que CCR5 et sont appelés « X4R5 » ou « dual-tropic ». Cette classification a
remplacé une vieille classification basée sur la capacité ou pas du virus a induire la
formation de syncytia (une réaction aboutissant a la fusion de la membrane
cytoplasmique de plusieurs cellules adjacentes menant a la formation d’une « cellule
géante » multinucléée dans les lignées cellulaire T) (MT-2). Il est maintenant accepté
que les virus utilisant le co-récepteur CXCR4 pour entrer dans les cellules cibles
induisent la formation de syncytia (Sl virus like « Syncytium Inducting virus »)
contrairement aux virus utilisant exclusivement CCR5 (NSI virus pour « No
Syncytium Inducing virus »).
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3. Les récepteurs alternatifs

Les cellules qui n'expriment pas la molécule CD4 a leur surface peuvent aussi étre
infectées, au moins in vitro. Le CD4 n'est pas la seule molécule favorisant I'infection
par le VIH-1.

3.1. L'Interaction avec le Galactosyl-Céramide

Les molécules de surface comme [a-Galactosyl-Céramide (a-GalCer) ou le
lactosylcéramide sulfate, présentes dans différents tissus (cerveau, intestin,
épithélium et col de l'utérus) sont capables de se lier a la boucle V3 de la protéine
gp160. Ces molécules peuvent étre considérées comme des récepteurs alternatifs
pour le VIH. L’a-GalCer est un glycosphingolipide (GSL) le plus souvent impliqué
dans les interactions entre les cellules n’exprimant pas le CD4 et le VIH. Il se lie a la
région V3 de la gp120 [67]. Ses séquences forment un site conformationnel exposé a
la surface de la gp 120 qui interagit avec le résidu galactose du GalCer. L’affinité de
la gp120 pour le GalCer est plus élevée que pour les autres GSL [67]. La saturation
de la boucle V3 de la gp120 avec les analogues du GalCer peut empécher l'infection
des lymphocytes T CD4" et T CD4 par le VIH [68]. GalCer est aussi capable de se
lier au domaine de la gp41 situé dans une région de 35 acides aminés contenant
I'épitope ELDKWA [69]. Cette interaction a lieu seulement aprés la fixation a la gp120
et la stabilisation de GalCer. L’interaction a-GalCer/gp120 ou gp41 est ainsi
essentielle pour la transmission des particules virales durant 'endocytose ou la
transcytose. Les GSL sont constitutifs de la bicouche lipidique de la membrane
cellulaire et sont associés aux glycophospholipides (LPG) et au cholestérol. Cette
association forme, au sein de la membrane, des microdomaines distincts appelés
radeaux lipidiques ou ‘rafts’ [70]. Divers pathogénes ou leurs toxines utilisent les
éléments lipidiques ou protéiques de ces microdomaines comme récepteurs pour
passer a ftravers les membranes cellulaires [71]. Les radeaux lipidiques sont
impliqués dans le cycle d’infection du VIH, particuliérement dans l'entrée dans les
cellules cibles [72]. Dans le cas des infections CD4-dépendantes et aprés fixation de
la gp41 au CD4, l'interaction entre la portion centrale de la région V3 et le GSL serait
essentielle pour l'association entre la gp120 et les corécepteurs [73]. Les GSL
présents dans les radeaux lipidiques peuvent stabiliser I'attachement du virus a la
surface de la cellule et assurer la migration du complexe gp120-CD4 vers les
corécepteurs. Les rafts peuvent se déplacer dans la membrane et faciliter le
changement conformationnel de la gp120 menant a l'insertion du peptide de fusion.

3.2. L'interaction avec les lectines de type C

Les lectines de type C (CLR, C-type Lectin Receptor) sont des protéines qui
s’attachent, de maniére calcium-dépendante, aux résidus carbohydrates a travers
leur domaine CRD (Carbohydrate Recognition Domain). Elles sont surtout exprimées
au niveau des cellules dendritiques ou elles jouent un réle-clé dans la capture des
pathogénes en fixant les carbohydrates présents au niveau des micro-organismes
[74]. I y a deux catégories de CLR: les CLR de type | qui exposent leur partie N-
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terminale a I'extérieur des cellules et les CLR de type Il avec un domaine N-terminal
intracellulaire. La majorité des CLR lie le D-mannose, le D-glucose ou le D-galactose
et leurs dérivés. Quatre CLR de type lectine ont la capacité de se lier a la gp120 :
MMR, MBL, DC-SIGN et Langerine.

3.2.1 Lectine MMR

La lectine MMR (Macrophage Mannose Receptor, ou CD206) est fortement exprimée
par les cellules dendritiques générées in vifro a partir des monocytes mais non
exprimée par celles du sang. Les macrophages sont capables de transférer le VIH
aux cellules exprimant le CD4 en utilisant ce récepteur [75].

3.2.2 MBL

La lectine MBL (Mannose Binding Lectin) est une CLR de type | présente dans le
sérum sous forme soluble qui peut se lier aux pathogénes et initier leur attaque par le
systtme du complément. Elle est capable de se lier au VIH par lintermédiaire des
résidus fortement mannosylés présents dans la gp120 [76].

3.2.3 DC-SIGN

Le DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific ICAM-3 Grabbing Non-integrin, or CD209) est
une CLR de type I, exprimée sous forme de tétraméres au niveau des radeaux
lipidiques des cellules dendritiques immatures [77]. Son ligand naturel est 'lCAM-3
(Intercellular Adhesion Molecule-3 ou CD50), présent dans les cellules T, qui permet
son interaction avec les cellules dendritiques [78, 79]. Comme MBL, DC-SIGN lie les
résidus mannose incorporés dans des motifs plus internes et plus complexes que
MMR. DC-SIGN se lie a la gp120 de souches du VIH et du SIV qui présentent
plusieurs oligosaccharides riches en résidus mannose [78]. Finalement, la langerine
(ou CD207) est un récepteur de type CLR, spécialement exprimée par les cellules de
Langerhans. La langerine est responsable de la formation des granules de Birbeck
[80] et contient une région spécifique qui interagit avec la gp120 [81].

3.3. L’interaction avec lintégrine o437

I a été récemment démontré que la forme activée de la gp120 peut aussi se lier a
lintégrine a4B7 exprimée sur les lymphocytes T et B intestinaux de « homing »
muqueux ainsi que sur les cellues T CD4" NK (Figure 4). La boucle tripeptide (Leu-
Asp-Val) au niveau de la boucle V2, mimant le motif de liaison des ligands naturels
de I' a4B7, est impliquée dans cette interaction. Cette liaison permet la formation de
la synapse virale par lactivation de LFA-1 [82]. Ainsi, VIH-1 induit une déplétion
massive des cellules T CD4" intestinales ce qui participe au déficit immunitaire chez
les patients VIH".
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Figure 6: La position probable des N-glycosylations et des sites de liaison de a4p7
est située dans la boucle V1/V2 de la gp120 [83].

B. La glycoprotéine d’enveloppe gp41

La liaison de la gp120 au CD4 et aux corécepteurs permet leurs changements
conformationnels et déclenche la formation d’un complexe de fusion fait de triméres
de gp41 (Figure 6) [84-86]. La gp41 est le domaine transmembranaire de la
glycoprotéine d’enveloppe qui lie les spicules viraux a la bicouche lipidique des
particules virales et joue un réle important dans la fusion de la membrane et dans
l'entrée du VIH dans la cellule. La gp41 est composée de 35 acides aminés (512 a
856 dans la souche HXB2 du VIH) avec une masse moléculaire d’environ 41KDa. La
gp41 présente un domaine extracellulaire ou ectodomaine, le domaine
transmembranaire ou MSD (Membrane Spanning Domain) et le domaine
intracytoplasmique (Figure 7). Les séquences de la gp41 sont nettement plus
conservées que celles de la gp120 et contiennent seulement 4 sites de N-
glycosylation dans I'ectodomaine. Ces sites de glycosylation sont trés conservés et
apparaissent contribuer a la réplication optimale du virus [87] .

Ectodomain
I PR MPER | cT
NHR s CHR
512 527 546 581 628 661 684 705 856

Figure 7: Représentation schématique de la gp41. La gp41 est divisée en 3 régions :
'ectodomaine contient le peptide de fusion (FP), la région polaire (PR), les régions N
et C-terminales (heptad repeat) séparées par une région immunodominante (NHR &
CHR), la région riche en tryptophane hautement conservée (MPER), la région
transmenbranaire (TM) et une queue intracytoplasmique (CT) [88].

La gp41 abrite différents domaines impliqués dans le processus de fusion des
membranes cellulaires. La région hydrophobe N-terminale consiste en un peptide de
fusion (512-527), une région polaire (525-543) nommée Fusion Peptide Proximal
Region (FPPR) ou la région polaire (PR), la N-terminal Heptad Repeat (NHR ou
HR1) (546— 581) et la C-terminal Heptad Repeat (CHR or HR2). Ces régions sont
repliées en hélice a et liées par une boucle dite immunodominante (598-604)
contenant des ponts disulfures. La Membrane Proximal Ectodomain Region extern
(MPER) riche en tryptophane et hautement conservée (660-683) est aussi présente
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[89-90]. Le domaine transmembranaire ou Membrane Spanning Domain (MSD/TM)
et le segment intracytoplasmique ou C-tail sont deux autres régions hydrophobes
présentes dans la portion C-terminale de la gp41 (Figure 7). La structure compléte de
la molécule gp41 n’est pas encore complétement décrite. Un trimére intact cristallisé
pourrait étre structurellement défini, mais il semble que de larges régions sont en
mouvement constant dans le cadre de la défense par masquage conformationnel des
épitopes potentiels des anticorps. Il est largement admis que I'échec des vaccins
candidats basés sur I'enveloppe tient a la difficulté de produire des versions solubles
de la protéine d’enveloppe imitant fidelement les caractéristiques structurelles d’une
enveloppe native in situ.

1. Le peptide de fusion

Le peptide de fusion (FP) correspond au premier domaine N-terminal de
l'ectodomaine de la gp41 (Figure 7). Le FP est hautement conservé dans plusieurs
clades de VIH-1 et d’autres virus. Par exemple, GFLG est un motif présent dans les
peptides de fusion de différents rétrovirus comme VIH-1, VIH-2, SIV et HBV [90]. Une
mutation au sein de GFLG altére la capacité de fusion du FP [91]. D’autres études
sur le VIH avec des FP tronqués ou mutés ont démontré qu'il était crucial pour le
processus de fusion et I'entrée du virus dans les cellules hétes [92].

CD4 + 1 |HR1
coreceptor N s
gp1zo@ —_—> | Q | —>
o
gpd1 HR2[ )
Y4 19!
Native Prehairpin Trimer-of-Hairpin/ Postfusion

Fusion

Figure 8: Modeéle d’entrée du VIH et les conformations intermédiaires de la gp41.

Les régions HR1 et HR2 de la gp41 sont indiquées respectivement en magenta et
vert [93].

Le FP est en partie hydrophobe [94]. La substitution des résidus de glycine aboutit a
une diminution de la capacité de fusion [95]. Il a été suggéré que la succession de
glycine du FP est impliguée dans son oligomérisation, en rapport avec
lamphipathicité nécessaire pour la fusion des membranes et/ou l'orientation des
peptides de fusion dans celles-ci [96]. Des études récentes ont montré que les FP
peuvent changer de conformation selon leur environnement biochimique [97-98]. Par
spectroscopie a résonance magnétique nucléaire, il a été confirmé que les FP
oscillent de l'état d’hélice a a basse concentration de cholestérol a la forme de volet
B ce qui révele son role important lors du processus de fusion virale [99]. Il y a aussi
des controverses sur la structure fonctionnelle et la taille des FP qui pourraient avoir
différentes longueurs et ainsi différentes séquences au niveau des acides aminés 16
[100], 23 [96; 101] ou 33 [91]. Jusqu'a présent la structure native dans ['état
préfusogénique et fusogénique reste non résolue.
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Figure 9 : Interaction entre les séquences critiques dans les régions NHR et CHR
des formes intermédiaires de fusion de la gp41. Les lignes discontinues entre les
domaines NHR et CHR indiquent linteraction entre les résidus localisés aux
positions e, g et a, d dans [Ihélice spirale des domaines NHR et CHR,
respectivement. Les séquences critiques dans NHR et CHR incluent GIV (les résidus
547-549, rouge) un déterminant de la résistance au T-20 dans la région NHR,
LLQLTVWGIKQLQARIL (les résidus 565-581, vert), la séquence formant la cavité de
liaison dans la région NHR, WMEWDREI (les résidus 628-635, orange), la séquence
de la cavité de liaison dans le CHR, WASLWNWF (les résidus 666—673, rose) et une
séquence partielle de la région riche en tryptophane [102].

2. Les régions N-Heptad Repeat (NHR)/C-Heptad Repeat (CHR)

Adjacente au FP, c’est la premiére des deux HR (N et C-HR, respectivement) qui
jouent un réle critique dans l'activité de fusion de la gp41 (Figure 7, 8). Les HR
contiennent un motif caractéristique répété de 7 résidus (abcdefg). La séquence de
ces segments est composée de 7 acides aminés qui occupent 7 positions dans la
structure fusogénique formant ce motif. Ce motif se répéte 7 fois d’ou le nom seven-
repeat (heptad repeat). Dans le CHR, les acides aminés en position « a» et «d »
sont généralement apolaires ou hydrophobes et sont cruciaux pour la stabilisation
des triméres (Figure 7, 8). Les résidus «e» et «g» dans NHR interagissent
friquemment avec les résidus en position «a» et «d». Lassemblage
caractéristique des chaines latérales hydrophobes comme le HR dans Ila
configuration de I'hélice stabilise la structure en super hélice du N-HR (aa 541-581).
Deux sites de liaison ont été caractérisés qui lient la région CHR (aa 610-683) par les
résidus « g » et « e » ou 'homotrimére endogéne de la région NHR par les résidus
«a»et«d»[103].

Une boucle hydrophile de 5 acides aminés contenant 2 résidus cystéine avec un pont
disulfure intramoléculaire lie les 2 régions HR ensemble. Ces cystéines sont
hautement conservées au niveau des rétrovirus. Il a été proposé que cette boucle
crée une protrusion en forme de bouton ‘knob-like’ dans les sous-unités TM ce qui
permet de s’intégrer dans la cavité ‘socket’ de la surface des sous-unités (Figure 8).
Dans les études a haute résolution de la gp41, cette région apparait désordonnée et
peut mener a 'agrégation de la protéine [106]. La structure des formes de pré-fusion
de la gp41 est indéterminée. Néanmoins, la structure cristalline de la gp41, les
rayons X et les structures RMN décrivent un état en 6 hélices a I'état final.
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Figure 10: Représentation schématique de I'état fusogénique de la gp41 en 6
hélices (6HB). A) la description de la structure en 6 hélices : les régions N-(clair) et
C-(sombre) heptad repeat qui se replient dans une forme antiparallele (épingle a
cheveux). Trois monoméres du NHR forment un trimére en hélice a au centre en
triple-volet “coiled-coil* et la région C-HR vient se lier aux sillons de cette structure
pour former I'état final de 6HB. La liaison entre les 2 régions HR est impliquée dans
lagrégation de ce complexe [104] B) Vue d’ensemble de la représentation de la
structure en 6 hélices. Trois NHR de chaque monomére gp41 forment des sillons
dans lesquels viennent s’ancrer les CHR pour former la structure en 6 hélices bundle
(6HB) [105]

Ces études révelent que 3 NHR sont pliés au centre en triple-volet en spirale
enroulée en hélices a et les 3 CHR sont assemblés en forme antiparalléle, comme
'hélice a dans 3 chaines en super hélice (coiled-coil) (Figures 8, 9, 10A) [89].

Le trimere NHR en hélice de la structure 6HB a été utilisé pour modéliser I'état active
de la gp41 a la suite de sa liaison au récepteur. Ce trimére a aussi été utilisé pour
reproduire plusieurs NHR en spirale enroulée qui peut potentiellement inhiber la
fusion, comme les peptides T20 ou N36. Ce 6HB est thermiquement stable et peut
étre considéré comme la structure finale. A lorigine, la formation du 6HB a été
acceptée comme le processus qui relie les membranes virale et cellulaire ensemble
et permet 'agrégation de plusieurs complexes Env pour former des pores, menant a
Fentrée de la nucléocapside dans la cellule [105].

(¢} Transitional form [d? Membrane fuslon slx-helix bundle
(a) Receptor engagement {b} Prehairpin intermediate e
Targel cell membrane
A1 F‘Ht 8 S AR \%
Q;}\F'RU'J W & i @/
. (A Membrane fusion two-helix
~ complexes
) (e} Transitional form TR P
W Ry S, S

Figure 11 : Représentation schématique possible des aspects topologiques liés au
mécanisme de fusion médiée par un seul spicule. a, b) la gp120 interagit avec CD4
puis avec le corécepteur CR. La liaison du peptide de fusion permet un changement
conformationnel et les régions HR forment des aspects en épingles a cheveux. c, d)
le modele ou les changements conformationnels se déroulent facilement, mais
exigent des cassures membranaires pour former le 6HB. e, f) le second modéle ou
les membranes restent intactes durant le repliement de la gp41. CHR et NHR se lient
et forment des pores de fusion. NHR, or; CHR, rouge [50]

26



3. Le MPER

Le segment MPER ou Membrane Proximal Ectodomain/external Region est bordé
par la région HR2 et le segment TM de la gp41 (Figures 7, 11). Cette région est riche
en résidus tryptophane et interagit avec le cholestérol au niveau des bicouches
lipidiques de la membrane cellulaire, jouant ainsi un réle important dans le processus
de fusion et l'infectivité du VIH-1 [84]. MPER semble étre impliqué dans les étapes
précoces de la fusion et la formation de syncytium [85].

Les mutations de MPER induisent une diminution de la capacité du virus a induire la
formation de syncytium dans les cellules infectées ce qui est di a lincapacité a
former des complexes de fusion [107-108]. MPER est trés conservé et représente
une cible majeure pour les thérapeutiques. La séquence du MPER
(*ELDKWASLWNWFNITNWLWYIK®®) est la méme dans la majorité des souches
VIH-1 et inclut les épitopes d’anticorps monoclonaux neutralisants a large spectre
(ELDKWA) pour 2F5 et WF (N/D) IT pour 4E10, Z13 et 10E8 décrit dernierement
(Figure 13) [109-111]. MPER a aussi été décrit comme hélice a ou comme un 3-turn.
Des études récentes ont révélé que MPER adopte une forme hélicoidale qui est pliée
et est un peu en forme de L et le segment qui contient I'épitope de 4E10 est
incorporé dans la bicouche lipidique de la membrane [112, 113]. La structure de
MPER dans un contexte lipidique est mieux connue, mais la question de sa structure
native sur la surface cellulaire dans la gp41 reste ouverte.

4. Le domaine transmembranaire

Le domaine transmembranaire (TM) ou Membrane Spanning Domain (MSD) formé
de 25 acides aminés (681 aa-705) est entouré sur sa partie N-terminale par le MPER
et par le domaine intracytoplasmique au niveau de son extrémité C-terminale
(Figures 5, 9). Cette région est intégrée dans la bicouche lipidique du virus et ancre
la gp41 dans la membrane. Cette région est hautement conservée et est composée
essentiellement d’acides aminés neutres et hydrophobes (Figure 11). Deux modéles
ont été proposés pour expliquer la conformation de MSD : la conformation stable
inclinée en hélice a et une conformation pliée et incurvée et le MSD semble passer
de 'une alautre durant les changements conformationnels de la gp41 [114].

Le MSD contient 2 caractéristiques communes aux MSD de lentivirus : un résidu
basique chargé Arg®® inséré dans la membrane de la bicouche lipidique [115] et un
motif %88GXXXG®* hautement conservé. La perte de ce motif naffecte pas la
formation de la glycoprotéine du trimére Env pendant le transport du réticulum
endoplasmique vers l'appareil de Golgi. Cependant, il altére la fusion membranaire et
linfection virale comme la perte de Lys®®', Arg % ou Arg’® [115]. Le MSD ou TM
joue un réle important dans la fusion virale (Figure 11) [116,117]. Des études de
tronquage de 'Env du VIH-1 révélent que seulement 17 acides aminés (Lys®®'-Ala®%")
sont nécessaires pour un ancrage stable de la gp41 dans la membrane et la
médiation de la fusion d’une cellule a l'autre [118]. Des petites délétions (3 résidus
d’acides aminés) dans la région entre Arg®®* et Arg’®® montrent la fusion normale
d’'une cellule a l'autre, tandis que des délétions larges sont plus déléteres, suggérant
que la longueur de cette région est plus importante que sa séquence en acides
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aminés [119-120]. La substitution de tous les résidus leucine ou 2 autres résidus
hautement conservés, Phe®®? avec Val®® | dans le noyau en Ihélice de MSD est
critique pour la capacité de fusion et l'infectivité des complexes Env [115].

100
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Consensgus: lwyiKIFIMIVGGLIGLRIVFAVLSIVNRVRqgyspl
681 694 705

Figure 12: Séquence d’aa du « Membrane Spanning Domain»: la séquence
consensus du MSD du VIH-1 est générée par 'alignement des séquences des MSD
des Env de tous les groupes M et N des isolats de VIH-1 issues de la base de
données de Los Alamos. Le graphique montre le pourcentage de résidus conserves
parmi les isolats [115].

5. Le segment C-Terminal ou queue intra-cytoplasmique (CT/ICS)

Les lentivirus, incluant le VIH-1, ont des TM de glycoprotéine d’enveloppe (Env) avec
des segments cytoplasmiques (CT) qui sont particulierement longs comparés a
d’autres rétrovirus. Le CT de la gp41 est remarquablement long et suit la MSD. Le
CT est une région hydrophobe de 150 acides aminés insérés dans la membrane
plasmique (Figure 11A, 13) [121]. Le CT contient 3 régions appelées « Iytic lentiviral
peptids » et forme des hélices amphipathiques. Les régions LLP1 et LLP2 ont des
propriétés hautement hydrophobes. Il a été admis que le CT est entierement contenu
a l'intérieur de la cellule ou du virion [122-123]. I a été montré qu’il y a des anticorps
dirigés contre un épitope du CT et certains d’eux présentent des propriétés
neutralisantes du VIH [124-131]. Par conséquent, les anticorps ne traversant pas la
membrane, les virus infectieux sont par définition intacts, ceci suggére que la partie
reconnue du segment est exposée a la surface du virion permettant aux anticorps de
se lier et de neutraliser, contrastant ainsi avec la localisation intracytoplasmique
traditionnelle de la totalité de la séquence C-terminale de la gp41 [132]. Plusieurs
études ont tenté d’expliquer cette divergence entre I'ancien modéle d’'une queue
exclusivement intracytoplasmique et un modéle alternatif avec des segments
externes du CT, comme le peptide Kennedy (aa 731-752) [133] contenant trois
motifs, le motif conservé qui est le *'EEEGGE’*® et les deux autres "“’QDRDRS">?
et’'PRGPDRPGRI®. Lors des étapes précoces de I'entrée du virus, le CT est
impliqué dans la régulation de la cinétique de fusion et dans la capacité de
l'enveloppe a promouvoir des syncytia [134-136]. Les études de mutations ont révélé
que les CT interagissent avec les domaines de la matrice comme la protéine p55
Gag durant le bourgeonnement et cette interaction est nécessaire pour
lincorporation dans I'enveloppe [137-138].
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Figure 13: Modélisation des épitopes des anticorps neutralisants spécifiques des
triméres du VIH-1. Ce modéle est adapté de récents travaux réalisés en tomographie
de microscopie cryo-électronique de la structure des triméres du VIH-1[139-141]. La
structure cristalline de la gp120 liée au B12 monomérique a été adaptée par carte de
densité. Les boucles V1/V2 et V3 qui ne sont pas décrites entierement sont
présentées sous forme d’ovales jaune et magenta, respectivement. Les structures en
rouge localisées au-dessus du trimere représentent une molécule d’lgG1 humaine.
Les localisations approximatives des épitopes ciblés par les anticorps neutralisants
sont indiquées par des fleches. Les chaines de carbohydrates sont indiquées en bleu
et les clusters d'oligomannose ciblés par I'anticorps monoclonal 2G12 sont indiqués
en orange [142].
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Immunologie du VIH

La compréhension de la pathogénése virale et de son comportement lors de la
réponse de I'héte a l'infection par le VIH-1 est le point-clé pour le développement de
nouvelles stratégies thérapeutiques visant le traitement et léradication de la
pandémie liée au virus du SIDA.

1- La pathogénése du VIH-1

Le VIH-1 a pu se disséminer dans lespéce humaine grace a plusieurs
caractéristiques liées a sa pathogénése. Au cours de la primo-infection, peu de
personnes connaissent leur statut virologique car aucun symptdme spécifique
n'apparait et les personnes infectées peuvent ainsi transmettre le virus pendant
plusieurs années sans le savoir. Durant cette période, I'équilibre entre I'expansion
virale et le systtme immunitaire est en constante évolution. En effet lors de la primo-
infection, le virus va prendre pour cibles les lymphocytes T CD4", les CDs et les
macrophages situés dans les muqueuses ou les tissus lymphoides et ces derniers
deviennent les principaux sites d'une production accrue de nouvelles particules
virales ainsi que de stockage entrainant la destruction des lymphocytes [143-144].
Comme observé dans d’autres infections virales, lors de la primo-infection, le nombre
de cellules T CD8" s’éleve [168]. Une production accrue de chimiokines et de
cytokines proinflammatoires va permettre d’attirer un grand nombre de cellules
immunitaires qui seront la cible des nouvelles particules virales produites, expliquant
linfection d’'un grand nombre de cellules durant la primo-infection [145-146]. Suite a
ce désequilibre immunitaire, la sécrétion de cytokines antivirales comme les
interférons de type | par les cellules T CD4'Th1 va induire une réduction de la
viremie [147]. L’équilibre entre la production et la destruction de particules virales et
de cellules infectées est alors déterminant. La progression de linfection coincide
avec le déclin de l'activité des CTL. En effet, les CTL sont incapables d’éliminer les
virus libres. La réponse humorale va apparaitre plusieurs mois apres l'infection et va
jouer un réle limité dans la primo-infection [143]. Des anticorps sont alors produits.
Parmi ces anticorps, certains sont neutralisants et vont permettre un contréle des
difféerentes souches virales. Cependant durant cette période de latence, des
réservoirs se constituent au sein du cerveau, de [intestin, des cellules
hématopoiétiques ainsi que des cellules T CD4" qui rentreront en quiescence [148].
Ces réservoirs sont inaccessibles a l'effet de la thérapie antirétrovirale. Cependant le
systtme immunitaire continuera sa détérioration ce qui entraine inexorablement
lavenement d’infections microbiennes opportunistes et une chute drastique du
nombre de lymphocytes T CD4" entrainant les personnes infectées vers le stade
SIDA.

2- Transmission du VIH
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La transmission du VIH a lieu selon différents modes, le contact de particules virales
avec une muqueuse intacte ou lésée ou l'introduction des particules dans le sang. La
transmission peut aussi avoir lieu durant la grossesse, l'accouchement ou
lallaitement. La transmission sexuelle correspond a 90% des cas de contamination
guelles soient dans le cadre d'une relation homo ou hétérosexuelle [149-151].
Néanmoins, la transmission par I'exposition des muqueuses aux sécrétions génitales
d’origine masculine ou féminine est la cause prédominante d’infection. En effet, les
muqgueuses sont présentes au niveau de toutes les cavités anatomiques (bouche,
organes génitaux et intestin) et servent de point d’entrée pour les particules virales
sous forme libre ou au sein de cellules infectées (monocytes-macrophages et
lymphocytes T CD4") du sperme par exemple [152]. Chaque muqueuse présente
une architecture et des propriétés qui influent sur la possibilité de transmission de
linfection. En effet, lintégrité de la structure ainsi que I'épaisseur des couches
épithéliales d’une muqueuse vont déterminer l'efficacité de pénétration des particules
a travers cette barriére. La distribution des cellules cibles au sein de chaque
epithélium va déterminer le passage et la transmission du virus aux tissus sous-
jacents et aux populations de cellules immunitaires présentes. D’autres parameétres
vont se rajouter pour favoriser cette transmission tels que les coinfections, le statut
hormonal, les facteurs présents au niveau des sécrétions infectées et I'état de la
muqueuse réceptrice [153]. Les muqueuses génitales ne présentent pas de couche
kératinisée qui pourrait la rendre infranchissable par un virus. Elles présentent
souvent un épithélium pluristratifié pouvant constituer un site de pénétration du VIH
puisquil abrite des cellules cibles potentielles comme les cellules de Langerhans
(CL) [154]. La seconde structure rencontrée est un épithélium monostratifié plus
fragile lors de rapports sexuels donc plus sensible au passage des particules virales.
Ce passage peut avoir lieu grace a des mécanismes cellulaires comme la
transcytose ou le transport vésiculaire [1; 155]. Les cellules épithéliales de cette
région n'expriment ni CD4, ni molécule du CMH de classe |I, ni récepteur RFc. En
revanche, elles expriment GalCer et peuvent également exprimer CXCR4 ou CCRS.
Les DC intra-épithéliales sont préférentiellement localisées au niveau basal ou
parabasal et dans la lamina propria. Des lymphocytes intra-épithéliaux T CD4" sont
également présents. La contribution relative des différentes structures épithéliales
lors de la transmission du VIH-1 est encore mal définie, cependant la pénétration et
linfection par le virus ont été démontrées [156].

En résumé, les muqueuses génitales féminines abritent de nombreuses cellules
cibles pour le VIH-1: (1) des lymphocytes et des monocytes CD4" intra-épithéliaux ou
sous-muqueux présents dans les muqueuses vaginale et cervicale; (2) une densité
tres élevée de LC exprimant CD4 ainsi que des facteurs d’attachement pour la
gp120. Cependant, la molécule GalCer ainsi que les récepteurs RFcy de types Il et
Il sont détectables sur la majorité des cellules épithéliales des muqueuses dans la
zone de transition de 'endocervix.

Les épithéliums stratifiées des muqueuses orale, génitale et anale constituent des
interfaces entre les milieux externe et interne. Lorsque la muqueuse est intacte, le
virus a la capacité de traverser la barriere épithéliale et d’infecter les cellules
immunitaires présentes dans les couches internes de [I'épithélium. Les virus RS
traversent la barriere épithéliale par transcytose. La sous-muqueuse localisée du
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coté basolatéral, contient des cellules du systéme immunitaire sujettes a I'infection,
notamment les cellules de Langerhans, les lymphocytes T CD4" « mémoire »
effecteurs et les macrophages [408-409]. Toutes ces cellules infectées empruntent le
systéme lymphatique et migrent vers les organes lymphoides secondaires. La Figure
14 illustre la transmission du VIH-1 par voie sexuelle chez la femme. Lorsqu’il y a des
micro-ulcérations, le virus atteint plus facilement les cellules du systéme immunitaire
et n'a pas a traverser la barriere de cellules épithéliales. Les conditions responsables
de micro-ulcérations dans la muqueuse vaginale, certaines périodes du cycle
menstruel, la prise d’hormones (comme la progestérone), et linflammation (en
présence d’infections sexuelles) sont des facteurs favorisants.
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Figure 14 : Les différentes hypothéses de franchissement des épithéliums génitaux
par le VIH-1 [156]; A) Passage par transcytose B) Prise en charge par les DC/LC C)
Passage par bréche D) Transmission via des cellules épithéliales, avec ou sans
infection E) Transmigration des leucocytes séminaux F) Infection des leucocytes
intraépithéliaux [155]

3- L'immunité anti-VIH
3.1 L’immunité innée

L’immunité innée est le premier moyen de défense de I'organisme contre l'infection.
Cette réponse est immédiate et non spécifique. Cependant, son rble est primordial
car elle permet de limiter l'infection primaire au sein des muqueuses pour donner lieu
a une réponse adéquate plus spécifique en orchestrant I'immunité acquise ou
adaptative. En effet, les acteurs de cette réponse sont cellulaires par les phagocytes
(macrophages, cellules de Langerhans ou les neutrophiles) et les Natural Killer (NK
et NKT). L’action de ces cellules se traduit par la production de molécules qui
modulent la réplication du VIH comme les cytokines, les interférons de type | et Il et
les chémokines ou la destruction des virions et des cellules infectées.
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Lors d’une infection par le VIH, 'lhoméostasie du systteme immunitaire est altérée
puisque linfection des macrophages réduit leur fonction phagocytaire. La diminution
de cette fonction vis-a-vis des agents pathogénes favorise 'émergence de maladies
opportunistes notamment la pneumocystose dans les formes évoluées [157-159].
Cette altération va induire une augmentation des médiateurs pro-inflammatoires et
l'activation des lymphocytes T CD4" [160-161]. Durant l'infection par le VIH, d’autres
populations cellulaires vont étre atteintes comme les cellules dendritiques. En effet
les cellules dendritiques plasmacytoides sont responsables de la production de
linterféron antiviral de type | et induisent une réponse de type Th1. Les cellules
dendritiques myéloides secrétent I'lL2 qui joue un réle clé dans la réponse Th1 et
cytotoxique. Chez les patients VIH*, le nombre de cellules dendritiques va diminuer
dés le début de linfection et la sécrétion de 'lL2 [162-163] et 'un des objectifs des
thérapies mises en place lors d’une infection par le VIH est la restauration de
Fimmunité antivirale. Le déréglement des cellules dendritiques va aussi avoir une
incidence sur les cellules NK et NKT. En effet, les NK interagissent avec les cellules
dendritiques infectées et peuvent les détruire par induction de l'apoptose. Or, chez
les patients qui présentent une charge virale élevée, la capacité des NK a tuer les
cellules dendritiques infectées par le VIH est faible. Cette diminution de la cytotoxicité
des NK est liée au Tat du VIH qui va inhiber leur action [164].

D’autres facteurs sont associés a limmunité antivirale non spécifique comme les
protéines TRIM 5a et APOBEC 3G (Apolipoprotein B Mrna-Editing Enzyme-Catalytic
Polypeptide-Like-3G) [165-166]. La protéine TRIM 5a, est une protéine du
cytosquelette qui confére une résistance a l'infection par le VIH dans des espéces de
singes comme Macaca mulatta et Cercopithecus aethiops. TRIM 5a agit en fixant les
protéines de capside du VIH et induit leur ubiquitination afin qu’elles soient détruites.
Trim 5a est produite chez 'lhomme mais semble ne pas inhiber la multiplication des
virus au sein des cellules infecttes [167]. L’APOBEC 3G modifie I'ADN
complémentaire viral en désaminant ses cytidines ce qui va entrainer sa dégradation
ou sa mutation, désactivant les genes viraux. Le Vif viral interagit avec lAPOBEC 3G
en se fixant et en induisant son ubiquitination et donc sa dégradation. Vif agit aussi
en se liant au site nécessaire a l'activité désaminase. Plusieurs études ont démontré
gue les souches virales déficientes en Vif sont affectées par TAPOBEC 3G, alors que
celles qui I'expriment sont résistantes [168].

3.2 . L'immunité innée des muqueuses

Le systtme immunitaire des muqueuses représente la premiére barriere contre
lintrusion des agents pathogénes. Ce systéeme protége la surface des muqueuses
d’abord par des mécanismes physico-chimiques comme le pH des sucs gastriques
ou de la muqueuse vaginale [169] ou les enzymes des sécrétions comme les larmes
ou le glycocalix, constitués de mucus, d’enzymes (telles que le lysozyme, la
lactoferrine, et la lactoperoxydase) ainsi que de défensines. Ces facteurs vont
permettre de capturer les agents pathogénes (ex du mucus) et d’inhiber
significativement leur développement a la surface des muqueuses.

Cependant, cette premiére ligne de défense est souvent contournée et les agents
pathogénes se retrouvent au contact des tissus lymphoides associés aux
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muqueuses (MALT) entrainant ainsi la mise en route de réponses immunitaires
spécifiques, aboutissant a la neutralisation des agents infectieux et a la tolérance des
micro-organismes non pathogénes. Le MALT a trois fonctions majeures: (1) la
protection des muqueuses contre le développement et la colonisation par des micro-
organismes pathogénes (2) la prévention de [linternalisation des bactéries
commensales ou des antigénes sous forme de protéines non dégradées dérivées de
la nourriture et de l'environnement, et (3) linduction de la tolérance vis-a-vis de
substances inoffensives comme les bactéries commensales de la flore intestinale ou
vaginale. Ces fonctions sont plus ou moins importantes selon la localisation
anatomique du MALT. En effet, le MALT présente des caractéristiques différentes
selon les tissus ou il se trouve: les bronches (BALT : Bronchus-Associated
Lymphoid Tissue), lintestin (GALT : Gut-Associated Lymphoid Tissue) et la
muqueuse nasale (NALT: Nasal-Associated Lymphoid Tissue). Le MALT est le
principal site inducteur des réponses immunitaires dans lorganisme. La lamina
propria joue un rble important d’expansion et de différenciation des cellules B. Le
MALT est le plus grand tissu lymphoide de I'organisme et héberge environ 80% des
cellules immunitaires chez 'Homme [170-171]. Le GALT est le composant majeur du
MALT puisqu’il contient plus de 40 % des lymphocytes de I'organisme, ce qui en fait
une des cibles majeures du VIH-1.

Le systéme immunitaire muqueux peut étre divisé en deux catégories de sites, les
sites inducteurs et les sites effecteurs. Les antigénes sont fixés a la surface des
muqueuses. Les cellules dendritiques présentatrices d’antigénes, vont prendre en
charge les immunogéenes ainsi que les cellules M pour activer les lymphocytes T et B
naifs présents. Selon le site muqueux, les épithéliums ont une organisation cellulaire
différente et une stratégie de capture de lantigéne particuliere. Au niveau des
muqueuses orale et urétrale, I'épithélium est pluristratifié alors que la muqueuse
intestinale est une monocouche. L’épithélium a la surface des voies respiratoires et
au niveau vaginal varie entre une organisation pseudo-stratifie¢e et monocellulaire.
Ces épithéliums ne sont pas des obstacles infranchissables, mais sont plutét des
assemblages de cellules qui contrlent les échanges entre la lumiére et la lamina
propria. Dans I'épithélium stratifié et pseudo-stratifié, 'antigéne est pris en charge par
les cellules dendritiques qui jouent le rdle de sentinelles mobiles au sein de
I'épithélium, elles vont fixer des antigénes dans le lumen puis migrent vers les tissus
lymphoides locaux ou éloignés. Au niveau des épithéliums intestinaux et des voies
respiratoires dont les espaces intercellulaires possédent des jonctions serrées, des
cellules épithéliales spécialisées comme les cellules M fixent les pathogénes et les
transferent par différents types de transport transépithélial (transcytose, endocytose)
de la lumiére vers les tissus lymphoides organisés [172]. Les cellules épithéliales
n'expriment pas de CD4 mais plutét le CXCR4 ou le CCR5 ainsi que des molécules
capables de capturer le VIH-1 comme les galactosylcéramides [69] et les héparane-
sulfates. La capture et l'internalisation des particules virales ou des cellules infectées
va permettre au systeme immunitaire adaptatif de se mettre en place et I'entrée en
action des Ilymphocytes T (LT) pour obtenir une réponse cellulaire ou les
lymphocytes B (LB) et les plasmocytes pour obtenir une réponse humorale. Les
populations lymphocytaires pouvant étre classées en 2 groupes, un présent dans
épithélium (lymphocytes intraépithéliaux, essentiellement LT CD8+ et LTyd) et un
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au sein de la lamina propria (LT CD4" helper, LT CD8", NK et LB). Les défenses
contre linfection par le VIH-1 au niveau des muqueuses sont de types cellulaire et
humorale [173]. L'immunité innée n’est pas toujours suffisante pour supprimer
totalement un agent infectieux, mais elle est indispensable pour une premiére
défense en attendant que I'immunité adaptative se mette en place (de 4 a 5 jours).

3.3 . Limmunité adaptative ou acquise des muqueuses

La réponse immunitaire adaptative est induite dés les premiers jours de l'infection et
la mise en place de I'immunité innée. Elle agit en synergie avec la réponse immune
innée pour répondre de maniére adéquate et en réaction aux informations issues de
cette derniére. Dans cette I'immunité acquise, les lymphocytes T CD4" vont étre les
acteurs majeurs de l'orientation des réponses. Leur destruction lors de l'infection par
le VIH donne lieu a une dérégulation compléte de tout le systéme immunitaire.
L’immunité acquise va se traduire par l'activation, au niveau des sites effecteurs du
MALT, des lymphocytes T CD4" de type Th1 ou Th2 suite a la reconnaissance des
antigénes qui sont présentés par les CPA. Cette réponse est de type cellulaire via les
cellules T CD8" et la voie des Th1 ou humoral via la production d’anticorps produits
par les lymphocytes B activés par les lymphocytes T CD4"de type Th2. Les
anticorps vont agir selon 3 fagons suite a leur liaison au virus, 1) ils induisent sa lyse
par le complément, 2) ils amorcent sa capture et sa dégradation par les phagocytes
et 3) ils inactivent le virus en bloquant son attachement sur les cellules cibles. Au
niveau des muqueuses, les IgA représentent la majorité des anticorps sécrétés
tandis qu’'au niveau systémique, les IgG représentent isotype principal [173]. Les
plasmocytes sécrétant les IgA se trouvent principalement dans la lamina propria. A
ce niveau, les IgA peuvent étre transportées a travers I'épithélium vers la surface
extérieure et sont sécrétées sous forme dimérique, une fois associées a la chaine J.
Cette forme de polymere d'IgA peut étre fixée a la surface basolatérale grace au
récepteur poly-lg (plgR) et sécrétée par endocytose vers la lumiére, ou elle peut se
lier a 'antigéne pour former des complexes immuns. Une fois libérée, I'lgA sécrétoire
reste liée a une partie du plgR par sa région Fc Iui conférant une protection vis a vis
des dégradations par des protéases présentes au niveau des muqueuses [174]. Les
récepteurs Fc néonataux (FcRn) jouent aussi un réle dans limmunité des
muqgueuses lors de la transmission passive d'lIgG de la mére au feetus via le
placenta. Chez les adultes, des antigénes fusionnés avec un fragment Fc d'lgG
peuvent étre délivrés au niveau des muqueuses [174]. Au niveau systémique, ce
sont les anticorps de type IgG qui sont majoritairement produits. Tout au long de
linfection, ces anticorps vont reconnaitre plusieurs épitopes issus des protéines Gag,
Nef, Rev et Env du VIH. Cependant le virus va continuer a muter et va développer
des stratégies d'échappement suite a la pression immunitaire, laissant apparaitre
des souches résistantes, notamment grace a la glycosylation de I'enveloppe.

En paralléle de la réponse humorale, une réponse cellulaire va se mettre en place
grace aux cellules T CD8" qui vont détruire les cellules infectées. Les lymphocytes T
CD8" forment une population hétérogéne de cellules naives, de cellules dites
mémoire et de cellules effectrices (CTL). Les CTL sont des T CD8" activées par les T
CD4" de type Th1. Les CTL identifient les cellules infectées pour les détruire. Cette
reconnaissance entraine la mort de la cellule cible par lintermédiaire d'une

36




interaction directe entre la molécule Fas (CD95) et le Fas ligand, et par la
dégranulation des CTL libérant la perforine et les granzymes au contact de la cible.
Les LT CD8" vont sécréter de linterféeron gamma (INFy), une cytokine inhibant
localement la réplication virale et des facteurs solubles réduisant la capacité des
virus a pénétrer dans les cellules (chimiokines Rantes, MIP-1a et MIP-13) [175].

4- La réponse humorale dirigée contre la glycoprotéine d’enveloppe du VIH

Les patients VIH" développent de fortes réponses anticorps dirigées contre la
glycoprotéine de I'enveloppe virale. Toutefois, ces anticorps sont généralement
spécifiques de la souche mais non neutralisants ce qui ne permet pas d’obtenir une
réponse immunitaire protectrice ou préventive [176-177]. La plupart des anticorps
monoclonaux (AcM) produits sont dirigés contre la glycoprotéine d’enveloppe et
semblent provenir de l'idiotype dominant 1F7 (IgM) [178]. Il semble que les anticorps
neutralisants nécessitent un niveau élevé d’hypermutation somatique et de
polyréactivité. Toutefois, on ignore si cet idiotype est nécessaire pour avoir des
propriétés neutralisantes a trés large spectre. On ignore également si les anticorps
neutralisants a trés large spectre n'appartenant pas a lidiotype 1F7 peuvent étre
induits par la vaccination [179]. La variabilité génétique due a la transcriptase inverse
(sujette a des erreurs) ainsi que la pression immunitaire de I'héte donnent lieu a
lévolution du VIH-1 en plusieurs sous-types ou clades avec des formes
recombinantes. Un des obstacles fondamentaux au développement de vaccins
contre le VIH-1 repose sur la capacité du virus a traverser les surfaces muqueuses
pour cibler les cellules T CD4" préférentiellement, et d'établir rapidement un réservoir
de cellules infectées quiescentes. Les propriétés des virus transmis au niveau
muqueux indiquent que dans 70 a 80 % des cas, un seul virus ou une cellule infectée
par le virus entrainent une infection clinique efficace [180]. Ces virus sont
généralement de tropisme R5 et masquent les triméres fonctionnels des
glycoprotéines d’enveloppe nécessaires pour le déclenchement d’une réponse
anticorps efficace et subissent des mutations rapides qui induisent des infections
[181-182]. Ces propriétés virales réduisent l'efficacité des réponses immunitaires
innée et adaptative qui peuvent protéger efficacement contre I'entrée du VIH et une
infection productive. En raison de cette diversité (jusqu'a 35% pour la gp120), il
s’avere impossible de concevoir un candidat vaccin unique qui puisse induire une
immunité suffisamment efficace pour reconnaitre les déterminants antigéniques clés
des souches virales circulant a travers le monde. Bien que les mécanismes de
Fimmunité innée contribuent a contréler l'infection par le VIH, il parait peu probable
gue ces réponses vaccinales renforceront la protection contre le VIH. [183-184]

4.1. L'immunogénicité de la gp120

Durant Tlinfection par le VIH, les anticorps spécifiques de la gp120 sont
habituellement dirigés contre les sites conservés de l'enveloppe. Ces sites sont
cruciaux pour la reconnaissance des cellules cibles ou la fusion virale [185]. Les
études de la structure en 3D de l'enveloppe ont montré que ces régions sont trés
flexibles durant l'interaction avec d’autres molécules de surface ce qui explique
pourquoi les anticorps spécifiques de certaines régions variables ont une activité
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neutralisante. Cependant, I'induction d’anticorps neutralisants aprés immunisation n'a
jusqu’a présent pas abouti [185-191]. En effet, les anticorps spécifiques de la gp120
reconnaissent généralement des épitopes localisés sur les boucles variables [192-
193] ou les épitopes conservés dominants de l'enveloppe [194-195]. Ceci permet
d’avoir une base pour la compréhension de la réactivité de plusieurs AcM ciblant les
boucles variables V1/V2 et V3 de la gp120 et les épitopes quaternaires (QNEs)
formés par V2 et V3 (cf. Figure 15). La boucle V3 et le « bridging-sheet » abritent le
site de liaison du co-récepteur viral (CCRS5 ou CXCR4) [196-199]. La face extérieure
de la gp120 riche en glycanes est également la cible de lanticorps monoclonal
neutralisant a large spectre AcMNL 2G12 [200-203] (cf. Figure 15 et Tableau1). En
effet, le 2G12 ainsi que le b12 sont les premiers AcCMNL actifs dirigés contre la gp120
a avoir été décrits (cf. Tableaul1). Le 2G12 présente un dimére de domaine VH
inhabituellement verrouillé générant un site de liaison monovalent étendu. Cette zone
de liaison reconnatit les groupements d’acides aminés clustérisés liés aux mannoses
al — 2 présents sur la partie distale des oligomannoses localisés dans le domaine
externe de la gp120. Le 2G12 fait intervenir un mécanisme réversible unique de la
neutralisation et inhibe l'interaction entre la boucle V3 et la tyrosine sulfate présente
dans I'extrémité NH2-terminale du CCR5. Cette liaison perturbe 'entrée du virus et la
formation de complexes de fusion [204]. La capacité des 2G12 monomériques ou
dimériques a médier TADCC ou a activer le systeme du complément a été clairement
démontré in vitro [205-206]. Le b12 est dérivé d’'une banque de phages ou les
chaines légéres et lourdes ont été aléatoirement assemblées. Le b12 reconnait un
épitope qui chevauche le site de liaison de la gp120 au récepteur CD4 et neutralise
efficacement plusieurs souches du VIH-1. Le b12 peut aussi protéger les macaques
aprés administration vaginale de SVIH [207-208].

De nombreux anticorps ayant la capacité de lier le site CD4-induit ont été décrits et,
parmi eux, les AcN 17b, X5, m18, et m14. La totalité de ces anticorps présente une
longue région H3s qui joue un réle majeur dans leurs mécanismes de liaison. Les
régions H3s de X5, m6 et m9 semblent étre tres flexibles et trés puissantes pour
neutraliser le VIH [64, 209-211]. Les récents travaux de Corti et al ont décrit de
nouveaux anticorps puissants et des AcNL HGN194 et HJ16, dirigés contre la gp120
[212] (cf Tableau1). HJ16 a été obtenu a partir de donneurs infectés par un virus de
clade C. Cet anticorps se lie au CD4bs, empéchant ainsi linteraction du VIH-1 avec
le CD4. HJ16 reconnatit un épitope discontinu sur une surface proche du CD4bs de la
gp120. Cet épitope est complétement distinct et ne chevauche pas celui reconnu par
lanticorps b12. HJ16 a une forte activité neutralisante comparable a celle du b12.
HJ16 et b12 présentent une complémentarité de leurs propriétés neutralisantes vis-a-
vis d’un groupe de virus avec une efficacité limitée sur les isolats de Tier 2 [212-213].
HGN194 a été isolé des cellules B mémoire d’un individu Long Term-Progressor
infecté par une forme circulante recombinante (CRF) de VIH-1 de clade AG. Cet
anticorps reconnait un épitope conformationnel dans la boucle V3 et neutralise les
Tier-1 (virus avec une faible sensibilité a la neutralisation médiée par les anticorps)
en fonction des clades (neutralisation de seulement 11% des virus Tier-2 testés)
[214]. In vivo, 'administration des IgG1 HGN194 chez des singes rhésus diminue de
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maniére significative le titre des virus aprés une immunisation par VIH et semble
affecter beaucoup les réservoirs viraux [214] (cf Tableau1).

L’utilisation de nouvelles stratégies en plusieurs étapes a permis la découverte de
nombreux AcN contre la gp120 [215]. Cette nouvelle approche de screening des AcN
issus d’un patient infecté par un VIH-1 de clade A, combine la fixation des anticorps a
une gp120 et a une gp41 recombinantes lors d'un test de micro-neutralisation a haut
rendement qui améliore la qualité des AcN sélectionnés. Les cellules B provenant
des donneurs infectés obtenues lors de cette sélection ont été isolées [215]. Les
pools de clones de la région VH ou VL ont été sous-clonés avec un domaine
constant d’lgG1. Les premiers AcMNL décrits sont le PG9 et le PG16 (cf. Figure 15).
Is sont somatiquement liés et semblent provenir des mémes recombinaisons de
chaines légéres et lourdes. Ces anticorps ont été identifiés a partir d’'un large
screening de 1800 sérums de patients VIH". PG9 et PG16 ciblent des épitopes
discontinus, impliquant les régions conservées des boucles V1, V2 et V3 et
recouvrant le CD4bs, présents sur les spicules viraux rassemblés. lls sont sensibles
a la perte du glycane N332 et a la substitution de N160/K168 dans la boucle V2 ou a
une isoleucine en position 215 dans la région C2 [216], mais se distinguent
clairement du 2G2 [14, 215]. Malgré la diversité reconnue de la gp120 de 'enveloppe
du VIH-1 et la grande variabilitt des régions V2 et V3 [215], les tests de
neutralisation indiquent que ['épitope reconnu est conservé dans 70 a 80% des
isolats viraux circulants. Récemment, Mc Lellan et al [217] a déterminé la structure
atomique du PG9 en le complexant avec V1/V2, ce qui a permis l'identification des
motifs conservés qui permettent la reconnaissance de la gp120 [217]. PG9
compense la variabilit¢ de la séquence de V1/V2 en se liant au squelette de la
protéine plutét qu'aux acides aminés variables des chaines latérales. Associé a la
forte conservation du glycane N332 de la gp120, PG9 est capable de reconnaitre
80% des souches circulantes du VIH-1. L’interaction entre PG9 et V1/V2 se fait
principalement avec le N-glycane en position 160 dans la gp120. La chaine lourde
« Complementarity Determining Region » (CDR H3) se lie par le bouclier glycane a la
zone proximale N-acétyl-glucosamine de la gp120. En plus de la reconnaissance des
glycanes, un feuillet de la CDR H3 se fixe par liaison hydrogéne au feuillet C du
V1N2. Le feuillet C est le plus variable de V1/V2, et cette liaison indépendante de la
séquence signifie quelle permet probablement une augmentation de Ila
reconnaissance [217]. La charge nette dans le feuillet B C influence l'interaction avec
le PGY9 et le PG16. La longueur et le nombre de sites de glycosylation sur V2
conférent une résistance au PG9 et au PG16 en créant des encombrements ou en
masquant les résidus cruciaux pour la liaison des anticorps PG9 ou PG16 [218]. Le
CDRH3 du PG9 contient une structure en téte de marteau capable de s’insérer entre
les deux glycanes de la gp120 (cf. Figure 15), se mettant en contact avec les
glycanes qui les entourent et avec la surface protéique a sa base [219]. La
microscopie cryo-électronique de la liaison de PG9 avec le glycane 160
(Man5GIcNAc2) suggére que ce glycane serait d’une taille adéquate pour permettre
une liaison avec la chaine légére du PG9 sans étirement entre le sommet et la base
du CDRH3 de cet anticorps [217]. Par conséquent, PG9 est un exemple au niveau
du systtme immunitaire, utilisant la défense élaborée par les virus grace aux
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glycanes en s’y rattachant directement. Les changements des chaines légéres et
lourdes qui permettent la reconnaissance des glycanes se produisent durant la
maturation de l'affinité, expliquent 'augmentation de 'ampleur et de l'affinité de PG9
(et PG16). La sensibilité globale des virus a la neutralisation est la conséquence des
caractéristiques moléculaires de la boucle V2 et la neutralisation par PG9/16
s’équilibre par les glycanes, la charge positive nette et éventuellement la longueur de
la boucle V2. La neutralisation par le PG9 est fortement corrélée a celle par PG16,
indiquant que ces anticorps reconnaissent un épitope commun du VIH-1. Ceci
suggeére qu'une surface commune des paratopes du PG9 et PG16 pourrait étre
impliquée dans la reconnaissance du VIH-1. Des différences importantes dans les
séquences de PG9 et PG16 ont été trouvées [14, 220]. L'analyse des génes
variables des anticorps révéle deux paires de variantes somatiques, chacune
contient une longue CDRH3. La boucle CDRH3 est associée a la polyréactivité des
anticorps monoclonaux 2F5, 4E10 et b12, qui se lient également a différents
autoantigénes comme les phospholipides (cardiolipine, phosphatidylsérine) ou les
histones [221-222] (cf Tableau 1).

p-J
w

gp120: CD4 binding site
. Gp120: domaine externe
. Gp120: base de la boucle V3

. Gp120: épitope quaternaire V1/V2
V. MPER

Figure 15: Représentation de la structure atomique de la glycoprotéine d’enveloppe
gp160 sous sa forme trimérique et les zones d’interaction avec les anticorps
neutralisants. A,B) Représentation de linteraction du CDRH3 du PG9 avec les
glycanes de la gp120. A) Représentation de la gp160 ancrée dans la membrane
virale. Le bouclier de glycanes forme une protection immunitaire contre les anticorps
neutralisants dirigés contre les épitopes sous-jacents, I'épitope du PG9 étant le
squelette atomique des glycanes conservés N160. B) Représentation de l'interaction
du CDRH3 du PG9 avec les glycanes présents sur les boucles V1/N2. CD)
Représentation de la structure atomique par microscopie électronique des principales
zones de contact des anticorps monoclonaux sur la gp160 trimérique glycosylée. C)
Vue de codté des 5 zones épitopiques reconnues selon le cluster des AcCMNL. Les
glycanes sont représentés en cyan D) Vue de dessus de ces 5 zones. |: site de
liaison au CD4 de la gp120, Il : la face externe glycosylée de la gp120, Il : la base de
la boucle V3, IV : I'épitope quaternaire formé par les boucles V1/V2 de la gp120. V
est I'épitope neutralisant principal du MPER de la gp41 [219, 223].
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D’autres études récentes ont décrit un certain nombre d’anticorps avec un effet et
une ampleur de neutralisation différents. Une nouvelle famille d’anticorps
neutralisants a été isolée grace au screening des anticorps contenus dans le
surnageant des cellues B mémoire de 4 patients sur plus de 1800 donneurs VIH™,
Les patients retenus sont ceux dont les surnageants ont montré des profils de
neutralisation trés supérieurs. La purification des anticorps a été basée sur le score
de deux éléments, la capacité et 'ampleur des profils de neutralisation. Les génes
variables des anticorps ont été isolés des clones de cellules B présentant une activité
neutralisante a large spectre et exprimant des IgG complétes. Les anticorps purifiés
a partir de chaque patient appartiennent tous au méme cluster clonal d’anticorps.
Deux des 6 AcMNL (PGTs 125-128, 130-131) qui lient spécifiquement le glycane
Man8/9 de la gp120 décrits récemment sont fortement neutralisants sur plusieurs
clades [11, 224] (cf Tableau1). Un modeéle du complexe Fab PGT128 avec un
domaine externe de la gp120 complétement glycosylé révéle que les anticorps
pénétrent dans le bouclier glycane et reconnaissent deux glycanes conserves N332
et N301, ainsi que les segments courts du feuillet B de la boucle V3 de la gp120. Il a
également été observé que leur neutralisation peut étre due a la liaison a d’autres
triméres de la surface virale. Le PGT128 est l'anticorps ayant I'activité la plus large
de ces anticorps, il neutralise plus de 70% des virus circulants et est en moyenne
plus puissant que les AcCMNL récemment décrits PG9, PG16, VRC01 et VRCPG04 et
de deux logs plus puissant que les AcMNL prototypes décrits précédemment [189,
196, 215, 225]. Les anticorps PGT neutralisent les triméres a la surface cellulaire
avec plus d’effet que leur Fab et présentent également des propriétés intéressantes
en étant capables de réduire la demi-vie du virus, alors que le 2G2 n’a aucun effet
sur celle-ci. Par microscopie électronique, il a été démontré que PGT127 et 128 sont
capables de relier les spicules a la surface des particules virales, ce qui augmente
leur affinité par l'avidité, mais pas sur la surface des cellules [224]. Ces anticorps
ciblent les épitopes bien conservés et hautement exposés incluant deux glycanes
(N301/N332), ainsi que les composants du squelette de la boucle V3, ce qui fait de
cette région un immunogéne intéressant pour la conception du vaccin [11]. Dans la
méme famille d’anticorps neutralisants a large spectre, PGT 141-145 présente une
forte affinité pour les épitopes quaternaires similaires a ceux décrits pour PG9 et
PG16. Ces anticorps neutralisent 40-80% des isolats de VIH-1 et présentent les
mémes propriétés de CDRH3 que PG9 ou PG16 avec une boucle CDRH3 étendue
et une boucle B capable de pénétrer dans la barriere de N- glycanes et d’atteindre la
protéine sous-jacente.

L’impossibilité d’isoler des AcMNL dirigés contre les CD4bs a partir de cellules
B humaines est probablement due a l'utilisation d’'immunogénes qui réagissent avec
plusieurs anticorps dirigés contre VIH-1, en incluant les anticorps non neutralisants.
En combinant les observations récentes, obtenues par une construction assistée par
ordinateur de la structure de I'enveloppe, des formes recombinantes de I'enveloppe
du VIH-1 qui interagissent avec les anticorps neutralisants dirigés contre le site de
liaison du CD4 ont pu étre définies [178, 189, 226-227]. L’utilisation d’'un noyau
stabilisé (RSC) de la molécule gp120 du VIH-1, mimant le site initial de liaison au
récepteur CD4, a permis la purification d’AcM VRC spécifiques du CD4bs avec un
large spectre de neutralisation. Pour isoler ces AcM, un tri des cellules B mémoire
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spécifiques a été utilisé. Par PCR, les génes des chaines H et L des IgG ont été
amplifiés [228]. Les cellues B mémoire capables de se lier au RSC ont été
sélectionnées. Les génes des chaines L et H ont été clonés dans les vecteurs
d’expression des IgG1 qui reconstituent la région constante permettant I'expression
de I'lgG entiere. Trois anticorps (VRCO01, VRCO02 et VRCO03) ont été isolés grace a
cette stratégie. La comparaison de la séquence des nucléotides des chaines légéres
et lourdes révéle que le VRCO1 et VRCO02 sont des variantes somatiques du méme
clone IgG1. La région CDRH3 des deux anticorps est composée des mémes 14
acides aminés, tandis que la région CDR3 du VRCO03 comporte 16 acides aminés.
Les deux anticorps monoclonaux présentent de trées forts taux de mutation
somatique, avec 32% des génes variables des chaines lourdes (VH) et 17 a 19% des
genes variables des chaines légéres kappa (VK) qui divergent des séquences des
genes de leur lignée germinale présumée. VRCO03 a potentiellement dérivé d’un
clone IgG1 différent, mais sa chaine lourde a dérivé d’'un méme allele comme VRCO01
et VRCO02. VRCO3 présente aussi des mutations hypersomatiques avec une insertion
inhabituelle d’'un acide aminé dans la structure de sa chaine lourde, 3 a 30% de VH
et 20% des nucléotides de VK dérivent des séquences du géne de la lignée
germinale supposée. Globalement, les 3 anticorps partagent un motif commun au
niveau des chaines lourdes CDR1, CDR2 et CDR3. L’analyse par microscopie cryo-
électronique des caractéristiques de la liaison révele que VRCO01 et VRCO02 agissent
comme des agonistes partiels du CD4 dans leur liaison avec la gp120 et imitent
partiellement l'interaction du CD4 avec la gp120 [229]. Cette caractéristique peut
expliquer leur ampleur, puisque linteraction avec CD4 est cruciale dans linfection.
Dans ces études, il a été observé que parmi les isolats VIH-1 testés pour leur
sensibilité au VRCO01, 173/190 sont neutralisés et seulement 17/190 sont résistants.
Les résultats pour VRCO02 sont trés similaires. VRCO03 est moins efficace que VRCO01
et VRCO02, en neutralisant seulement 57% des virus [189]. Une analyse structurale
de ces isolats résistants montre des variations importantes dans la région V5 (cf.
Tableau 1). Toutefois, la faible fréquence de la résistance au VRCO1 suggére qu'il
utilise un mécanisme de reconnaissance qui permet une liaison malgré les variations
du V5. L’étude de l'interaction de VRCO01 avec V5 montre que la reconnaissance du
VRCO01 au niveau du domaine V5 de la gp120 est differente de celle observée avec
le CD4. La boucle V5 s’insére dans I'espace entre les chaines lourdes et légeres. Le
modele des interactions entre VRCO1 et le trimére fonctionnel de I'enveloppe a été
réecemment proposeé. Dans ce modele, VRCO1 fige le trimére dans une conformation
a faible énergie et désactive d’autres remaniements qui se produisent durant I'entrée
du virus [227]. Par conséquent, l'interaction avec les résidus les plus conserves a la
base de la boucle de base est suffisante pour 'activité de VRCO01, indépendamment
des variations dans la partie supérieure de la boucle V5 [178]. Enfin, le fait que le
VRCO1 ne présente pas de propriétés auto-réactives ou polyréactives peut faciliter
l'exploitation des études de protection passive chez les primates non-humains et
chez les humains.

Récemment, le séquengage en profondeur, combiné avec Iétude en bio-
informatique, a été utilisé pour la premiére fois dans l'identification des séquences
AcMNL a partir d’'un milion de séquences variables de chaines lourdes chez les
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individus infectés par le VIH. Ce séquencage en profondeur a permis d’isoler
plusieurs anticorps, appelés anticorps VRC et VRC-like, y compris les AcMNL
VRCPGO04 isolés a partir d’'un donneur infecté par un virus de clade A1/D et le VRC-
CH31 d’un autre donneur. Ces anticorps sont similaires au VRCO01 dans leur
puissance et leur efficacité. lis se lient également aux CD4bs, sont matures avec une
affinité élevée, et dérivent du géne de la souche germinale IgVH1-2. PGV04 a été
purifié¢ a partir des cellules B mémoire d’un « élite neutraliseur », en utilisant la
protéine RSC3 et a partir d’'une version sans le CD4bs pour une purification sélective
des anticorps CD4bs puissants.VRC-PG04 a un profil de neutralisation différent de
CD4, b12 et VRCO1. Durant les premiers tests de neutralisation contre un panel de
162 pseudovirus multiclades, PGV04 a neutralisé 88% des pseudovirus, alors que
PG9 en neutralise seulement 75% [230]. Par conséquent, VRC-PG04 présente une
affinité plus forte que PG9 avec une efficacité similaire. Dans le second test de
neutralisation avec un panel de 97 pseudovirus, PG9, PGV04 et VRCO01 neutralisent
82%, 87% et 93% des virus, respectivement. Par conséquent, VRC01 et PGV04 ont
approximativement la méme affinité et le méme profil de neutralisation. En plus,
VRC-PG04 ne montre pas de polyréactivité [230]. Plusieurs substitutions d’alanine
diminuent la neutralisation et la liaison des anticorps monoclonaux au CD4bs. La
substitution du D279 réduit la neutralisation par VRC01 et CD4-lgG mais n'affecte
pas la neutralisation par b12 alors que la substitution d'420A et K423A réduit la
neutralisation par VRC01 mais augmente le pouvoir neutralisant de CD4-IgG et de
b12. Tandis que chacune de ces trois substitutions (D279A, K420A, and K423A)
blogue la neutralisation par PGV04. En outre, certaines substitutions au niveau de la
boucle V3 diminuent la neutralisation par PGV04 et VRCO1 alors quelles
augmentent la neutralisation par CD4-IgG et b12. La nature hautement conservée
des acides aminés est importante pour la reconnaissance par VRC-PG04 et explique
certainement le large spectre de neutralisation de PGV04. Contrairement a VRCO1,
VRC-PG04 n'a pas amélioré la liaison de 17b ou X5 a leur épitope (le CD4 induit,
CD4i site) dans la région du co-récepteur du monomere gp120 [230]. VRC-PG04
présente une fréquence de mutations du géne de la chaine lourde variable (VH) et
un niveau de maturation de l'affinité semblables a celles observées pour VRC01-03.
Le complexe du Fab de VRC-PG04 a été cristallisé dans la gp120 du clade A/E
93THO57 recombinant qui a été précédemment cristalisé avec VRCO01 [178]. Le
complexe cristallisé montre une forte similarit¢ avec VRCO01, malgré les différentes
origines des donneurs et seulement 50% d’acides aminés identiques dans la région
variable HC

Une superposition des chaines lourdes de PGV04 et VRCO1 révele de petites
différences pour linteraction des ponts salins entre 'Asp®®® de la gp120 et 'Arg”" du
VRCO1 qui ont été retrouvés pour VRC-PGO04. Cette remarquable convergence
observée dans la reconnaissance avec VRCO01, VRCO03 et VRC-PG04 suggére un
mécanisme similaire de la reconnaissance de la gp120 du VIH-1, conservé chez les
patients infectés. La précision requise pour ce mode de reconnaissance apparait
certainement a la suite des multiples mécanismes d'évasion immunitaire qui
protegent le site d’attachement de CD4 a la gp120 du VIH1 [231]. Ainsi, des liaisons
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H précises sont nécessaires dans la structure des régions avec des interactions
hydrophobes et augmentent les liaisons du site initial avec le CD4 [141, 178, 225].

Cette convergence dans la reconnaissance des épitopes ne tient pas a l'identité des
séquences des anticorps. En effet, les 10 anticorps qui lient le RSC3 utilisent une
souche germinale IGHV1-2*02 et accumulent 70 a 90 changements de nucléotides.
Méme si ces anticorps permettent la reconnaissance des mémes épitopes,
seulement deux résidus provenant de l'allele mature de la cellule germinale IGHV1-
2*02 tiennent a deux acides aminés [225]. Ces changements se produisent lors du
contact hydrophobe de la région critique CDR H2. Malgré cette différence de
maturation, la comparaison des paratopes de VRCO01, VRCO03 et VRC-PG04 montre
que plusieurs de ces changements sont de nature chimique. Dans I'ensemble, ces
observations suggérent que la maturation de [laffinité augmente avec Ila
reconnaissance de I'épitope méme s’il y a une différence dans la maturation des
résidus, VRC-PG04, VRCO01, b12 et CD4-IgG reconnaissent quand méme le CD4bs.

La purification des cellules B mémoire du sang des individus infectés par le
VIH en utilisant des régions de la protéine d’enveloppe de VIH a été récemment
décrite [228, 232]. Les régions variables des chaines légeres et lourdes des
anticorps produits par les cellules B mémoire ont été amplifiées par une nouvelle
stratégie de PCR et ensuite utilisées dans la production de nouveaux anticorps
monoclonaux [232]. Différents « primers » ont été congus pour amplifier des génes
d’anticorps méme fortement mutés en s’hybridant avec les régions les moins mutées
sur les séquences d’anticorps [228]. Comme pour les AcMNL, les plus puissants
présentent des degrés inhabituellement hauts d’hypermutations somatiques [225].
Selon leur capacité de neutralisation des souches de VIH, plusieurs anticorps ont été
sélectionnés et parmi eux les variants NIH45-46 et 3BNC60 du VRCO1. Ces
anticorps sont dirigés contre des motifs de liaison sur la gp120 similaires a ceux du
VRCO1. Les nouvelles classes d’anticorps anti-CD4bs ont une grande activité
agoniste (Highly Active Antagonist anti-CD4 binding site antibodies) (HAAD). Cette
liaison expose le site du corécepteur de la gp120 et imite la liaison au CD4 de 'hote
[232]. Ces anticorps partagent des séquences consensus d’lgVH et IgVL dont les
résidus sont impliqués dans le contact entre VRCO1 et les spicules du VIH. Chez 5
patients différents, ces anticorps proviennent de seulement deux genes d’lgVH
étroitement liés et trois genes d’IgVL. La partie variable des chaines lourdes de la
plupart des nouveaux AcMNL et VRCO1 ont environ 68% de leurs séquences
d’acides aminés qui sont communes, partagent la méme origine et proviennent de
deux génes de la lignée germinale, IgVH1-2 ou IgVH1-46. En outre, la structure
cristalline des régions Fab d’un des nouveaux anticorps a large spectre, 3BBNC60, est
similaire a celle de VRCO01, suggérant qu'il lie la gp120 de la méme fagon, imite la
liaison au CD4 et interfere avec les triméres d’enveloppe.

Plus recemment, la structure de la variante clonale la plus intéressante de VRCO1,
NIH45-46 a été décrite plus en détails [233]. Cet anticorps ressemble a VRCO01 mais
inclut l'insertion de 4 résidus (résidus 99a-99d) dans son CDRH3, une propriété
acquise par hypermutation somatique. Trois de ces résidus sont importants dans la
liaison a la gp120 et pour l'activité neutralisante. La neutralisation par NIH45-46 est
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plus puissante que celle par VRCO1 puisque sur 82 virus Tier 2 et 3 représentant
tous les clades connus, 62 virus ont été neutralisés mais il est moins puissant que le
3BNC117 [189, 232]. Dans la méme étude, la capacité de VCRO3 a lier la gp120 et a
augmenter l'activité neutralisante en modifiant les zones de contact avec la gp120 a
été tentée par la construction d’'une nouvelle variante de NIH45-46 aprés substitution
par le tryptophane. Les mutants obtenus ont une capacité de neutralisation
augmentée puisqu’ils neutralisent six souches résistantes au NIH45-46, ce qui fait de
ce variant d’anticorps NIH45-46%°*V, un des rares anticorps monoclonaux qui peut
étre candidat dans la conception d’un nouveau vaccin.

Afin d’obtenir des anticorps neutralisants dans le sérum d’un patient africain infecté
par une souche du VIH clade A [234], Bonsignori et al., a combiné différentes
méthodes de purification de cellules B mémoire, des systémes de culture de lignées
monoclonales ou oligoclonales, de tri cellulaire par cytométrie de flux, de
transformation EBV et d’anticorps recombinants [235]. Une famille d’anticorps de
méme lignée clonale quUAcMNL a été identifie¢e dont des AcMNL dirigés contre
'épitope quaternaire (CHO1-CHO04), ou le site de liaison du CD4 (VRCO1-like) les
CH30, CH31, CH32, ou la boucle V3 (CH19) et un nouvel anticorps neutralisant la
gp41 reconnaissant les sites des 3 glycanes de la gp41, CH11. Les anticorps CHO1 -
04 reconnaissent I'épitope conformationnel dans la région V2/V3. Comme les
anticorps monoclonaux PG9 et PG16, les CHO1 a CHO4 reconnaissent un épitope
sur un seul protomeére qui est généralement, mais pas exclusivement, relié a la
formation du trimére de gp120 [235-237]. Les anticorps monoclonaux CHO1 a CHO4
se lient a I'épitope conformationnel de PG9/PG16, mais présentent des différences
dans leur niveau de neutralisation et dans leur sensibilitt a des résidus par
comparaison au PG9/PG16. lls neutralisent 36% (CHO02) a 47% (CHO4) de 91
pseudovirus Tier 2. Toutefois, quand CHO1 et VRC-CH31 sont combinés, ils
neutralisent 86/91 (95%) des souches de VIH-1 [238]. Les anticorps CHO01-04
partagent les mémes réarrangements V (D) J, la méme longueur de CDRH3 et une
similarité élevée avec CDRH3 et CDRL3, indiquant ainsi leur appartenance a méme
famille clonale. Les mutations somatiques des séquences nucléotidiques de VDJ de
CHO1 a CHO4 (11.5 a 14.3%) sont similaires a celles des anticorps monoclonaux
PGY9 (11.9%) et PG16 (13.2%). De la méme fagon que pour les anticorps
neutralisants anti-MPER, [anticorps monoclonal CHO3 est polyréactif avec la
protéine E2 du virus de I'hépatite C ou les antigénes de la flore intestinale. Cette
autoréactivité pourrait potentiellement induire des mécanismes de tolérance comme
lanergie ou leur suppression [221-222]. Comme le PG9/PG16, les anticorps
neutralisants CHO01/CHO4 présentent une longue région CDRH3. Ceci suggére un
mécanisme commun de la production ou de la sélection des anticorps avec un long
CDHR3.

Récemment, I'anticorps humain mAb2909, isolé par immortalisation des PBMC d’un
patient VIH-1 asymptomatique n'ayant pas recu de traitement [239], se lie a la
structure quaternaire des virus exprimant seulement V2, V3 et le site de liaison de
CD4 mais pas a la gp120 monomérique soluble [240-241]. Cet anticorps montre une
activité neutralisante élevée pour les isolats primaires comme SF162. Son activité
neutralisante contre SF162 est 750 a 100,000 fois plus importante que celle
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observée pour les AcMNL décrits. Le SF162 contient un polymorphisme rare,
consistant en la substituion d’un acide aminé dans le domaine V2 (K'® non
permissive pour la N-glycosylation). Cette substitution méne a la perte du site
conservé de la N-glycosylation qui est essentiel pour I'épitope de PG9 et de PG16
[215]. L’apparition des anticorps monoclonaux 2909 suggére lexistence possible
d’anticorps additionnels spécifiques des oligoméres et possédant une large activité
neutralisante.

Monoclonal Epitope Epitope Epitope

Isotype [ Clade neutralizing Polyreactivity References
Antibodies n Core type
Cardiolipin
MPER 663-683 Phospholipid [199, 242
2F5 IgG1 Gp41 e e Linear 1B, MN, RF, and SF2 2431
ELDKWA the centromere B Il
autoantigen
B (JR-FL and
goRwWost o FixBez)
an o
MPER 671-676 Linear 92RW009)  E(CM2Sand  gepuanl SO
4E10 IgG1 Gp41 . y 92TH001) ’ Y [107, 242]
671 NWF(D/N) IT676 (discountinous) C (94ZW106, lupus erythematosus
DJ258, and F(BZ162and R1)  autoantigen SS-A/Ro
DU151)
G (G3 and RU570)
B (JR-FL)
MPER 671-676 Linear
Z13e1 Fab Gp41 o o (conformational) C (94ZW109) Cardiolipin [107]
NWFDIT
E (CM235)
562 A 92RW009 BC CH110.2
Linear
HK20 96  GparHR1  QQALLQLTVW B SF1262 CRFO1 VI 1888 . 5 4i12’
GIKQL (conformational) ]
C 92BR025 CRFO02 VI 1090
C 93IN905,
A 94UG103, IAVI C22, IAVI C18,
PG9 Gp120 92RW020
IgG V2 and V3 loop Conformational IAVI C3 - [215]
PG16 Trimer B JRCSF, APV-
17,APV-6 D 92UG024
CRFO1_AE CMU02
100% clade A 89% CRFO1_AE
96% clabde B 81% CRF02_AG [141, 178
VRCO1 IgG Gp120 CD4 binding site Conformational - 1 89Y 23 3’
87% clade C 90% cladeG . 233]
88% clade D 100% CRF07_BC
- . ) ) B primary
B12 IgG1 Gp120 CD4 binding site Discontinous - [207]

JR-FL, JR-CSF, llIB

Tableau 1: Tableau récapitulatif des anticorps neutralisants décrits contre la
glycoprotéine d’enveloppe du VIH-1.

4.2. L'immunogénicité de la gp41

Les AcMNL qui ont été décrits dans la section précédente ont tous été découverts
aprés 2009. En effet, grace aux avancées technologiques des méthodes de
séquencage et de développement de nouveaux anticorps monoclonaux
recombinants, I'étude des anticorps neutralisants a fait un bond considérable et a
redonné l'espoir de découvrir de nouveaux outils pour l'élaboration de vaccins
préventifs ou thérapeutiques. A ces avancées technologiques s’ajoutent les études
comme CHAVI ou 'étude approfondie des populations de patients infectés a I'échelle
mondiale qui ont été inclus dans des essais cliniques de vaccins anti-VIH comme
RV144. Ces études ont permis d’avoir une vision globale de l'évolution et de la
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maturation des anticorps monoclonaux ainsi que d’observer les épitopes cruciaux
pour la neutralisation et conservés dans les clades de VIH-1.

La gp41 est en grande partie protégée par des interactions quaternaires au sein de
l'enveloppe native [63-64, 246-248]. Durant le processus de fusion, les changements
conformationnels survenant aprés l'interaction avec la gp120 exposent les différentes
régions de la gp41 accessibles aux anticorps neutralisants. Certaines de ces régions
exposées sont essentielles pour le processus d’infection et leur blocage peut inhiber
linfection et neutraliser le virus (cf. Tableau 1). Les anticorps neutralisants 2F5,
Z13e1 et 4E10 peuvent spécifiquement se lier a I'enveloppe et bloquer I'étape finale
du processus de fusion [110, 249-252]. Malgré des variations considérables, des
titres élevés d’anticorps neutralisants contre 'un des sites conservés de I'enveloppe
n'ont pas été encore observés [188, 253-254]. Récemment, les anticorps HK20
spécifiques de la gp41 ont été obtenus a partir des cellules B mémoire immortalisées
de patients infectés par le VIH-1 [212] (cf. Tableau 1). Cet anticorps cible les régions
hydrophobes conservées du HR1. La structure cristalline de I'anticorps monoclonal
humain HK20 complexé avec le domaine 5 en hélice de la gp41 montre que le HK20
se lie a la région reconnue par le D5, un anticorps humain dirigé contre la région HR1
[93], mais différe significativement pour les sites de contact et montre le role des
mutations somatiques dans la maturation de l'affinité [255]. Ces aspects influencent
la puissance et lampleur de la neutralisation, qui sont forts pour HK20 en
comparaison avec D5 et dépendent des résidus mutés. En outre, il a été montré que
dans le cas de HK20, le scFv est au moins 15 fois plus puissant en neutralisation que
lgG ce qui est cohérent avec un accés limité au site cible [256]. Les encombrements
du HK20 et du D5 et les structures reconnues par les 2 anticorps sont similaires sur
la gp41. HK20 cible HR1 au lieu de MPER ou les glycanes dans cette région, et
présente I'avantage important sur le 4E10 et le 2F5 de n’avoir aucune autoréactivité
[256]. Le HK20 présente un niveau de neutralisation intermédiaire, de préférence sur
des clades A et C, qui ne correspondent pas au sous-type du patient infecté dont il
est issu qui est le CRF02_AG [244]. Ce patient présentait une faible charge virale
sans traitement au moment du prélevement de ses cellules B mémoire [244]. Les
anticorps se liant a des trimeres de NHR ont été détectés dans les sérums des
patients VIH-1 positifs indiquant le potentiel immunogénique de ces triméres [257].
De plus, 'AcN D5 spécifique du trimére NHR a été généré a partir d’'une librairie de
fragments de chaines variables. De la méme maniére que le peptide T-20, D5 inhibe
lassemblage in vitro de la fusion intermédiaire [93]. Ces études indiquent le potentiel
du trimére NHR a étre une cible dans la conception du vaccin. D5 est dérivé des
cellules de sujets VIH naifs et n'a pas fait 'objet d’hypermutations somatiques, avec
seulement 7 changements d’acides aminés dans des régions déterminantes non
complémentaires (CDR) de la séquence de la lignée germinale. Contrairement a b12,
2F5 et 4E10, D5IgG ne présente pas de séquence atypique des CDRH3. D5 garde
une activité anti-virale contre les isolats primaires du VIH lorsqu’il apparait sous
forme IgG1. Enfin et le plus important, D5 a été purifié en se liant au IZN36 et au 5H
qui sont des antigénes synthétiques avec une structure bien définie mimant la
structure en faisceaux avec 6 hélices (6 helix bundle). De plus, les nouveaux
anticorps comme 8K8 et DN9 dont le potentiel de reconnaissance du trimére NHR du
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VIH-1 est limité ont été isolés par criblage d’une banque de phage-display [258]. Les
études de compétition des anticorps monoclonaux 8K8, DN9 et D5 pour leur liaison a
lantigene montrent que les épitopes de 8K8 et DN9 sont étroitement liés mais
différent de I'épitope du D5. Le D5 se lie préférentiellement aux peptides mimant
NHR en 'absence du peptide CHR ce qui indique une réaction du D5 avec les NHR
de la structure en 6 hélices immobilisées [93, 255]. De méme, le peptide C34
représentant le HR2 entre en compétition efficacement avec la liaison de 8K8 et DN9
sur les peptides mimant le NHR immobilisé (ex. hélice 5 et IZN36), mais pas avec
D5. Le Fab 3764 a également démontré qu'il se lie a la région NHR avec la méme
efficacité quaux peptides mimant le NHR formant une superhélice (coiled-coil)
N35CCG-N13 [258] ou sous forme libre ou en interaction avec le peptide du CHR
sous la forme 6HB [259-260]. Comme décrit plus tét, la gp41 comprend plusieurs
régions fonctionnelles qui jouent un réle important dans la fusion des virus et des
membranes des cellule htes. Ces régions ne sont pas statiques durant le processus
d’infection mais conservent un degré de flexibilité. Ainsi, les régions HR du 6HB
coiled-coil jouent un réle important dans les étapes précoces et tardives du
processus de fusion membranaire [49, 87, 261-263] en incluant la formation de pores
de fusion [263-265]. Le Fab 3674 est dirigé contre le 6HB et neutralise diverses
souches de laboratoire de clade B et des isolats primaires des sous-types A, B et C
[260]. D’autres anticorps neutralisants ont été décrits contre cette structure et
montrent une activité neutralisante contre les isolats primaires [266].

MPER contient I'épitope de 3 anticorps neutralisants a large spectre bien connus,
2F5, 4E10 et Z13 [107, 267]. Récemment, des anticorps spécifique du MPER ont été
caractérisés chez un patient infecté de maniére chronique par le VIH de sous-type C
(CAP206). Ces anticorps présentent un large spectre de neutralisation et ciblent tous
la partie distale du MPER centrée sur le résidu D674 (asparagine) [268]. La
purification d’'un nouvel anticorps spécifique du MPER (CAP206-CH12) du méme
individu a également été réalisée par 'amplification des fragments du gene Ig des
cellules B mémoire [269]. Cet anticorps monoclonal chevauche les épitopes du 4E10
et du Z13e1. Le CAP206-CH12 utilise les mémes familles de géne VH et Vk Ig que le
4E10 et sa séquence CDRH3 montre une forte similarité avec le Z13e1 ce qui peut
étre expliqué par un géne J commun. Le CAP206-CH12 présente une faible activité
neutralisante et un potentiel limité, similaire a Z13e1, et réagit contre deux sous-
types, B et C, du virus. L’anticorps monoclonal CAP206-CH12 qui est polyréactif,
contrairement aux 2F5 et 4E10, ne se lie pas aux lipides avec une grande avidité.
Ces données suggeérent la possibilité d’'une évolution convergente entre les anticorps
monoclonaux anti-MPER du VIH-1. CAP206-H12 utilise le VH1-69 et le Vk3-20 de
maniére similaire a 'anticorps 4E10. D’autres anticorps de la gp41, comme le D5 et
le HK20, qui se lient au noyau de la gp41 utilisent aussi le VH1-69. Les anticorps
dérivés du VH1-69 sont hydrophobes et semblent montrer une préférence pour les
régions de l'enveloppe du virus qui sont proches de la membrane virale. CAP206-
CH12 partage les mémes motifs YYYMD dans sa CDRH3 que le Z13e1. La CDRH3
du CAP206-CH12 est plus courte que celle du Z13e1 et présente des résidus
flexibles adjacents au motif Tyr mais il lui manque, pour la neutralisation, les résidus
hydrophobes W ou F présents dans le 4E10 et le Z13e1, au niveau de la partie haute
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du CDRH3 et qui sont cruciaux pour la neutralisation [270-271]. Les anticorps
spécifigues du MPER présents chez les patients infectés ne sont pas aussi
largement neutralisants que le 2F5 et le 4E10 [89, 272-273]. Les études récentes
utilisant les pseudovirus chimériques représentant les épitopes dans un contexte plus
étroitement lié a la structure du MPER, suggerent que les anticorps neutralisants
sont relativement rares et méme absents durant linfection naturelle. Cependant, le
fait que les nouveaux anticorps neutralisants reconnaissent des régions différentes
du MPER que le 2F5 et le 4E10 suggére que des vaccins induisant des anticorps
neutralisants sont réalisables [274-275]. A ce jour, le manque d’effet neutralisant
contre le MPER observé dans des sérums peut étre di a une faible concentration ou
labsence d’anticorps neutralisants. Cette question de la quantité et de la qualité du
virus na pas été entierement résolue mais a une implication significative dans le
développement des vaccins. Comme nous 'avons mentionné ci-dessus, I'anticorps
2F5 possede un fort effet neutralisant. Dans les modéles animaux, il a été démontré
gu’il empéche la transmission muqueuse du VIH-1 et apporte une protection contre
linfection par le SVIH [276]. L’anticorps 2F5 a été isolé a partir des cellules B
humaines immortalisées et reconnait un épitope situé entre l'acide glutamique 662 et
lalanine 667 (ELDKWA). Les études ont montré, a laide d'une bibliotheque
d’expression et des expériences de protection contre la protéase, que cet épitope est
en fait plus large (EQELLELDKWASLWN). En ajoutant une leucine de chaque cété
(LELDKWASL), laffinité pour cet épitope augmente 2000 fois [111, 277-279]. Dans
les modeéles qui étudient I'implication de la membrane virale dans la reconnaissance
et la liaison a cet épitope, en utilisant le POPC (1-oleyl-2-palmolityl-sn-glycero-3-
phosphocholine) et le POPC/cholestérol, il a été démontré que le 2F5 n’interagit pas
avec la membrane avant sa fixation [280]. En l'absence d'un environnement
hydrophobe, le 2F5 et le 4E10 sont incapables de se lier a la région MPER [111].
Récemment, il a été montré que la liaison avec le 2F5 réalise un ancrage du peptide
dans la membrane et augmente la puissance de l'anticorps [112]. Le 2F5 induit un
désordre local au niveau de la membrane qui peut favoriser l'exposition et
linteraction avec la gp41. L’épitope reconnu par le 2F5 contient la conformation f3-
turn immunogéne qui lorsqu’elle est présentée dans un contexte similaire peut mieux
imiter I'épitope et par conséquent améliorer la liaison de cet anticorps [277]. En outre,
la polyspécificité du 2F5 et du 4E10 et 'autoréactivité en se liant a la cardiolipine
peut expliquer la faible activité in vivo de ces anticorps, car le systtme immunitaire
dépléte toutes les cellules B qui produisent des anticorps autoréactifs [242] et induit
les mécanismes de tolérance [281], méme si parfois, 'autoréactivité peut étre liée au
développement des AcNL contre le VIH comme c'est le cas de [lanticorps
neutralisant 9G4 qui présente une autoréactivitt comme dans le LED et des
propriétés neutralisantes [282].

L’anticorps neutralisant 4E10 est aussi un anticorps spécifique du MPER. II a été
isolé a partir des cellues B de patients VIH. Il se lie a un épitope du MPER et
présente une activité neutralisante contre les isolats primaires et les souches de
laboratoire du VIH-1. Le 4E10 se lie a un épitope linéaire hautement conservé dans
le MPER ®'NWF (D/N) IT%® [107]. La structure cristaline de I'épitope a été
caractérisée et présente une forme hélicoidale avec des résidus importants du coté
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de I'hélice [283]. Cet antigéne réagit seulement avec les résidus de la base et du
centre de la boucle de CDRH3. Cependant, une grande partie de cette boucle n’est
pas impliquée dans sa liaison a l'antigéne. Le sommet de la boucle de CDRH3 du
4E10 forme une surface hydrophobe plate qui suggére une interaction possible avec
la membrane virale. Les modélisations de structure prédisent que la formation de
'épitope du 2F5 et du 4E10 serait hautement dépendante de la présence de la
membrane puisque l'affinité du 4E10 augmente avec la présence de lipides [284].
Les résidus W®'2, F®73, T576 semblent étre cruciaux dans la liaison du 4E10 car leur
substitution par des résidus alanine réduit drastiquement leur affinité [285].

La séquence "NWFDITNWLWYIK®® est optimale pour la reconnaissance du 4E10.
Dans les souches résistantes, le motif NWF (N/D) IT montre que I'épitope du 4E10
est plus complexe et serait méme discontinu [283]. Les études de spectrométrie de
masse revelent que le 4E10 se lie au N-terminal de la gp120 et de la gp41 dans leur
conformation native [251]. | a été proposé que le modele NWF (N/D) IT forme un
épitope cryptique accessible seulement durant les étapes intermédiaires de la fusion.
I semble que le 4E10 a une affinité plus élevée pour la membrane que le 2F5
conférant ainsi la capacité de I'extraction des peptides de la bicouche lipidique de la
membrane [112]. L’anticorps 4E10 a également une polyspécificité pour les
antigénes tels que I'histone ou 'ADN double brin. Le Fab du Z13 est également
dérivé d’'un anticorps spécifique du MPER. Cet anticorps issu de librairies
d’expression, reconnait un épitope localisé dans la région C-terminale de I'épitope du
2F5 et qui recouvre I'épitope du 4E10. L'épitope du Z13 est centré sur la séquence
S"INWFDIT®’® et serait dépendant de la conformation de ce motif et de ses
modifications comme les N-glycosylations de I'asparagine (D) %4 ou I'exposition dans
une protéine native. Cet anticorps est capable de neutraliser faiblement plusieurs
clades tels que B, C et D [107].

Plusieurs études pharmacocinétiques in vivo et des essais cliniques de phase i
utilisant de fortes doses des 3 anticorps neutralisants 4E10, 2F5 et 2G12 combinés
ont été administrés par intraveineuse a 14 patients infectés par le VIH-1 a intervalles
hebdomadaires pendant 3 mois. Les résultats montrent que ces 3 anticorps sont
capables de maintenir une charge virale a un niveau indétectable chez les patients
dont linfection a été contrélée par un traitement antiviral [286]. Ces études montrent
également que 'administration de 4E10 n'est pas fortement immunogéne puisque les
IgM anti-4E10 étaient rares et leur titre peu élevé et il 'y a pas d’lgG produites. La
clairance et la demi-vie du 4E10 sont identiques a celles des autres traitements
classiques par les anticorps.
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Figure 16: Différentes représentations du MPER et de son interaction avec le 2F5,
4E10 et Z13. A) Représentation schématique de la gp41 du VIH-1, avec le peptide
de fusion (FP); NHR et CHR, les régions heptad repeat en forme d’hélice, et la région
transmembranaire (TM). Les épitopes reconnus par le 2F5 sont indiqués en bleu,
Z13e1 (vert), et 4E10 (magenta). B) Un modéle simplifié de l'enveloppe incluant
MPER et TM, basé sur les données en 3D des triméres d’enveloppe du VIH-1/SIV-1
et la structure en NMR MPER du HXB2 dans une surface représentant la surface
virale (plan bleu). Le résidu N674 a été présenté au lieu du D674. C) Modélisation
des changements d’orientation du MPER induits par 4E10, 2F5, et Z13e1. Le MPER
libre (cylindres jaunes) est immergé dans la bicouche lipidique (plan vert clair). Les
cylindres en rouge, bleu, et vert représentent les orientations schématiques que subit
le MPER complexé avec 4 E 10, 2F5, et Z13e1 (gris). Les résidus cruciaux pour la
liaison sont indiqués d’abord en (jaune) ensuite en (violet) [287]. D) Représentation
en tube du CHR sous forme hélicoidale (haut, jaune), montre la partie N-terminale de
l'épitope du 2F5, en rose sont indiqués les résidus nécessaires pour le 2F5 et pour
4E10, [Iépitope est coloré en bleu. [288]. E) Modéle du MPER
(DKWASLWNWFDITNWLW) comme décrit par Nelson et al, [250].

4.3 . Conclusions

L’administration passive des rares AcNL spécifiques de I'enveloppe humaine, aux
rhésus macaques peut les protéger lors d’'une inoculation de SVIH [289-294]. La
détection d'un titre élevé d’anticorps neutralisants spécifiques de la gp120 est
corrélée avec une protection de 31% chez 'lhomme dans I'étude clinique récente
RV144 THAI En outre, les indices obtenus grace aux avancées technologiques du
protocole G et les trées récentes études CHAVI ont confirmé que l'objectif majeur du
développement du vaccin VIH est de concevoir un antigéne représentant I'enveloppe
fortement immunogéne capable d’induire des anticorps neutralisants [243, 292, 295].
Les données des études cliniques démontrent que la premiére génération de
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protéines solubles et d'immunogénes de I'enveloppe vectorisés sont non toxiques et
immunogéniques.

Cependant, les anticorps produits ne sont efficaces que contre les souches
sensibles. L'un des principaux objectifs du développement d’un vaccin efficace est
élaboration d’un immunogéne mimant fidélement la protéine virale d’enveloppe. A
partir de la littérature récente, les HAADs et/ou PG ainsi que leurs réactions croisées
avec les virus circulants, la gp120 semble étre une cible immunogénique importante
méme si la couverture de neutralisation n'est pas compléte ou que le bouclier de
glycanes peut évoluer et masquer les épitopes potentiels.

L’utilisation de la gp41 comme cible pour un vaccin prophylactique peut étre une
autre alternative importante. Cependant, les épitopes de la gp41 sont accessibles
pendant un laps de temps court du fait d’'un changement conformationnel déclenché
par le déroulement du processus de fusion. L’épitope HK20 récemment décrit peut
étre considéré comme un candidat sérieux pour I'approche vaccinale anti-VIH. En
effet, les épitopes conservés de l'enveloppe ciblés par les anticorps neutralisants
sont faiblement immunogénes parce qu'ils sont masqués par le bouclier de glycanes
[177, 296], apparaissent transitoirement [297], subissent un encombrement stérique
[140, 198], ou doivent surmonter I'entropie de la liaison des anticorps.

Un autre point important est que les épitopes conservés (particuliérement dans la
gp41) présentent une homologie avec des protéines du soi qui peuvent déclencher
un mécanisme de tolérance [221-222, 242]. Enfin, méme lorsque les anticorps
peuvent neutraliser les souches infectantes, leur effet est transitoire a cause des
mutations d’échappement [177, 298]. A ce jour, immunisation des primates non
humains et des humains avec des monoméres et des triméres de I'enveloppe du VIH
n'a pas reussi a induire des anticorps neutralisants a large spectre. Les anticorps
induits sont efficaces principalement sur les souches Tier 1 facilement neutralisées,
mais ont de faibles capacités neutralisantes pour les souches Tier 2 et 3 [292, 299].
La faible réaction croisée des anticorps neutralisants produits par les vaccins, semble
étre liée au répertoire restreint des anticorps induits et a la complexité de la structure
des spicules du virus natif.

Tous les anticorps neutralisants décrits dans la littérature sont principalement des
IgG. L’étude de la réponse neutralisante dans le compartiment muqueux est cruciale
pour concevoir un nouveau vaccin. Plusieurs études ont décrit le rble potentiel des
IgA sécrétoires muqueuses pour bloquer l'infection localement. L'implication des
SIgA anti-Env qui bloquent la transcytose et l'infection a été bien décrite [2, 6, 300].
Les IgA sécrétoires de la salive parotidienne ou du lait ont également été impliquées
dans la reconnaissance de différents épitopes dans la gp160 comme la boucle V1/V2
et dans la gp41 et peuvent avoir aussi des propriétés neutralisantes [9, 301].
Cependant, le réle des IgA reste controversé puisque des IgA sériques semblent étre
aussi associées a une perte de la réponse dans l'essai clinique THAIL Or les IgA
jouent un réle-clé dans l'immunité des muqueuses et une étude de leur réle de
protection notamment chez les personnes exposées non infectées peut amener des
réeponses importantes pour I'élaboration de nouveaux antigénes et de nouvelles
stratégies thérapeutiques ou vaccinales.
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5- Réle des IgA dans la réponse immunitaire anti-VIH

5.1. Structure etfonctions des IgA

L’IgA est lisotype principal des immunoglobulines présentes dans les sécrétions
muqueuses, comme les larmes, la salive, le colostrum et les sécrétions provenant
des voies génito-urinaires, du tractus gastro-intestinal, de la prostate et de
I'épithélium respiratoire. Les IgA sont également présentes en faible quantité dans le
sang. Les IgA sériques se présentent chez I'nomme majoritairement sous forme
monomérique (90%). Les IgA sont produites chez 'homme sous forme de 2 sous-
types antigéniques correspondant aux sous-classes IgA1 et IgA2. La différence
majeure entre ces deux isoformes se situe dans la région charniére, pour laquelle
llgA1 présente une séquence riche en prolines, absente sur 'lgA2. La proportion de
ces deux classes varie selon le site muqueux. En effet, on trouve entre 80-90% d’IgA
1 dans les muqueuses nasales et les sécrétions génitales males, 60 % d’lgA1 dans
la salive, 60 % d’lgA2 dans le tractus intestinal et les sécrétions génitales féminines
[302-303]. Au niveau des interfaces muqueuses, les IgA sont sécrétées par les
plasmocytes de la lamina propria sous forme monomérique ou dimérique suite a
'addition de la chaine J (cf Figure 15). Cette conformation dimérique leur permet de
se fixer avec une forte affinité sur le récepteur des immunoglobulines polymériques
(plgR) présent a la surface des cellules épithéliales [304-305].

Les IgA dimériques peuvent étre produites sous forme sécrétoire par ajout d’une
chaine polypeptidique appelée composant sécrétoire (CS). Le CS est synthétisé par
les cellules épithéliales des muqueuses. Il résulte, en effet, de la protéolyse du pigR,
synthétisé par les cellules épithéliales durant le mécanisme de transcytose. Le CS se
lie a la forme dimérique d’lIgA en partie via la chaine J car il a une affinité particuliére
pour cette derniere (cf. Figure 17). Les IgA sécrétoires (SIgA) sont présentes dans la
majorité des sécrétions externes. Le réle du composant sécrétoire est de protéger les
IgA de la dégradation par des protéases trés fréquentes dans le compartiment
muqueux ainsi que de stabiliser les IgA, leur conférant une efficacité accrue lors des
mécanismes d’inhibition virale au niveau muqueux [306].

5.2 . Fonctions des IgA sécreétoires dans la réponse anti-VIH

Les SIgA constituent la premiére ligne de protection immunitaire contre de nombreux
agents infectieux ciblant les muqueuses. Grace a leur capacité a fixer leur récepteur
cellulaire FcaRl présent a la surface des neutrophiles, des monocytes, des
éosinophiles ainsi que des macrophages et des cellules dendritiques, les SIgA
peuvent étre impliquées dans l'induction de mécanismes tolérogénes, d’exclusion
immune ou d’induction d’une réponse protectrice (cf Figure 17 et 18) [308].
L’immunité protectrice médiée par les SIgA intervient au niveau de sites distants des
sites inducteurs impliqués dans [l'initiation de la réponse immunitaire.
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Figure 17: Représentation schématique des formes monomérique, dimérique
(dlgA1) et sécrétoire (SlgA1) des IgA humaines. A) IgA1 B) IgA2 C) IgA1 dimérique
D) IgA1 sécrétoire (SigA1). Les chaines lourdes sont indiquées en rose les chaines
légéres en bleu. La piece J en jaune et le composant sécrétoire en bleu. Sur les
formes monomériques, les résidus O-glycanes sont représentés par des cercles
verts, tandis que les résidus N-glycanes sont indiqués en bleu foncé. [307]

De fagon générale, la réponse est plus marquée au niveau des sites
effecteurs voisins du site inducteur par la domiciliation des cellules T et B et le
drainage lymphatique. Par exemple, une stimulation antigénique au niveau intestinal
peut induire la sécrétion de SIgA au niveau intestinal, buccal ou dans le lait maternel.
Au contraire, une stimulation par le NALT induit une réponse immunitaire dans la
salive et dans les muqueuses respiratoire et vaginale [308]. Classiquement les IgA
sont considérées comme étant de faibles activateurs de la cytotoxicité cellulaire
médiée par le complément. En effet, les réponses immunitaires muqueuses
entrainent un état physiologique de tolérance particulier du fait de leur caractére non
inflammatoire. Cependant lors d’'une infection par le VIH, les SIgA participent a la
réponse immunitaire muqueuse en neutralisant le virus via l'interaction directe avec
les antigénes particulaires ou par interaction indirecte par ADCC [310, 311]. Les SIgA
neutralisantes ne se contentent pas de cibler les antigénes de surface mais elles
peuvent se lier a des protéines intracellulaires comme il a été décrit pour la protéine
de capside p24 du VIH [312]. Une des propriétés les plus intéressantes des SIgA
réside dans leur capacité neutralisante anti-VIH basée sur leur spécificité contre les
protéines d’enveloppe. Le rble protecteur des SIgA a été largement abordé dans la
littérature notamment chez les sujets dits ESN (Exposés Séronégatifs) [6, 313-317].
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Figure 18: Représentation schématique de 4 modes de défense non-
inflammatoires induits par les SIgA. (a) Suite a leur transcytose médiée par le
plgR, les SIgA fonctionnent comme des anticorps bloquants dans [l'exclusion
immunitaire au niveau des muqueuses. (b) Mécanisme de neutralisation
intracellulaire. Les IgA dimériques peuvent bloquer les virus au sein de la cellule
infectée lors de leur transcytose et ainsi inhiber une éventuelle réplication virale dans
ces cellules. (c) Neutralisation intracellulaire des endotoxines comme le LPS
(lipopolysaccharide) inhibant ainsi l'activation de la voie NF-kB pro-inflammatoire
dans les cellules épithéliales. (d) L’exclusion immune peut se faire dans la lamina
propria contre des antigénes qui ont préalablement pénétré dans la barriere
mugqueuse [309].

Ces sujets présentent la caractéristique d’étre en contact avec le VIH au cours
de rapports sexuels non protégés le plus souvent, sans pour autant présenter une
séroconversion  attestant de leur infection. Ces sujets présentent
plusieurs caractéristiques immunitaires [318] leur conférant une protection antivirale
comme la production de certaines chémokines ou de défensines au niveau des
muqueuses. En plus de ces facteurs, des SIgA neutralisantes dirigées contre la
glycoprotéine d’enveloppe ont été décrites au niveau des muqueuses. De récentes
études démontrent l'induction de SIgA neutralisantes chez des hommes ESN a la
suite d’'une exposition au VIH au niveau muqueux. En effet, la capacité neutralisante
des SIgA serait liée a la charge virale mesurée chez leur/s partenaire/s sexuel/s
séropositif/s [319]. Ces SIgA neutralisantes dérivent d’'une alloimmunisation liée a un
comportement a risque favorisant I'exposition aux particules virales au niveau
muqueux. Ces propriétés neutralisantes sont corrélées a I'exposition au virus mais
non a la fréquence de cette exposition. En effet, les personnes ayant eu le plus de
relations buccogénitales ont des taux salivaires de CC-chémokines élevés comme
CCL2, CCL4, CCL5 et CCL11, favorisant la neutralisation du VIH-1 [320]. Les SIgA
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neutralisantes anti-enveloppe sont dirigées contre plusieurs épitopes de la gp160.
Les études de Planque et al. décrivent des SIgA neutralisantes spécifiques du motif
416-433 du site de liaison du CD4 sur la gp120. Ces SIgA agissent en induisant une
hydrolyse de la gp120 [321-323]. Au sein de notre laboratoire, nous avons pu
démontrer que les IgA sériques et muqueuses (présentes dans la salive
parotidienne) étaient capables de reconnaitre d’autres épitopes sur la gp120 comme
les boucles V1/V2 ou interférent avec linteraction de la gp120 et le site de liaison au
CD4 [8-9, 324]. Ces anticorps présentent des propriétés neutralisantes assez fortes a
large spectre. Des SIgA dirigées contre I'enveloppe ont aussi été décrites a la suite
d’une infection aigue [325]. Les travaux de Devito et al. [6] ont montré la capacité des
SIgA d’inhiber la transcytose épithéliale de souches virales VIH-1 de clades différents
chez les ESN sans doute par une reconnaissance croisée d’épitopes conservés.
Devito et al a suggéré une reconnaissance de plusieurs épitopes conserves sur la
gp41 du VIH-1 qui difféerent des épitopes reconnus par les individus séropositifs au
VIH-1 comme décrit précédemment [3, 326]. Des IgA sériques fonctionnelles
neutralisantes, ont été décrites chez des ESN. Ces anticorps ciblent les motifs
QARILAVERY et QARILAV (épitopes dans la région en super hélice de la gp41 [5,
326]. L’'immunisation muqueuse de macaques a l'aide de virosomes contenant ces
motifs a permis leur protection lors de [ladministration vaginale de SHIV en
produisant des SIgA spécifiques de la gp41 dans leurs sécrétions vaginales [300].
Les motifs QARILAVERY et QARILAV correspondent a I'épitope immunosuppresseur
de la gp41 [327].

Des études récentes chez les primates non humains indiquent que les anticorps anti-
gp41 préexistants, peuvent avoir un réle fonctionnel important dans la protection
contre l'infection [310]. Durant l'infection aigue, les réponses humorales surviennent
trop tardivement pour étre efficaces dans le controle de la réplication du VIH-1 [328].
Les anticorps muqueux dirigés contre le VIH présents au moment de la transmission
peuvent bloquer la pénétration du VIH. Les mécanismes par lesquels les SigA
peuvent inhiber la dissémination du VIH-1 a travers la barriére muqueuse incluent la
neutralisation directe du virus, 'agrégation virale, l'inhibition de la transcytose, la
neutralisation intra-épithéliale, la phagocytose, l'inhibition non spécifique par le biais
de mucus et la neutralisation médiée par les récepteurs Fc comme TADCC [303].
L’analyse de ces réponses muqueuses précoces durant linfection par le VIH-1
permettra de mieux comprendre les effets du VIH-1 sur l'induction de réponses B
[325]. L’apparition des SIgA anti-gp41dans les fluides génitaux lors d’une infection
aigue par le VIH et lapparition tardive des SIgA dirigées majoritairement contre la
gp120 ont récemment été décrits. Ces travaux démontrent une réponse SIgA
muqueuse anti-gp41 dont la demi-vie diminue au cours de [linfection [325].
Cependant, la raison de l'orientation de la réponse initiale vers la gp41 plutét que la
gp120, n'est pas entierement comprise. Toutefois, il a déja été rapporté que la
réponse IgG anti-gp41 peut provenir de cellues B mémoire préexistantes « cross-
réactives » qui sont davantage activées par linfection par le VIH-1 [329]. Il a aussi
étée rapporté que durant l'infection aigue, les SIgA spécifiques anti-gp41 ont une
demi-vie trés courte (2,7 jours) au niveau muqueux et 48 jours au niveau systémique
[325].
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Les SIgA dirigées contre I'enveloppe peuvent présenter la capacité d’induire une
réeponse de type ADCC. Cette activité est souvent observée lors de l'allaitement par
des femmes VIH'. En effet, au niveau du lait maternel de femmes infectées de
maniére chronique, on peut retrouver de faibles quantités d’SIgA neutralisantes et/ou
favorisant TADCC [330]. De plus, les réponses au niveau du lait maternel sont
paralleles a celles observées au niveau du compartiment systémique, suggeérant que
les anticorps présents dans le lait dérivent largement du compartiment systémique,
par exsudation [330].

Ce faible taux de neutralisation détecté dans le lait maternel peut indiquer que les
anticorps non-neutralisants ou des facteurs immunitaires innés interviennent pour
protéger les nourrissons contre 'acquisition post-natale du VIH. Cependant, nous ne
pouvons pas exclure le bénéfice potentiel de linduction de taux élevés de puissants
anticorps neutralisants dans le lait maternel suite a une immunisation. Un seuil
d'antigéne pourrait étre nécessaire pour induire une réponse ADCC robuste.
Plusieurs études ont suggéré que 'ADCC pouvait jouer un réle important dans la
lutte contre linfection par SIV et par VIH-1. Plusieurs études ont montré que
l'amplitude des réponses ADCC liées aux anticorps est inversement corrélée avec le
virus dans les infections aigués SIV chez les macaques non vaccinés et chez les
animaux vaccinés apres administration virale [331-332]. Chez I'homme, les anticorps
médiants IADCC peuvent protéger contre linfection par le VIH-1 dans la
transmission meére/enfant. Leur présence est corrélée avec le contrdle de réplication
du virus et 'absence de progression de linfection [311]. En revanche, les anticorps
faiblement neutralisants et non-neutralisants ne protégent pas contre linfection virale
(SHIV) suite a une administration vaginale chez le macaque [311, 333]

6- Vaccination muqueuse anti-VIH

La préparation d’un vaccin anti-VIH efficace reste aujourd’hui un défi
scientifique majeur. L’extréme variabilit¢ des paramétres qu'il integre, 'absence de
bons modéles animaux et la méconnaissance des mécanismes impliqués dans
Fimmunité induite au niveau muqueux, notamment, rendent ce but particulierement
difficile a atteindre. Les premiers essais vaccinaux anti-VIH-1 ont été conduits des
1987 aux Etats-Unis et 1992 en France par 'Agence Nationale de Recherche contre
le SIDA (ANRS). Jusqu'a présent, les approches développées pour les autres
maladies virales, en utilisant par exemple du VIH vivant atténué ou inactivé, se sont
avérées inefficaces. Selon le site « clinicaltrial.gov» plus de 618 études sur des
candidats vaccins ont été réalisées a travers le monde. La plupart de ces tests
portaient sur linnocuité (essais cliniques de phase I). Les principaux candidats
vaccins anti-VIH en phase I|-ll ou en phase lll sont décrits dans le Tableau 2. Il s’agit
majoritairement de vaccins prophylactiques. La réponse immunitaire spécifique
induite par ces vaccins prophylactiques vise essentiellement a stimuler une réponse
B mémoire et la sécrétion d’anticorps neutralisants dirigés contre 'enveloppe.

Plus récemment, des approches de vaccination thérapeutique ont également
été décrites. Le but de ces approches réside essentiellement dans l'induction d’une
réponse cellulaire anti-VIH1 afin de détruire les cellules infectées. Lors de linfection
par le VIH, la stimulation du systtme immunitaire (par des lipopeptides viraux ou
encore des vecteurs viraux recombinants présentant des génes du VIH modifiés)
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pourrait permettre de maintenir une charge virale faible, tout en diminuant ou
éliminant les traitements HAART.

a. Quavons-nous appris de I'étude des candidats vaccin contre le VIH-1?

Les premiers essais cliniques efficaces, VAX003 et VAX004, ont été réalisés avec un
mélange de glycoprotéines de la gp120 du VIH-1 de deux souches virales différentes
de clade B ou des souches virales de clades B et E. L’approche était basée surl'idée
que, comme c’est le cas avec de nombreux vaccins antiviraux commercialisés, les
anticorps neutralisants empécheraient la pénétration de [agent pathogene.
Cependant, cette approche est restée inefficace par la trop faible ampleur des
anticorps induits [299], comme il a été démontré dans les modéles chimpanzé/VIH-1
et macaque/SHIV [334]. L'échec de cette approche vaccinale a conduit les
chercheurs a stimuler les réponses immunitaires cellulaires. En effet, des
observations tant chez le singe que chez 'homme ont montré que les réponses des
lymphocytes T CD8" sont cruciales dans le contrdle de la réplication virale [146, 335-
336]. Ce changement de stratégie de vaccination a mené au développement d’un
nouvel essai vaccinal nommé HVTN 502 conduit par la société Merck [337]. Pour ce
faire, 3 vecteurs basés sur 'adénovirus non réplicatif de type 5 (Ad5) ont été utilisés.
Les adénovirus ont été utilisés pour leur meilleure efficacité par rapport a des
plasmides d’ADN ou des vecteurs. Le vaccin consiste en un adénovirus comportant
les génes Gag, Pol et Nef. Les vecteurs viraux utilisés sont non réplicatifs mais
gardent néanmoins un pouvoir infectieux afin de pouvoir pénétrer dans les cellules-
cible. Ce candidat vaccin a permis l'induction de réponses cellulaires cytotoxiques,
cependant aucune protection contre la dissémination du VIH n'a été observée.
L’étude a méme d0 étre arrétée précocement car un taux plus élevé d’infections chez
les sujets vaccinés que dans le groupe contréle a été observé. En effet, 49/914 cas
ont été détectés chez les vaccinés, contre 33/922 pour le groupe placebo. A la suite
de cet essai vaccinal, un nouvel essai clinique HVTN505 a été initié en octobre 2009
pour réduire la virémie chez les patients HIV*. Cet essai consiste en linjection de
doses multiples de plasmides d’ADN suivie d’'une dose unique d'un vecteur Ad5,
codant pour les protéines EnvA, EnvB, EnvC, Gag, Pol et Nef du VIH [338]. Le
développement d’approches vaccinales par « prime-boost» est particulierement
prometteur car il semble permettre d’'induire des réponses immunitaires cellulaires
plus larges et plus fortes grace, par exemple, a la combinaison d’un vaccin ADN avec
un vaccin recombinant vivant voire deux vaccins recombinants ensemble. Des
études cliniques de phase lb sont en cours (DNA-Ad5) ou vont arriver dans un futur
proche (DNA-MVA et éventuellement Ad35-Ad26) chez des patients porteurs du
VIH1 [338].

L’étude vaccinale ayant marqué l'histoire du vaccin anti-VIH est I'étude dite« THAI
RV144 » qui a été réalisée sur 16402 volontaires séronégatifs agés de 18 a 30 ans.
En effet, cette étude de par son ampleur est la premiére a avoir eu comme résultats
une protection de 31,2 %. Cette protection semble étre corrélée a la présence
d’anticorps neutralisants et a linduction d’une forte réponse T CD4" Ce candidat
vaccin consiste en une combinaison de deux vaccins différents qui ont
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précédemment été testés en phase Il chez 'lhomme. Cette stratégie vise a préparer
la réponse immunitaire par ladministration d’'un vecteur recombinant Canarypox
(Alvac) et ensuite a le «booster» par une injection de la protéine d’enveloppe gp120
(Aidsvax utilisé dans I'essai VAX004). Cet essai a entrainé une protection modeste
mais significative de 31% chez les volontaires a faible risque d’infection. Beaucoup
d’efforts sont consacrés a la recherche de corrélats de protection dans cet essai, et
méme si cette conclusion reste provisoire, il semble que la présence d’anticorps non-
neutralisants sériques dirigés contre la boucle V2 soient associée a I'absence de
protection [339].

Les futurs études cliniques construites sur les résultats de I'essai RV144 aideront a
déterminer si un meilleur niveau de protection peut étre réalisé de maniere soutenue
en utilisant différents composants plus immunogénes du vaccin, comme il a été
récemment montré avec succes dans le modele de macaque /SHIV utilisant des
réplicons du virus de l'encéphalite équine vénézuélienne VEE pour le priming avec
une préparation de triméres de l'enveloppe et d’adjuvant MF59 pour stimuler la
réeponse immune [340]. Les réplicons du VEE sont de puissants inducteurs de
production de I'lFN et activent rapidement les génes stimulés par I'lFN, conduisant a
une protection non spécifique des infections virales. L’essai RV144 a été a l'origine
de plusieurs découvertes et d’avancées sur les anticorps neutralisants. En effet, les
deux principaux corrélats immunitaires observés sont la présence d’lgG anti-V1V2
dans le sang qui protégent de linfection et des IgA se liant a 'enveloppe corrélée
directement avec l'infection [339]. Ces deux corrélats du risque, pris ensemble, sont
fortement corrélés avec les taux d'infection et conduisent a des hypothéses sur les
réponses immunitaires nécessaires pour la protection contre le VIH-1 comme
amélioration de la sélection des criteres de vaccination. Ces observations suggérent
que les anticorps induits reconnaissent des épitopes conformationnels dans le motif
V1N2, cette structure étant déja connue pour sa reconnaissance par des anticorps
conformationnels.

D’autres études complémentaires ont été réalisées suite a cet essai vaccinal. Tout
d'abord, il a été démontré que le ratio des IgA/IgG spécifiques de I'enveloppe du VIH-
1 est directement corrélé au risque d'infection, ce qui suggére que pour certaines
spécificités, I'équilibre des IgA et des IgG anti-enveloppe est susceptible d'influer sur
l'efficacité du vaccin. | a aussi été démontré que les AcM IgA isolées de sujets
vaccinés par le RV144 peuvent inhiber la liaison des IgG qui ciblent les mémes
épitopes induits par le vaccin et bloquer leur activit¢ ADCC [332]. L’interférence des
IgA avec les fonctions des IgG a déja été décrite dans 'immunité de I'hdte contre les
bactéries, pour la régulation des autoanticorps et pour l'activitt ADCC des cellules
infectées par I'EBV dans le cadre du cancer du nasopharynx [341]. Toutefois, ce
mécanisme a été décrit la premiére fois pour des IgA induites par un vaccin et surtout
quel type d’'lgA dans les études de Tomaras et al. [332].

Dans cette étude, deux AcM, CH38 et CH57, ont été purifiés chez le méme sujet
vacciné. CH38 est une IgA2 possédant une affinité significativement plus élevée pour
la protéine d’enveloppe que l'anticorps CH57 (IgG1). Les deux AcM se lient a la
région C1 de la gp120. Une IgA pourrait donc avoir une affinité plus élevée pour son
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épitope qu'une IgG pour le méme épitope. Il a été récemment décrit que la version
IgA2 du 2F5 avait une affinité (ou avidité) plus élevée pour son épitope que la forme
native IgG [342]. Une autre étude a également démontré qu'un anticorps d’isotype
IgA avait une affinité ~10 fois plus élevée qu'une IgG mAb (mAb anti-tubuline du
sérum d'un patient atteint d’'un lymphome) [343]. Ces données indiquent que les
isotypes des anticorps peuvent influencer l'affinité ou l'avidité et suggerent qu'il peut
y avoir des différences dans la structure secondaire de la région constante dans le
domaine CH1 et, éventuellement, les interactions avec VH ainsi que dans la longueur
de la région charniere pouvant influencer les propriétés de liaison des anticorps. Des
études de suivi de I'essai RV 144 sont en cours (RV305, RV306) pour rechercher la
présence d'anticorps muqueux spécifiques.

En effet, les réponses immunitaires muqueuses n'ont pas été décrites lors de cet
essai. En fait, trés peu d'essais cliniques humains ont étudié les réponses
immunitaires muqueuses a la suite d’'une vaccination contre le VIH-1 sans doute a
cause de la difficulté méthodologique de mesurer ces réponses et de la multitude de
coinfections. Le premier rble protecteur des anticorps neutralisants au niveau
muqgueux a été démontré lors de transfert passif de primates non-humains (PNH), a
laide des anticorps neutralisants 2F5 et 2G12 contre les protéines gp41 et gp120.
Ces premiéres études ont suggéré que les titres sériques élevés d’anticorps
neutralisants sont généralement nécessaires pour la protection contre l'infection des
muqueuses par le SHIV a forte dose [292, 344]. Plus récemment, il a été observé
que les faibles titres d'anticorps neutralisants présents dans le sérum protégeaient
également contre des immunisations muqueuses répétées de SHIV a faible dose.
Une étude récente sur les femmes ESN a mis en évidence que I'exposition a un
partenaire infecté par le VIH avec une faible charge virale plasmatique favorise
linduction d’lgA neutralisantes au niveau cervico-vaginal, pouvant contribuer a
réduire la contamination par le VIH-1[345].

Enfin, une protection compléte in vivo chez les PNH a été récemment décrite suite a
ladministration systémique des anticorps 2F5 et 4E10 [346]. Ces anticorps anti-
MPER neutralisants sont déja connus pour leur capacité a bloquer la transcytose et
linfection cellulaire in vitro [107], comme ce qui a été décrit pour les IgA muqueuses
des ESN [2].

Un récent essai vaccinal chez les primates non humains a conduit a la production
d’anticorps muqueux qui protegent les PNH contre une immunisation par voie
vaginale avec des virus hétérologues [300]. 5 macaques sur 6 vaccinés par voie
intramusculaire (premiére injection) et par voie nasale (rappel) étaient entierement
protégés. La protection est corrélée avec la présence d’SIgA vaginales anti-gp41 non
neutralisantes capables d’'inhiber la transcytose et dotées d’activitte ADCC. Ces
résultats ont clairement remis en question le paradigme que la protection muqueuse
contre la transmission sexuelle du VIH-1 exige la présence d’lgG sériques avec une
capacité de neutralisation virale. Cette étude a permis linitiation d’'un essai vaccinal
de phase | chez des jeunes femmes non infectées. L'immunisation intramusculaire
puis intranasale par des virosomes contenant le peptide P1 représentant la région
MPER et la région HR1 a permis la production IgA circulantes et muqueuses dans
lintestin et le vagin ainsi que des IgG circulantes spécifiques [347]. Les anticorps
produits, notamment les IgA muqueuses étaient capables de bloquer la transcytose
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mais ne présentaient aucune activité neutralisante. Ces résultats confirment les
précédents chez les PNH [300] et lutilisation de la gp41 lors d’'une stratégie
vaccinale pour induire des anticorps neutralisants muqueux et réduire le taux de
transmission sexuelle.

Ces observations suggérent que la gp41 est un immunogéne intéressant pouvant
étre inclus dans les vaccins prophylactiques anti-VIH-1. La gp41 est mieux
conservée que la gp120 et intervient dans le processus de fusion avec la membrane
de la cellule cible. La gp41 comporte également le motif de fixation de récepteurs
muqgueux conservé utilisé par le VIH-1 pour la liaison au galactosyl-céramide présent
a la surface des cellules épithéliales et dendritiques. Cet immunogéne a été intégré
dans un candidat vaccin développé par 'équipe de M. Bomsel conjointement avec la
société suisse Mymetics et visant a stimuler des réponses muqueuses anti-VIH1.
[347]. Ce motif ainsi qu'un trimére de la gp41 recombinante ont été exprimés a la
surface de virosomes. Les liposomes ayant une double fonction. D’une part ils
permettent une présentation de la protéine dans un contexte lipidique mimant la
membrane bicouche lipidique ce qui est primordial pour la reconnaissance des
anticorps [112]. D’autre part les virosomes peuvent étre considérés comme des
adjuvants.

Aujourd'hui, il est largement admis que les anticorps avec diverses fonctions
antivirales et de différents compartiments pourraient jouer des réles complémentaires
pour une protection optimale [28].

7- Conclusions

Les échecs des essais vaccinaux ont permis d’entrevoir des pistes trés prometteuses
pour l'induction des réponses immunes protectrices efficaces contre le VIH. En effet,
les DNA-adénovirus ou DNA-MVA en primo-administration présentent la capacité
d'induire des réponses protectrices. D’autres vecteurs peuvent étre envisagés
comme le CMV qui déclenche des réponses multifonctionnelles effectrices des
lymphocytes T de haute avidité [49]. Les VLP virosomaux gp41 semblent jouer un
réle important dans linduction des réponses muqueuses et permettent une
présentation des immunogénes comme les glycoprotéines dans des conditions
mimant fidelement le contexte membranaire [3, 314] et pourraient également jouer un
réle important. Bien qu'il soit imprudent de dire qu'un vaccin contre le VIH est proche,
les perspectives sont probablement encourageantes.
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Désignation

rgp160 (LAI)
rgp160 (llIB)

Env 2-3 (SF2)

rgp120 (lIB)
rgp120 (MN)

rgp120 (SF2)

rgp160 (MN)

rgp160(MN/LAI)

AIDSVAX gp120
(B/B)
AIDSVAX gp120
(BIE)
rgp120 (B/E)

rgp140 (E)

Ty p17/p14
VLPs
p24
Tat

P3C541b
HGP-30
V3 loop of gp120
V3 loop of gp120

gp120 C4-V3
Nef/lGag/V3
APL 400-003

APL 400-047
VIHA
VIHAc-1e

TCB-3B
vCP125

vCP205
vCP300
vCP1433
vCP1452

VCP1521 (E/B)
MVA-(A)

antigéne vaccinale (souche VIH)

(MN)
(MNJ/LAI)
(MN/GNES)

(MN/A244)
(SF2/CM235)
92THO23/LAI

(LAl

LAI)

lipopeptide Gag
p17 (LAl
(MN)
(15 souches)

(MN/EV91/RF/CANO)
Nef/Gag (LAI)V3 (BX08)
env/rev (LAI)

gag/pol (LAI)
Multiple épitopes (A)

gp160 (LAI)
Env, Gag, Pol (llIB)
gp160 (MN)
gp120 (MN) et TM gp41 gag et
protéase p15 (LAI)
gp120 (MN), TM gp41, gag
protéase p15 (LAI), nef et pol (LAI)
gp120 (MN), TM gp41, gag,
protéase p15 (LAI), pol et nef (LAI)
gp120 (MN), TM gp41, gag, pol
(protease) (LAI), pol et nef (LAI)
gp120 (92TH023), TM gp41 (LAI),
gag/protease p15 (LAI)
Polyépitope insert

Méthode de

production

Baculovirus/ cellule
dinsecte

Vaccine/ cellule Vero

Levure

Cellules CHO
Cellules CHO

Cellules CHO

Vaccine/ cellule Vero

Vaccine/ cellule BHK-
21

Cellules CHO

Cellules CHO
Cellules CHO

Vaccine/ cellule Vero

Levure

Cellules CHO
Escherichia coli

peptide synthétique
peptide synthétique
peptide synthétique
peptide synthétique

Polyvalent peptide
peptide synthétique
vecteur GeneVax®
vecteur GeneVax®
vecteur pTHr
Vaccine

Vaccine
Canarypox (ALVAC)

Canarypox (ALVAC)
Canarypox (ALVAC)
Canarypox (ALVAC)
Canarypox (ALVAC)

Canarypox (ALVAC)
MVA

Firme

MicroGeneSys
Immuno-AG

Chiron °/BIOCINE

Genentech
Genentech

Chiron/BIOCINE
Immuno-AG
Pasteur Merieux
VaxGen

VaxGen
Chiron

Aventis Pasteur

British Biotech

Chiron
B. Ensoli, ltal

United Biomedical

Viral
Technologies

United Biomedical
United Biomedical

Wyeth-Lederle
Bachem
Wyeth-Lederle

Wyeth-Lederle
MRC
Bristol-Myers

Therion
Aventis Pasteur

Aventis Pasteur
Aventis Pasteur
Aventis Pasteur
Aventis Pasteur

Aventis Pasteur

A. McMichael

Essai
clinique

Phase |
Phase |

Phase |

Phase |
Phase I/

Phase I/ll
Phase |
Phase I/ll
Phase lll

Phase llI
Phase Il
Phase I/l

Phase |

Phase |
Phase |

Phase |
Phase I/l
Phase |
Phase |

Phase |
Phase |
Phase |

Phase |
Phase |
Phase |

Phase |
Phase |

Phase I/l
Phase |
Phase |

Phase I/l

Phase I/
Phase |

Tableau 2: : Principaux candidats vaccin anti-VIH (essais cliniques). D’aprés [348]
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Projet de recherches et resultats
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Projet de recherche

Les muqueuses constituent la principale voie d’entrée du VIH-1 et 'administration du
vaccin au site de pénétration du virus est nécessaire pour I'induction d’'une immunité
muqueuse protectrice efficace. Les IgA jouent un réle fondamental dans la réponse
immunitaire au sein des muqueuses. Plusieurs travaux ont décrit le réle important
des IgA neutralisantes dirigées contre la région gp41 de lenveloppe du VIH [342,
347, 349- 350]. I a été démontré récemment qu'un protocole vaccinal basé sur
Iutilisation de virosomes entraine une immunité protectrice obtenue chez des
macaques apres une épreuve a l'aide de SHIV par I'induction d’'une réponse IgA anti-
MPER capable de prévenir l'infection [300]. Les sécrétions comme le lait ou la salive
de patients VIH" contiennent des concentrations importantes d’lgA neutralisantes
spécifiques de la gp41 [266, 345, 351]. Tres récemment, les propriétés neutralisantes
de l'anticorps 2F5 dirigé contre la gp41 ont été significativement augmentées grace a
la modification de son isotype IgG en IgA2 [331]. Cependant, les premiers corrélats
immunologiques de l'essai clinique THAI RV144 décrivent l'association entre la
présence d’IgA anti-V1/V2 monomériques au niveau du sérum des patients vaccinés
comme étant liee a un fort risque d’infection [339]. Aucune étude des sécrétions
muqueuses n'a été réalisée sur la présence ou labsence de réponses IgA
spécifiques dans ce protocole vaccinal. Enfin, la présence d’lgA muqueuses et
systémiques dirigées contre la gp41 a été observée aprés les premiéres semaines
de la transmission du virus [325]. Pourtant, peu aprés l'induction, cette production
d’lgA anti-gp41 diminue rapidement (de moitié au bout de 2 a 7 jours). Cette baisse
semble corrélée avec l'induction d’'un pic d'expression du facteur d’activation BAFF
des cellules B de la famille du TNF contribuant vraisemblablement a une premiére
réponse anticorps T-indépendante.

Depuis l'apparition de la pandémie du VIH-1, plusieurs groupes d’individus semblent
protégés contre une infection par le VIH-1. En effet, chez ces individus, aucune
infection par le VIH n'est détectée malgré I'exposition répétée de ces derniers au
virus, que ce soit dans le cadre des couples sérodiscordants (un des membres est
VIH") ou des prostituées, notamment dans certains pays d’Afrique ol la prévalence
du VIH est trés importante [345, 352]. L’émergence de ces groupes de sujets dits
Exposés Séronégatifs (ESN) a suscité beaucoup d’espoir dans la compréhension
des mécanismes immunologiques liés a leur protection. Ces individus présentent
plusieurs caractéristiques génétiques comme un polymorphisme du CCR5, CCR2
ainsi que du SDF1 ou de la protéine MBL. Ces caractéristiques sont a l'origine des
particularitts phénotypiques observées chez ces individus et donnent lieu a
lactivation de multiples mécanismes immunitaires qui permettent au systéme immun
de traiter le VIH comme un virus banal. Ces particularités génétiques se traduisent
donc par des profils d’expression de chimiokines comme l'augmentation de CCL2,
CCL4, CCL5 et CCL11 au niveau salivaire chez les ESN lors d’expositions orales
répétées [318, 320, 353]. Plusieurs études dont certaines initiées au sein de notre
laboratoire ont démontré la présence d’lgA sécrétoires neutralisantes capables de se
lier a différents épitopes de la gp16, notamment les épitopes trés conservés de la
gp120 comme la région V1/NV2 ou la région MPER de la gp41 [8-9]. Dans la
littérature, de nombreuses études rapportent donc des effets bénéfiques ou néfastes
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des IgA anti-VIH-1 suivant le compartiment dans lequel elles sont détectées, lisotype
de ces IgA ainsi que leur structure (monomérique, dimérique ou sécreétoire).

L’objectif de mon travail de theése a été d’étudier la fonction des IgA sécrétoires
dirigées contre la partie C-terminale de la gp41 du VIH-1 afin de pouvoir établir
lintérét potentiel de ces anticorps muqueux. Nous avons choisi d’étudier la réponse
dirigée contre la gp41 car peu d’études ciblent cette région de la glycoprotéine
d’enveloppe. La variabilité génétique du virus et les modes d’échappement mis en
place pour éviter et contourner les vagues de nouveaux anticorps produits par le
systéme immunitaire de I'hote poussent a une recherche plus fine d’immunogénes
conservés, fonctionnels et aisément accessibles a des anticorps neutralisants. Parmi
les antigénes répondant a ces critéres, se trouvent les glycoprotéines d’enveloppe
puisque ce sont les seuls motifs présents a la surface des particules virales qui
présentent plusieurs épitopes conservés. Le VIH utilise les glycanes pour masquer
les épitopes de la gp120 comme les boucles V1/VV2 ou le site de liaison du CD4 [354,
355]. Environ 50% de la surface de la glycoprotéine est recouvert de sucres qui
rendent la surface protéique sous-jacente masquée et inaccessible pour le systeme
immunitaire. Le virus est aussi capable de changer lemplacement de ces glycanes in
vivo [14, 83]. Ces changements donnent lieu a un bouclier de glycanes mouvant
avec des positions de glycosylation en continuel repositionnement ce qui permet au
VIH d’échapper aux réponses médiées par des anticorps neutralisants spécifiques de
la gp120. En plus de ce réle de bouclier immunitaire, les glycosylations sont aussi
une maniere de compenser les changements conformationnels de la glycoprotéine
d’enveloppe réalisés pour échapper aux anticorps neutralisants. Toutefois, des
épitopes conservés sur plusieurs clades sont présents sur la glycoprotéine
d’enveloppe au niveau de la gp41. En effet, la Membrane Proximal Ectodomain
Region (MPER) est accessible durant les processus d’infection et ne présente pas de
masquage par la glycosylation puisqu’il N’y a que 4 sites de glycosylation sur la
totalité de la gp41 dont un seul sur la région MPER en position D674 [15].

Durant mon travail de thése, jai étudié dans un premier temps la prévalence des
réeponses IgA anti-MPER au niveau muqueux dans une cohorte de sujets ESN pour
la comparer a celle d’individus HIV® et HIV". Nous avons notamment caractérisé
lactivité neutralisante de ces IgA dirigées contre la région MPER. Cette étude
préliminaire a permis de démontrer l'intérét majeur de ces IgA anti-MPER dans
Fimmunité des ESN notamment gréace a leur capacité a neutraliser le virus in vitro.
Nous avons pu confirmer cette prévalence des IgA anti-gp41 au niveau muqueux
chez des individus d’'une cohorte ANRS du Burkina Faso (AO ANRS 1285 (a et b)).
En effet nous avons étudié la présence d’IgA anti-gp41 dans des lavages
cervicovaginaux de femmes coinfectées par le VIH et le HSV afin de corréler cette
présence a un réle protecteur potentiel ou permettant la chute de la charge virale.
Nous avons pu observer que 83,3 % des femmes présentant des SIgA anti-gp41
étaient sujettes a une chute de la charge virale dans leur sécrétion cervicovaginale.
Ce qui peut suggérer un role potentiel de ces anticorps.

Ce travail a donné lieu a une premiére publication dans AIDS.

65



La seconde partie de mon travail de thése a consisté en la génération in vivo d’IgA1
dirigées contre la partie C-terminale de la gp41, afin de les caractériser et étudier
leurs propriétés antivirales potentielles. Pour ce faire, nous avons utilisé le modéle
murin a1Kl générant des IgA1 humaines chimériques développées par 'équipe de M.
COGNE (UMR CNRS 6101 a luniversité de Limoges) [356]. L'utilisation de ce
modéle murin permet d’obtenir un répertoire diversifié d’anticorps. Ces souris
transgéniques humanisées produisent des anticorps a forte affinité et peu
immunogénes capables d’étre intégrés dans des essais thérapeutiques sur des
modeéles animaux comme les macaques lors d’administration de SHIV [357-358].
Ces souris ont ét¢ immunisées a laide d’une lignée cellulaire HEK293gp41™MsP
développée et validée au sein de notre groupe de recherche. Cette lignée a la
particularité d’exprimer a sa surface la gp41 dans sa forme conformationnelle. Les
anticorps monoclonaux d’isotype IgA1 chimériques ainsi obtenus ont ensuite été
caractérisés pour étudier leur capacité de liaison et leur fonctionnalité antivirale.

Cette seconde partie sera soumise a publication dans PNAS.

Résultats

A. Etude fonctionnelle des SIgA dirigées contre la gp41 dans une cohorte de sujets
ESN

Les IgA sécrétoires (SIgA) peuvent protéger l'organisme contre l'infection par le VIH
grace a divers mécanismes, comme la neutralisation directe [5, 6, 314, 326, 359-
360], linhibition de la transcytose [2, 314, 361-363], la neutralisation des virus
intracellulaires [1, 364] ou le blocage de l'entrée du VIH présent dans la lumiére
épithéliale [190]. II| a été démontré que les SIgA peuvent neutraliser des isolats
primaires de VIH-1 chez les patients infectés, mais aussi chez les sujets exposés
séronégatifs (ESN) [9, 313, 324, 365-366]. Ces anticorps neutralisants sont dirigés
contre les différentes régions-clé a la surface de la gp160 comme le site super
antigénique de la gp120 et le site de liaison au CD4 [321, 367-368]. Nous avons déja
montré que la salive parotidienne d’ESN contient des IgA neutralisantes anti-V1/\V2.
De plus, des SIgA neutralisantes dans les sécrétions cervicovaginales d’ESN ciblant
les épitopes QARILAVERY et QARILAV dans la région en super hélice de la gp41,
ont été décrites précédemment [5, 326]. Jusqu'a présent, aucune étude n’a décrit le
role des SIgA muqueuses naturelles anti-MPER chez les patients VIH* et chez des
sujets ESN et notamment leur implication dans la protection par neutralisation du
VIH. C’est l'objectif de ce premier travail décrit ci-dessous qui est sous presse dans
AIDS (juin 2013).
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Secretory IgA specific for MPER can protect from
HIV-1 infection in vitro

F. Benjelloun®, R. Dawood?, S. Urcuqui-Inchima®, B.
Chanut®, B. VerrierS, F. Lucht®, C. Genin* and S. Paul®

This preliminary study was performed to assess the
neutralization activity of anti-MPER-SIgA from
parotid saliva in 88 HIV+ patients, in 5 ESN and
in 5 seronegative volunteers. 48.9 % of the HIV+
patients and 100 % of ESN subjects showed anti-
gp41 SIgA. 25.6 % of anti-MPER SIgA from HIV+
patients and 100 % from ESN subjects neutralized
efficiently HIV-1 primary isolate SF162 (IC 50).
The neutralization activity is maintained for much
lower concentrations in ESN than in HIV+
secretions.

Antibodies of the IgA class are major components of the
immunological defenses present at mucosal surfaces. 90%
of sexual transmission of HIV occurs across the mucosa.
Secretory IgA (SIgA} can protect the organism against
HIV infection by distinct mechanisms such as direct
neutralization, [1—6], inhibition of transcytosis [4,7-10],
intracellular virus neutralization [11,12] or preventing
HIV entry through the epithelial lumen [8]. SIgA have
been demonstrated to neutralize primary isolates of HIV-
1 in infected patients but also in exposed seronegative
(ESN) subjects [13—17]. These neutralizing antibodies are
directed against different key regions on the gp160 surface
like the superantigenic site on gp120 and the CD4
binding site [18—-20]. We have previously shown that
parotid saliva from ESN contains neutralizing V1/V2-
specific IgA [21,22]. Functional neutralizing SIgA in
cervico-vaginal secretions from ESN that target the
features QARILAVERY and QARILAY, epitopes within
the coiled-coil region of gp41, have been previously
described [2,6]. Immunization of macaques with viro-
somes containing this peptide leads to protection by
producing gp41-specific SIgA in genital secretions [23].
The QARILAVERY and QARILAV patterns correspond
to the immunosuppressive epitope on gp41 [24] but this
fact is not discussed in terms of the neutralizing effect of
the SIgA antibodies directed against themin [2,6]. MPER.
is a highly conserved region on gp41 protein involved in
the early stages of attachment and infection of HIV-1
[25]. This region includes the epitopes of well-described
human IgG neutralizing MAbs as 2F5, 4E10, Z13 [26—
28] and a recently described antibody, 10E8, which is the
broadest and most potent antibody that has been observed
so far [29]. The involvement of a specific-MPER. SIgA
blocking transcytosis by recognition of the neutralizing

DOI:10.1097/QAD.0b013e3283632eal

epitope ELDKWA have been demonstrated [30]. Until
now, few studies have described the role of natural
mucosal anti-MPER SIgA in HIV+ patients and in ESN
subjects and their involvement in the protection by
neutralization of HIV.

Parotid saliva was sampled from 88 HIV+ patients, from 5
ESN subjects (14 women and 79 men) from the
Department of Infectious Diseases, University Hospital,
Saint-Etienne, France and from 5 HIV- subjects. The
purification of SIgA was performed on parotid saliva to
avoid contamination by serum antibodies that can be
present in total saliva [17,21]. Residual IgG and IgM were
depleted from parotid saliva by affinity using Dyna-
beads® Protein G {Life technologies, Paisley, UK) {data
not shown). The SIgA directed to conformaticnal gp41
was detected by immunofluorescence with gp41 trans-
fected HEK 293 cells (HEK 293gp4 1™} [31] (Sup. Fig.
S1, heep://links Iww.com/QAD/A283). This strategy has
the advantage to select only SIgA recognizing preferen-
tially conformational and glycosylated epitopes instead of
linear epitopes using synthetic peptides [32,33]. 2F5, 3D6
and 4E10 mAb (Polymun Scientific, Vienna, Austria)
which bound to HEK 293gp41MSD were used as positive
controls. 48.9% (43/88) of the HIV+ patients and 100%
(5/5) of the ESN subjects presented SIgA that bound
specifically to the transfected cells. From saliva with anti-
gp41 SIgA, the MPER -specitic SIgA were purified using
affinity with magnetic beads (Dynabeads®) engrafted
with 6XHistagged MPER peptide (NT-"*"ELLELDK-
WASLWNWENITNWIWYIK-6xH*CT, Millegen,
Toulouse, France). A control western blot assay was
performed to confirm the integrity of the purified SIgA
(Sup. Fig. S2, http://links Iww.com/QAD/A283). The
capacity of total anti-g41 saliva diluted to 1/100 (SIgA
median concentration was 29 ng/ml (7—70) in HIV-+and
45ng/ml (32—60) in ESN) and of anti-MPER SIgA to
inhibit the infection of activated PBMC by a SF162
primary isolate {NIH AIDS Research and Reference
R eagent) were tested with a 100 TCID50 dose [16]. The
percentage of neutralization was calculated as the
reduction of p24 production obtained after infection.
Gp41-specific SIgA were neutralizing using IC 50 and IC
80, respectively, in 58.1% (25/43) and in 25.6 % (11/43)
of HIV+ patients versus 100% (5/5) and 60% (3/5) of
ESN and 0 % (0/5) of HIV- subjects (Fig. 1a). The anti-
MPER SIgA were neutralizing in 41.9% (18/43) and
25.6% (11/43) of the HIV+ patients versus 100% (5/5)
and 60% (3/5) of ESN and 0 % (0/5) of HIV- (Fig. 1b).
After quantification of SIgA in selected saliva by ELISA
technique [34], the dose response with serially diluted
antibody was studied in 5 HIV+ patients and in the 5
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Fig. 1. Neutralization activity of parotid saliva SIgA specific to gp41 and to MPER on SF162 primary HIV-1 isolate (a) Percentage
of neutralizalion activity of anti-gp41 SIgA diluted 1/100 from HIV+ patients, ESN subjects and HIV- subjects. 4E10 was used as
positive control. (b) Percentage of neutralization of anti-MPER SIgA diluted 1/100 from HIV+ patients, ESN subjects and HIV-
subjects. 4E10 was used as positive control. (c) Percentage of neutralization of anti-gp41 SIgA at decreasing dose in HIV+
patients. (d) Percentage of neutralization of anti-gp41 SlgA at decreasing dose in ESN subjects. Statistics were calculated using a

student f test.

ESN subjects. The neutralizing activity of anti-gp41 SIgA
from the HIV+ patients decreased progressively from
0.24 to 0.04 wg/ml, by contrast, in the ESN, anti-gp41
SIgA values observed were significantly higher than IC50
until the lowest concentration tested (0.02 pg/ml)
(Fig. 1¢ and d).

The MPER segment of the gp41 expressed on the surface
of HIV particles plays an important role in the fusion of
viral and cellular membranes during infection process
with HIV-1 [35,36]. The anti-MPER IgA from the

parotid saliva of ESN subjects has a high neutralization
activity even at very low concentrations (pg/ml) while the
most neutralizing monoclonal IgGs, directed to MPER,
4E10 and 2F5, neutralized SF162 at 1 and 1.4 pg/ml,
respectively, for the IC80 and 720 and 556.4 ng/ml,
respectively, for the IC50 (Sup. Fig. S3, http://links.
Iww.com/QAD/A283).

Neutralization assays will need to be performed with
other strains to confirm these results but the scarcity of
ESN subjects and the low volume of parotid saliva samples
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limited this study. Several data showed that the ESN state
depends on various factors such as genetic polymorphism
in the regulatory region of the CCR5 or CCR2 genes,
the intensity of the mannose-binding lectins or of DC-
sign expression [37]. The activation of CD8+ lympho-
cytes and the secretion profile of CC-chemokines in
CD4+4 lymphocytes can be involved in reducing HIV
susceptibility in ESN subjects. Concerning mucosal
immunity in ESN subjects, studies are very controversial
since the absence [38,39] or the presence of neutralizing
SIgA were described [1,10,40] and in some of them, anti-
gp41 SIgA was demonstrated [7,23,30]. This preliminary
study shows the neutralizing effect of parotid salivary
SIgA to MPER in ESN subjects suggesting that they
could be associated with protection, even if a more
important cohort has to be recruited to gather further data
and to confirm our observations. Successful vaccine
development will need to stimulate a mucosal immune
response and thus the factors that prevent HIV infection
in ESN state patients/individuals.
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Lors de cette étude nous avons recherché le réle protecteur des SIgA anti-gp41
issues de salives parotidiennes provenant d’individus ESN. Nous avons, dans un
premier temps, sélectionné les individus selon la capacité de leurs SIgA salivaires a
reconnaftre la gp41 conformationnelle. Nous avons utilisé la lignée HEK293gp41™MP
développée dans notre laboratoire afin d’évaluer 'immunoréactivité de ces salives
par immunofluorescence. Nous avons pu constater que 100% des sujets ESN
étudiés présentent des SIgA capables de se lier spécifiquement a la gp41 dans cette
configuration contre 43% chez des patients HV*. Aucun patient séronégatif ne
présente de reconnaissance de cette lignée cellulaire (cf. Figure supplémentaire S1)

Figure S1: Screening de différentes fractions de SIgA (500 ng) sur la lignée HEK
293gp41™P par microscopie a fluorescence. 2F5 (A) and 3D6 (B) ont été utilisés
comme contrOles positifs et révélés par un anticorps polyclonal de chévre anti-IgG
humaine couplé a la FITC (Paris-biotech, Compiégne, France). L'immunoréactivité
des SIgA totales purifiées des patients HIV* (C, D), ESN (E) ou séronégatifs (F) est
testée et révélée par un anticorps de lapin polyclonal anti-lgA humaine couplé a la
FITC (Paris-biotech). Les SIgA des HIV' et ESN se lient spécifiquement au HEK
293gp41MP. Aucun bruit de fond n'a été observé avec les salives HIV".

Afin de limiter les pertes d'lgA durant les étapes de purification, nous avons réalisé
un tri négatif en déplétant totalement les IgG grace a des billes magnétiques
recouvertes de protéine G. Les anticorps dirigés contre I'épitope MPER ont été
purifiéegs en incubant les fractions d’lgA totales avec des billes magnétiques
recouvertes de MPER (séquence 6Xhis). Le rendement de cette technique de
purification est optimal puisquaucune IgA anti-MPER n’est récupérée aprés une
deuxieme incubation des fractions de lavage. La structure de 'antigéne gp41 pour la
sélection des SIgA pourrait étre améliorée en greffant des molécules plus complexes
et conformationnelles comme les membranes de cellules HEK293gp41“SP sur des
supports hydrophobes afin de purifier ces SIgA par SPR. L’intégrité des SIgA anti-
MPER purifiees a été vérifiée par Western-blot en conditions dénaturantes mais non
réduites (cf. Figure supplémentaire 2).
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FIG S2: Les salives parotidiennes totales, les SIgA totales et les SIgA anti-MPER ont
été Vérifiees par western-blot. H7 qui est une IgA monoclonale anti-gp41 a été
utilisée comme contréle positif. Les fractions ont été chauffées en NUPAGE® LDS
(Lithium dodecyl sulfate) mais pas réduites. La séparation a été réalisée sur gel
NUPAGE® Novex® 10% Bis-Tris Gel (Life technologies). Les anticorps ont été
révélés par un des anticorps polyclonaux anti-chaine lourdes et anti-chaine légéres
humaines couplés a la HRP. L'intégrité des SIgA présentes dans les différentes
fractions a été confirmée. On observe pour la salive parotidienne et les SIgA totales
des bandes a 25kDa correspondant aux chaines légeéres, les bandes a 70kDa
correspondant aux chaines lourdes, les molécules de SIgA apparaissent a 170kDa.
Concernant la fraction des SIgA anti-MPER, on n‘observe que la bande
correspondante ala molécule compléte.

Nous avons pu constater que les IgA anti-MPER des sujets ESN présentent des
capacités neutralisantes tres fortes sur l'isolat primaire SF162 et méme a de trés
faibles concentrations d’anticorps (de lordre du pg/ml). Ces résultats concordent
avec les données obtenues dans différentes études décrivant I'effet neutralisant des
IgA dans le compartiment muqueux. Une forte activité neutralisante des SIgA a été
observée chez 58% des patients HIV' mais aucune corrélation clinique n'a pu étre
observée. En effet, des parameétres comme le sexe, la durée d’infection, la charge
virale, le taux de lymphocytes T CD4", les co-infections ou les traitements suivis ont
été analysés a l'aide de tests statistiques multiparamétriques chez ces patients. Ces
résultats doivent étre confirmés par des tests de neutralisation sur différentes
souches virales. L’étude d’une cohorte ESN plus importante doit également étre
réalisée. La rareté des ESN et les faibles volumes d’échantillon de salives ont limité
notre étude. Il parait également crucial d’étudier la prévalence de ces anticorps dans
d’autres sécrétions muqueuses comme les lavages cervico-vaginaux et le sperme de
sujets ESN.

L’ADCC (Cytotoxicité a Médiation Cellulaire Dépendant des Anticorps) et L'ADCVI
(L’Inhibition Virale a médiation Cellulaire Dépendant des Anticorps) sont deux
mécanismes qui relient limmunité innée et adaptative. Elles impliquent des cellules
effectrices notamment des NK capables de médier la lyse cellulaire. En effet
linteraction du domaine Fc des anticorps avec le récepteur FcyR a la surface des
cellules va déclencher une série d'événements qui conduisent a la destruction de la
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cellule infectée via des granules cytotoxiques (perforine, granzyme) ou une voie de
mort dépendant du récepteur Fas / FasLigand ou TNF / TNFR. Cependant TADCVI
n'est pas limitée a la lyse des cellules cibles, comme pour TADCC. Elle englobe
plutdt plusieurs mécanismes capables d’inhiber la réplication du virus. Toutefois,
malgré le réle crucial de ces mécanismes, les épitopes capables de les activer sont
peu connus [333, 369]. I a été démontré que des macaques immunisés par
lenveloppe présentaient des cellules B mémoire capables de produire au niveau
muqgueux des IgA pouvant induire 'ADCVI ainsi que linhibition de la transcytose
[310]. Lors de cette étude, les premiéres IgA produites étaient dirigées contre la gp41
et non contre la gp120. Il serait trés intéressant de pouvoir étudier les fonctions
ADCC et ADCVI in vitro. L’activité d’inhibition de la transcytose peut étre aussi
étudiée in vitro en adaptant un modele épithélial en monocouche déja développé au
sein de notre laboratoire. Ce modéle permettra d’investiguer la capacité de ces SIgA
a inhiber le passage des cellules infectées et ou des particules virales du pdle apical
vers le pble basal. Afin de différencier les réponses humorales selon le compartiment
immunitaire, il parait intéressant de pouvoir étudier les IgA produites dans
lorganisme au niveau muqueux comme dans le lait, les lavages cervicovaginaux
ainsi que dans le sérum. Il serait particulierement intéressant de différencier les
allotypes de SIgA (SIgA1 et SlgA2) ainsi que la structure de la SIgA (monomérique,
dimérique ou sécrétoire) pour l'étude de chaque fonction dans les différentes
sécrétions. Cette distinction entre les réponses systémique et muqueuse pourra nous
indiquer la nature de cette protection s’il s’agisse d’'lgA induites localement a la suite
d’'une exposition muqueuse répéetée ou a une protection au sein des deux
compartiments immunitaires comme décrit dans la littérature chez les ESN [5].

Parmi les patients étudiés dans notre étude, deux présentaient un profil de Long
Term Non Progressor (LTNP). Les LTNP sont des patients qui, malgré une infection
chronique par le VIH et sans ftraitement antirétroviral, présentent un taux de
lymphocytes T CD4" normal ainsi qu'une charge virale indétectable sur plusieurs
années. La salive parotidienne de ces deux patients contient des SIgA anti-gp41. Les
SIgA purifiees présentaient une activité neutralisante parmi les plus importantes, ce
qui classe ces individus parmi les « Elite » neutraliseurs de notre cohorte. Il serait
donc particulierement intéressant de rechercher ces SIgA anti-gp41 dans une
cohorte de LTNP afin de pouvoir discuter d’'un possible corrélat de protection lié a la
présence de ces anticorps.

Enfin, il parait étre nécessaire de pouvoir étudier de maniére plus large la
reconnaissance des SIgA vis-a-vis d’une librairie plus large d’antigénes comme des
formes délétées de MPER ou présentés a la surface de virosomes. Les études de
Walker et al. [234] ont permis, en alliant différentes technologies lors des tests de
neutralisation ainsi que les séquengages, de générer et de caractériser des anticorps
monoclonaux comme le PG9 et le PG16 ainsi que d’autres familles d’anticorps
comme les HAADs dont le pouvoir de neutralisation est trés large et capables de
neutraliser in vitro, jusqu'a 80% des souches VIH circulantes a travers le monde.
Cette étude peut étre une perspective intéressante pour notre projet. Nous avons
démarré au laboratoire des études visant a sous-cloner le répertoire de cellules B
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mémoire circulantes chez différents individus (ESN, LTNP et primo-infectés) en
collaboration avec la société Dendritics. Nous espérons pouvoir isoler des
plasmocytes a IgA (voir a IgM) d’intérét. Plusieurs données ont montré que I'état
d’ESN dépend de divers facteurs tels que le polymorphisme génétique dans la région
réegulatrice des genes CCRS ou CCR2, lintensité des lectines liant le mannose ou
d'expression de DC-SIGN [318]. L'activation des lymphocytes CD8" et le profil
sécrétoire de chémokines-CC dans les lymphocytes CD4" peuvent étre impliqués
dans la réduction de la virulence du VIH chez les sujets ESN. Le rble protecteur des
SIgA chez les sujets ESN, reste trés controversé. En effet des études rapportent
l'absence [351, 370] ou la présence de SIgA neutralisantes [345, 359, 363].Certaines
d’entre elles sont des IgA anti-gp41 [2, 300, 350]. Cette étude préliminaire confirme
l'effet neutralisant des SIgA salivaires parotidiennes chez les ESN, suggérant qu'ils
pourraient étre associés a la protection. Nous souhaitons également étudier de fagon
similaire le role protecteur d’autres anticorps muqueux, les SigM.

En paralléle a ce travail, nous avons eu la possibilité de rechercher ces SIgA anti-
gp41 dans le cadre d’'une étude ANRS en collaboration avec I'équipe de Ph Van de
peere a Montpellier. Cette étude portait sur la prévalence des IgA anti-gp41 au
niveau vaginal dans une cohorte de femmes burkinabées (AO ANRS 1285 (a et b)).
Nous avons étudié la présence d’IgA anti-gp41 dans les lavages cervicovaginaux de
femmes coinfectées par le VIH et le virus HSV afin de corréler cette présence a un
role protecteur potentiel et/ou permettant la dissémination virale. Les résultats
préliminaires de cette étude ont démontré que sur les 30 échantillons testés, 20%
d’entre eux présentaient des IgA capables de reconnaitre spécifiquement la lignée
cellulaire HEK293gp41MP par immunofluorescence. Aucun de ces échantillons ne
présentait de reconnaissance de la gp120. Parmi les patients présentant des SIgA
anti-gp41, 33% présentaient au moins 2 disséminations virales durant leur suivi
biologique. Cependant, seul 3% des patients qui ne présentaient pas de
dissémination virale avait des anticorps SIgA anti-gp41. Cette étude préliminaire
confirme la prévalence de ces SIgA anti-gp41 et semble indiquer un potentiel role
fonctionnel de ces anticorps. Cette étude va étre complétée sur une cohorte plus
importante. Cette étude pourrait permettre de démontrer que les SIgA présentes
dans les sécrétions protégent localement contre de multiples infections.

Durant cette premiére partie, nous avons démontré l'intérét des SIgA dirigées contre
la gp41. Nos travaux préliminaires semblent indiquer un réle potentiellement
protecteur de ces anticorps. Cependant, ces anticorps arrivent sans doute trop
tardivement au cours de la primo-infection et ne peuvent donc pas participer a la
protection contre l'infection. Il parait donc important d’essayer de les produire in vitro
afin de pouvoir les utiliser comme agent thérapeutique afin de limiter la prolifération
du virus. Il parait également crucial de définir précisément les épitopes reconnus par
ces anticorps afin de pouvoir essayer de les induire dans une stratégie vaccinale
prophylactique anti-VIH.
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B. Développement d'IgA humanisées dirigées contre la gp41

Ces travaux vont étre soumis a PNAS.

Nous avons pu démontrer dans la premiére partie de mon travail de thése, les
propriétés neutralisantes et potentiellement protectrices des SIgA dirigées contre la
gp41. De plus, les études de Bomsel et al sur le peptide P1 de la gp41 indiquent que
les IgA dirigées contre ce peptide peuvent conférer une protection chez des
macaques apres l'administration vaginale de SHIV. L’'immunogénicité de cette
approche a été démontrée au cours d’'une phase | [300, 347]. D’autres études ont
démontré la présence d’IgA systémiques et muqueuses chez des macaques
immunisés par I'enveloppe du SIV et du VIH. Les premiers anticorps produits lors de
ces immunisations présentaient une spécificité vis-a-vis de la gp41 uniquement et
avaient différentes propriétés fonctionnelles de type ADCC et ADCVI anti-VIH ainsi
que la capacité de bloquer linhibition de la transcytose in vitro [310]. La partie C-
terminale de la gp41 abrite plusieurs épitopes trés importants comme la région
MPER, I'épitope de Kennedy ainsi que le complexe de fusion [88]. MPER est une
région hautement conservée de la gp41 qui est impliquée dans les premiéres étapes
de l'attachement et de linfection par le VIH. Cette région comprend les épitopes
d'lgG humaines neutralisantes comme la séquence ELDKWA pour l'anticorps 2F5,
WF (N/D) pour 4E10, Z13 [110, 371] et un anticorps neutralisant a large spectre
récemment décrit le 10E8 [109]. La plupart des AcMNL décrits pour neutraliser le VIH
sont des IgG. Peu d’études décrivent le réle des SIgA anti-MPER et leur implication
dans la protection et/ou la neutralisation du VIH au niveau muqueux. Au sein de
notre équipe, différents travaux ont permis de décrire les réponses IgA dirigées
contre la glycoprotéine d’enveloppe gp120 dans la salive parotidienne et le sérum de
patients VIH" et de sujets ESN [8-9, 301]. La difficulté lors de I'étude des réponses
muqueuses chez les ESN et les VIH' est de pouvoir disposer d’une quantité
d’anticorps suffisante pour pouvoir réaliser les différents types de test de
caractérisation. Les échantillons de salives et de lavages cervicovaginaux sont en
faibles quantités et peu concentrés en immunoglobulines ce qui limite 'exploration
des SIgA. I parait donc nécessaire de pouvoir produire ces anticorps in vitro en
générant des hybridomes aprés immortalisation de lymphocytes B. Ces lymphocytes
peuvent étre d’origine humaine ou animale mais cette approche est limitée par la
rareté et la difficulté d’obtenir des lymphocytes B muqueux notamment chez
Flhomme. En effet, aucune étude a ce jour n'a permis de décrire I'obtention de
plasmocytes des muqueuses a partir de biopsie humaine.

A ce jour, aucune IgA anti-VIH n’a pu étre produite a partir d’'un hybridome aussi bien
chez 'homme que chez la souris. Afin de limiter 'immunogénicité de ces anticorps,
nous avons utilisé le modéle murin a1kl humanisé permettant de produire des IgA1
chimériques humaines. Ce modéle de souris a été développé par I'équipe de M.
Cogné a Limoges. La forme chimérique consiste a insérer un géne constant humain
y1 ou a1l en aval des clusters V, D et JH du locus IgH de la souris. Ces animaux
permettent d’obtenir aprés fusion, des hybridomes spécifiques de I'immunogéne,
permettant, dés le stade des hybridomes initiaux, les tests fonctionnels propres a
lisotype souhaitée [356]. Ces souris transgéniques humanisées constituent un outil
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trées performant permettant la production d’un nombre important d’anticorps de forte
affinité et spécificité ainsi que de faible immunogénicité [357-358]. Ce modeéle est une
alternative de choix aux hybridomes dérives de sang humain qui n‘ont jamais
démontré leur capacité a produire un hybridome IgA anti-VIH humain.

Une premiére étude a été réalisée au sein de notre équipe sur les souris a1KI.
L’immunisation de ces souris a permis la production d’une IgA dirigée contre le site
de clivage de la gp41 et de la gp120 aprés immunisation avec une protéine de fusion
MBP comprenant une partie de la gp120 et de la gp41. Cette IgA reconnait un
épitope linéaire et posséde la capacité de neutraliser in vitro différentes souches de
laboratoire et primaires du VIH-1. Le caractére neutralisant de cette IgA obtenue a la
suite d’une immunisation a l'aide d’une protéine non glycosylée (car produite chez E.
coli), nous a poussé a améliorer notre stratégie d'immunisation. Lors de mon travail
de thése, nous avons choisi d’immuniser ces souris avec la lignée HEK293gp4 '™sP
afin de générer des IgA fortement neutralisantes car ciblant des épitopes
conformationnels localisés dans la gp41.
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Abstract: The presence of IgA that can neutralize HIV-1 in vitro has been described at
the systemic and mucosal levels of HIV-1 infected patients. Recent studies have
shown that some individuals who are highly exposed to HIV-1 but persistently HIV-1
seronegative have mucosal IgA HIV-1-specific antibodies that are able to neutralize
HIV and block the transcytosis. SIgA are involved in different types of mechanisms
such as immune exclusion, neutralization, ADCC, viral aggregation and induction of
cellular response. That suggests that antibodies of IgA isotype have the potential to
neutralize mucosal transmission what represents the majority of cases of HIV
infection. In serum and saliva, the anti-HIV IgA response is predominantly against the
envelope protein of HIV-1. In this study, humanized aK1 mice producing chimeric IgA
were immunized with a gp41 transfected cell line HEK-293gp41™P. IgA-producing
clones were derived and immortalized to characterize the functionality of newly
generated antibodies. This strategy allows us to describe new monoclonal IgA
antibodies specific of the MPER gp41 region with strong neutralizing activities in vitro.

Keywords: humanized mice, IgA, gp41, MPER, neutralizing antibodies, HIV
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Introduction

In order to prevent HIV-1 infection, an
effective vaccine should induce both
humoral and cellular immune responses
at the mucosal and systemic
compartments. A protective immunity at
the mucosal surface, the major entry site
for HV (2), involves IgA and IgG that
can trigger different and somewhat
complementary immune mechanisms
(3). Worldwide, approximately 90% of
sexual transmission of HIV occurs
across the mucosa. IgA antibodies are
the major mediators of immunological
defenses at mucosal surfaces. Indeed,
studies on the role of mucosal env-
specific SIgA present in genital fluids
from infected women highlight their
ability to neutralize in vitro HNV primary
isolates and mediate inhibition of HIV
transcytosis across epithelial cells (4-6).
This neutralizing property has also been
demonstrated for the systemic and
mucosal IgA in HIV-1 + and ESN
individuals (1, 7), but the magnitude and
frequency of HIV-specific SIgA seems to
be very low during chronic infection (8).
Among the neutralizing antibodies
described in mucosal compartment are
IgA directed to the envelope and target
key regions on gp160 like the CD4
binding site, the super antigenic epitope
(1,7,9-11) and V1V2 variable loops (12,
13) on gp120. Epitopes present on gp41
are also targeted by protective mucosal
neutralizing IgA and have been
described in exposed seronegative
(ESN) individuals (14-16) like the
characteristic QARILAVERY, Kennedy
epitope or MPER (Membrane Proximal
Ectodomain Region) (5, 17-19). MPER
is a highly conserved region on gp41
involved during the early stages of

attachment and infection of HIV (20).
This region comprises the epitopes of
well described human IgG monoclonal
broadly neutralizing Antibodies
(mbNAbs) as ELDKWA for 2F5, WF
(N/D) IT for 4E10, Z13(21-23) and 10E8
which is a recently described antibody
with the broadest and most potent
neutralizing properties directed against
MPER thus far observed (24).
Furthermore, most of  mbNAbs
described to neutralize HIV are from the
IgG isotype (25, 26). To date, only very
few studies described the role of broadly
neutralizing anti-MPER IgA and their
involvement in the protection and / or
neutralization of HIV (27, 28) during
experimental anti-HIV vaccine trials. The
role of mucosal protective neutralizing
IgA against mucosal transmission of HIV
is unclear and controversial (8).

The aim of our study was to elicit new

IgA neutralizing antibodies that target

the C-terminal neutralizing epitopes on

gp41. To improve the immunogenicity

of our antigen, the HEK 293gp41™sP

cell line which allows the expression of

a transmembrane  conformationaly

folded gp41 has been used for

immunization (29). Transfected cells

were injected in humanized chimeric

mice a1K1 to produce gp41-specific

humanized chimeric IgA1 (30). We

herein describe the use of this mouse

model to generate potent neutralizing

IgA antibodies against HIV. High-

affinity antibodies were generated and

produced as monoclonal  after

immortalizing and selecting specific

antibody-producing cells through

hybridoma derivation (31).

Immunization in mice was very efficient

and allowed the generation of 13 gp41-

specific B-cell clones. From these
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clones, 6 antibodies presented great
recognition ability of gp41 and potent
neutralization activity in vitro against
both HIV-1 laboratory adapted virus
and primary isolates from different
clades. Among these antibodies, one
lgA1 (F4.30) stands out with its
neutralizing potency against different
HIV-1 strains. This antibody recognizes
a large epitope which overlaps the
highly conserved epitope of 4E10 on
gp41 and presents low rates of
autoreactivity unlike the previously
described MPER-specific antibodies
(32).

Results

To induce gp41-specific neutralizing
antibody, immunization of humanized
transgenic mice was performed using
the potent conformational immunogen
HEK293gp41™P human cell line that
allowed the native shape expression of
a natural conformational membrane
gp41 as present in viral particles (29).

Production of gp-41 specific chimeric
IgA1 B cell clones

The HEK293-gp41 ™D (29) cells were
used to immunize a1KI mice (30, 33) as
described in the method section.
Immunizations were made by a priming
hydrodynamic transfection with naked
DNA  (pdisplay-HR1-PID-HR2),  and
boosts with emulsions of intact HEK293-
gp41 MP cells in presence of Freund’s
adjuvant to optimize antigen
presentation. Sera from immunized mice
were shown to exhibit specific binding to
HEK 293-gp41™P cells and not to
untransfected cells. After immunizations,
more than 2300 hybridoma B cell clones

were isolated and immortalized.
Supernatants of individual B cell clones
were all tested by immunofluorescence
on HEK293-gp41™P  and on
untransfected cells. Among the
hybridomas, only 13 clones present
highly specific recognition on HEK293-
gp41™P cell line and not untransfected
cells (figure 1 A-H). Those candidates
were amplified. Supernatants were
collected to purify  recombinant
monoclonal IgA1 as described in the
method section. Briefly, IgA1 were first
concentrated and then purified on
peptide M column as described in the
method section. The production rate
was quantified by specific IgA ELISA
assay. The average concentration of
IgA1 was of 196 ng/ul with a range
between 86ng/ul and 295ng/pl.

Epitope mapping of purified gp41-
specific IgA1

To confirm the specificity of the different
purified IgA1, immunofluorescence on
HEK 293-gp41™P was performed. Only
clones with high recognition of HEK 293-
gp41™P and not untransfected cells
were selected (Figure 1 A-H). The
clones presenting weak recognition
(Figure 1F) were not selected. This first
screening allowed us to select 6 very
interesting clones (F4.5, F4.6, F4.30,
C6.11, C6.13, and SC16C13).

Then, the binding of purified IgA1 to
peptide epitopes of the Env glycoprotein
(clade B) and to recombinant gp41 or
gp140 were tested by specific ELISA
(Table 1). By using a 15-mer peptide
library, we showed that the specificity of
the clones was directed to the MPER
and to the HR2 regions of gp41. Only
F4.6 clone recognizes the N-terminal
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region of the immunosuppressive the peptide that represents the region
domain QARILAV (Table 1). The 6 IgA1 upstream of the 2F5 epitope, and

recognized the neutralizing epitope of weakly to the ASLW motif which is
2F5 present on MPER. F4.6 and C6.13 downstream of the ELDKW. C6.13
bound to an extended epitope that recognizes a larger region upstream of

encompasses that of 2F5. F4.5 binds to ELDKWA corresponding to the HR2

SIOWNASWSNKLEQIWNHTTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNW®E®

Gpa1 3' COOH

g1z 527 541 692 623 0617 504

s

ELDKWASLWN

Figure 1: Immunofluorescence of principal IgA clones on HEK 293gp41MSD
transfected cells (A-H). Immunoreactivity of purified IgA anti-gp41 (500 ng)are
revealed by a rabbit polyclonal anti-human IgA labeled FITC (A-E). Anti-gp41 Mab 3D6
were used as positive controls and revealed with a rabbit polyclonal anti-human IgG
labeled FITC (H).(F). Anti-gp41 IgA bind specifically to HEK 293gp41MSD transfected
cells and no background was observed with IgA G. () Schematic representation of
gp41 and different subregion that compound it, the highlighted sequences correspond
to the region recognized by all the anti-gp41 IgA. The 3 coloured amino acid
sequences are the epitopes recognized by ELISA assay cf table 2. FP: Fusion peptide,
MPER: Membrane Proximal Ectodomain Region. C-, N-HR: C- N- Heptad repeat
region, TM: transmembrane region Cf (Table1)
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HXB2B CONCEMN SUS 15-mer
peptides env

peptide n®* amino acid sequence rg;:;n F430 c6.11 F4.5 C613 SC6HC13 F4.6 IlgA 2F5

8912 KLICTTTVPWHASWS nk nt nb nb nb nb nb
8913 TITVPWNASWSNKSL nk nk nb nb nb nb nb
2914 PWNASWSNKSLDE WY 140 nb  nb | 060 nb 154 nb
8915 SWSHKSLDEM/DNMT nk nb nb | 096 nk nk nk
8916 KSLODEMWDHMTWMEW HR2 149 nb 061 273 nb 252 nb
2917 EMVDNKMTWMEWEREI 1,16 062 104 072 nk 124 nb
8918 NMTWMEWEREIDNYT nk 062 nb | 087 042 083 nb
2919 MEWERE ID NYTSLIY 1,18 0,51 071 241 060 217 nb
2920 RE IDMYTSLNWTLIE 318 202 259 330 nb 318 nb
8521 NYTSLIVTLIEE SQN nk nb_ nb nb nb nb nb
2922 LNTLEESQNQQEK nk nt nb | 229 ne ne nb
8923 LIEESQNQQE KNE QE nk nt  nb | 095 nb 067 nb
2524 SONQQEKNEQELLEL nk nk nb nb nb 067 nb

8925 CQEKNEQELLELDKWA nke 086 nb 122 122 065 3869

2926 ECQELLELDKWASLWHN 1,01 0,80 076 172 101 087 379

2927 LELDKWASLWNWFD! MPER (0862 nbk  nb | 1,02 121 110 089
2923 KWAS LWNWIFD ITNWL ne 0,74 nb | 075 ne 065 nb
8929 LWNWFDITNWLWYIK nk 1,74 060 nb nb nb nb
2930 F DTNV LW YTIIF I nk nt nb nb nb nb nk
2831 NWLWYIKIFIM VGG nk nb nb nb nk nk nk
2032 YIKIFIMNVG GLIGL nk nk_ nb nb nb nb nb
2933 FIMNGGLIGLRIWVF nk nb nb nb nk nk nk
2934 WEGLIGLRIVFAVLS ™ nk nk nb nb nb nb nb
2935 IGLANFAVLSIWNR nk nk _nb nb nb nb nb
HE AMAGLUTINKIN A nb nb __nb nb nb nb nb

GP41HXB2 393 346 423 254 120 230 155

GP 140 strain 97/C N/S4 056 062 068 054 068 056 149

Table 1: Epitope mapping by ELISA of gp41-specific IgA using an HXB2 consensus
envelope 15-mer peptides library. Recombinant gp140 and GP41 were also tested. HA
was used as negative control. Optical density values were all corrected for nonspecific
binding in blank controls nb: no binding. The 2F5 IgA were used as positive control for
the recognition of gp41 and MPER epitope. Values represent mean + SD of two
independent experiments performed in triplicate.

F4.6 seems to bind more specifically to
the HR2 than the MPER region. C6.11
and C6.13 recognized the 2 neutralizing
epitopes on MPER (ELDKWA and
WFD/NIT). F4.30 recognizes the
ELDKW motif and the HR2 region. All
the recombinant IgA1 are able to
strongly recognize both the gp41
ectodomain produced in E.coli and more
weakly purified recombinant gp140
produced in CHO cells (Table 1).

Measure of the affinity of anti-MPER
IgA1 by Surface Plasmon Resonance
(SPR)

To compare the different IgA1 clones
and to assess their ability to recognize
the gp41 glycoprotein, affinities of the
IgA  were measured using Surface
Plasmon Resonance. Kinetic

experiments were performed using
different targets on the chip as the gp41
ectodomain (clade B, E.coli), gp140
(clade C, CHO cells) and a gp120gp41
hybrid protein that includes the C-
terminal region of gp120 and the extra
membrane region of gp41 (clade B,
E.coli). Target proteins were
immobilized, and the MPER specific IgA
and well defined anti-MPER antibodies
at various concentrations (0.5-640 nM)
were used as analytes (figure 2). Except
C6.11, all the IgA recognized and
presented a high affinity for gp120c41.
Indeed, SC16C13 presented the
strongest affinity to gp120c41 with a Kp
of 0.34nM while F4.30 presented the
weakest affinity to this protein with a Kp
of 12 nM while the Kp of 4E10 and 3D6
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is about 0.34 and 10.4 nM, respectively
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Figure 2: Kinetic analyses of the interaction of the MPRE-specific purified IgA with
recombinant envelope glycoproteins. (A-F) C6.11 (5-80 nM), C6.13 (5-80 nM), F4.5 (5-
80 nM), F4.6 (10-160 nM), 4E10 (0.5-16 nM) and SC16C13 (0.5-8 nM) were injected
over 8200 RU of immobilized gp120C41 in PBS containing 0.005% surfactant P20. (G-
H) SC16C13 (0.5-8 nM) was injected over 7500 RU of immobilized gp140 (G) and
1000 RU of immobilized gp41 (H). The binding signals shown were obtained by double
referencing (subtraction of the reference surface and of buffer blank injection signals).
Fits are shown as dotted lines and were obtained by global fitting of the data using a

1:1 Langmuir binding model

Only 2 IgA (F4.30 and SC16C13)
recognized the gp140, the SC16C13
bound with greater affinity than the anti-
gp41 IgG as 3D6 and 4E10 0.35, 14.9
and 10.9 nM, respectively (cf. figure 2H
and S1). F4.30 presented lower affinity
to the gp140 with a Kp value of 18.8nM.
The gp41 was thus bound by 3 IgA
(F4.30, F4.6 and SC16C13). SC16C13
presented greater affinity than 4E10 with
a Kp of 0.34 nM and 6.24 nM. F4.6 and
F4.30 presented similar affinity to gp41
with a Kp of 14.4 and 14.1nM but both
lower than the affinity of 4E10 to gp41
(cf. figure 2l and S1)

Recognition of viral particles by IgA1
clones

Recognition of MPER and HR2 regions
of gp41 has been clearly demonstrated
for the different IgA1 clones by both
ELISA and SPR. However, the
recognition efficiency is clearly different
between clones depending on the
targeted epitope region of each IgA1. To
demonstrate  the ability of IgA1
candidates to recognize efficiently viral
HIV-1 particles, an ELISA with coated
viral particles of both laboratory and
primary strains was performed as
described in the method section. As
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negative IgA1 control, an anti-ovalbumin
IgA1 was used. Free virions from BAL,
LAl and CAM1970 were systematically
recognized with different efficiency by
the 6 MPER-specific IgA1 (Table 2). The
SF162 free particles were weakly
recognized by the 6 IgA1. The C6.11,
C6.13, F4.5 and F4.6 recognized the
virions from the 4 strains with the same
potency with an increased efficiency to
BAL strain. F4.30 exhibited the highest
binding efficiency for each strain while
the SC16C13 antibody demonstrated
the weakest binding capacity. The anti-
OVA IgA did not bind to CAM1970, BAL
and SF162 and showed a very weak
binding to LAI strain (Table 2).

Dissociation constants (Kp) for binding
of IgA to immobilized gp120C41, gp140
and gp41

LAl CAMI1970 SF162 BAL

free virion 0,02 0,04 0,01 0,01
antirova 0,19 0,07 0,02 0,07
Cé6.11 1,52 1,14 0,65 1,77
C6.13 1,24 1,66 0,65 1,94
F4.5 1,28 1,24 0,58 2,00
F4.6 1,01 1,75 0,72 1,82
F4.30 1,76 2,24 0,64 1,77
SC16.C13 0,36 0,50 0,15 0,51

Table 1: Recognition of free viral
paticles coated on ELISA plate by the
MPER specific IgA. As negative control
the antibody anti-human ovalbumin was
tested and the free particles as optical
blank. Values represent mean + SD of

two independent experiments performed
in triplicate

Recognition of infected cells by IgA1
clones

Next, infection assay with TCLA LAI and
SupT1 cell line was performed to
demonstrate the ability of IgA1 to
specifically recognize HIV-1 infected
cells (Figure 3). After infection, SupT1
cells were incubated with IgA1 clones
and then double-stained for p24 and
lgA1 as described in the method
section. Anti-ovalbumin IgA1 was also
used as a negative control of binding.
Percentage of double-labeled cells
(namely the infected cells) but also
mean of fluorescence intensity were
very high for the SC16C13 clone (96%
with a mean fluorescence ratio of 8.2).
The efficiency to recognize infected cells
was lower for the F4.6 clone (26% with a
ratio of 3.5) and the C6.11 clone (12%
with a ratio of 5.1). The C6.13, F4.5 and
F4.30 clones are not able to recognize
more than 10% infected cells with a
mean fluorescence ratio of 3.8, 5.5 and
4.3 respectively. No binding was
observed with the anti-OVA IgA1 clone
and on non-infected cells. The
proportion of recognized cells and the
ratio obtained confirmed the ability of the
lgA1 clones to recognize infected cells,
which is probably the mechanism
involved in the neutralizing activity.
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Figure 3: Binding of purified IgA on HIV-1 native particles. The ability of the anti-
MPER IgA to recognize conformationaly the MPER in a native and infectious context
by ELISA on free virion and infected cells SUPT1 by HIV-1 strain TCLALAIL A,G)
Measure of the binding of the 6 anti-MPER mAb followed by PE-2nd antibody to
infected SUPT1 cells previously labeled by anti p24-FITC by flow cytometry analysis.
In the upper right quadrant represents the percentage of the double labeled cells gated
in the gate A. The lower right quadrant represents the cells not labeled by the anti-p24
FITC antibody. Labeling SUPT1 cell line with the well-known anti-gp41 antibody 4E10
(H) was used as positive control and the labeling with the anti-p24* + anti-lgA-PE as
negative control (data not shown). In the right upper corner of each sheet the ratio of
the mean of fluorescence of the double labeled cells gated A on the mean of
fluorescence of the rest of the cell population gated in B.

Measure of the neutralizing activity of
anti-MPER IgA1

Neutralizing activity of recombinant IgA1
was tested on different HIV-1 laboratory
and primary strains. Purified IgA1
MPER-specific has been tested for their
neutralizing activity on infection of
healthy PBMC or SUpT1 cells assay.
The antibodies presented different
profiles of neutralization (Figure 4).
Among them, the F4.30 clone exhibited
a strong neutralization activity with a
high proportion of neutralized strains (56
%) with very low IC80 and IC50 in the
range of few ng/ml (Figure 4 and Table
3).

The F4.30 neutralized with great
potency 92UG029, 92US660,
CAM1970, HIVG3, LAl and the

pseudovirus COT6.15 with IC80 lower
than 1ug/ml. The values of IC80
observed for these strains were lower
than those of 4E10 for 92UG029, LAl
and COT6.15 and 2F5A for LAl and
COT6.15. The IC80 obtained for
92US660, HVG3 and CAM1970 were
similar to 2F5 and 4E10 except for the
strain HIVG3. F4.30 neutralized with
moderate potency (1<IC80<10ug/ml)
BAL and 92UGO001 with IC80 5 times
lower that 4E10 but near of the 2F5A
3.3, 17.19 and 0.81ug/ml respectively.
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92UGO001D were also moderately
neutralized by F4.30 which showed IC80
of 8.62ug/ml that is 47 times lower than
calculated IC80 of 4E10 with 410ug/mi
and 4 times lower than 2F5 IC80

36ug/ml. SF162 and 92BR025 were
weakly neutralized by the F4.30 with
IC80 Ilower than 4E10 for only for
92BR025.

[NAbs] for ICS0/1CS0 (g/n)

430 6.1

Strain (Tropism, Clade) Tier 180 ICS0 1C80 ICS0
BAL (CCRS; B) B33 208 20

92UG029 (CXCR4; A) 23 23 13
92UG001 (CCRS/CXCR4D) 23 862 539 222 138
92US660 (CCRS; B) 1

HIV-1 G3 (CCRS; G) 2
CAM1970 RS; CRF2AG) 23
92BR025 (CCRS; ) 1

>10 916 >0

SF162 (CCRS; B) 1A >0 63 >0 234
LAI (CXCR4; B) |
COT6.15 2

F4.6 C6.13 F45 25 A 4E10

IC80 ICS0 IC80 ICS0 IC80 ICS0 IC80 ICS0 IC80 ICS0 IC80  ICSO
2,67 1,67

906 405 874 223 [N 2% >0 >0
204 885 184 215 134 >0 98

233

>10 639 >10 >10 933 58 869 543 >0 >10 >10 >0

>0 >10 >10 881

390 245 467 292 >0 980
510 >10 893 212 510 >10
S100 207 >0 >0 >10

185 Rl 22 S 26!

>10
>10
9,89 1292 233
>10
228

Table 3: Neutralizing activity of F4.30, C6.11, C6.13, F4.5, F4.6 and SC16C13 of
infection on laboratory strains and primary HIV-1 strains. The antibodies concentration
the six purified IgA specific to gp41 is in ug/ml for IC50% or IC80% as described in the
method section. 2F5 A is a IgA and 4E10 mAb are neutralizing antibodies anti-gp41
used as controls. The MAb neutralization titers have been color-coded as follows:
cases with green background indicate an IC80 or IC50 of anti-gp41 IgA >10 pg/ml,
cases with orange background indicate 1 pg/ml> IC80 or IC50 >10 pg/ml and cases
with red background indicate an IC80 of < 1ug/ml

C6.11 neutralized with great efficiency
the infection of 44% of the strains with
IC80 lower than 1pg/ml. C6.11
neutralized the 92US660; and CAM1970
with the same potency than 4E10 and
2F5A. LAl, COT6.15 and HIVG3 are
neutralized with lower IC80 than 4E10
and 2F5A. BAL, 92UG029 and
92UGO001 are moderately neutralized by
C6.11 but presented IC80 lower than
4E10. The 92BR025 and SF162 were
weakly neutralized by this antibody with
IC80 of 1327 and 13.37ug/ml,
respectively. The neutralization  of
92BR025 was higher than 4E10 but
lower than 2F5 and SF162 was
neutralized with an IC80 of C6.11 20
times lower than 4E10 and near than the
IC80 of 2F5A. The SC16C13 neutralized
33.3% of the strains with great potency.

92UG029, 92US660, CAM1970 are
neutralized with IC 80 lower than 1ug/ml
but near the value showed in 4E10 and
2F5. HIV-1 G3, 92UG001, are weakly
neutralized while 92BR025 and BAL are
moderately neutralized with IC80 of 2.67
pg/ml; SC16C13 neutralized the other
strains more weakly with IC80 higher
than 10upg/mll. TF4.6 and C6.13
neutralize strongly only 3 strains with
92US660 in common and the F4.5
present weak neutralization except for
the 92US660 and HNV-1 G3 that
neutralized with IC80 lower than 1ug/ml.
The strains SF162 and 92UG001D were
not neutralized by our antibodies. More
interestingly the 92BR025 is only
neutralized by SC16C13 and C6.13
lIgA1 while it is the strain used to
immunize the transgenic a1KI mice.
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Figure 4: Neutralization activity of IgA specific to MPER on 9 isolates of HIV-1 with
decreasing concentration of IgA. 4E10 and 2F5 were used as positive control. A)
BAL (CCR5; B); B) LAI (CXCR4; B); C) 92UG029 (CXCR4; A); D) 92UG001
(CCR5/CXCR4; D) E) COT6.15 (CCRS5; C) F) 92BR025 (CCR5; C) G) SF162 (CCRS;
B) H) 92US660 (CCR5; B).These mAb were tested for dose-dependent neutralization
within a concentration range of 0.156—10 pg/ml, according to the neutralization assay
protocol described in Methods. For each mAb and virus combination, the
neutralization from one experiment, out of three repeated experiments, is shown.
Identification of neutralizing epitope of the 4E10 ®’KNLWSWF
epitopes recognize by IgA1 clones D/N/S PP"® seems to be crucial for
neutralization. However, mutation of the
To identify the neutralizing epitopes of T residue reduced the F4.30
the .d'ifferent. . IgA1 _ with pgtgnt neutralizing potency and totally depleted
neutralizing activity in vitro, neutralizing the neutralization ability of the 3 other

activities of IgA1 clones were. measured lgA. SC16C13 and C6.11 clones were
on HIV-1 COT6.15 pseudoviruses and sensitive to the W6 W67 ang 669

compared with a scanning of alanine
substit.utions in MPER .residues (662- neutralization. These 3 IgA1 are also
682) in the TZM-BI Iucn‘e.rase system sensitive to the mutation of the C-
(figure 5) (34, 35). As described for well- terminal residues of the MPER 74D/N/S
known. MPER—§peC|ﬁc IgQ, lgA1 c!qne TKWLWYE82
neutralizing activity was highly senS|t.|ve suggest that the neutralizing epitopes
to the tryptophan W666 and the _Iysme recognized by IgA1 clones seem to be
K667 residues which are central in the larger than those of 4E10 and 2F5.

recognition of the 2F5 MADb epitope (21, These data were confirmed by the
23). For the F4.30, F4.6, C6.13 and F4.5 calculation of a ratio of IC80 COT

the downstream extenFied epitope of mutant vs I1C80 COT wt for each
2F5 epitope merged with the upstream

residues which are crucial in 2F5

These observations

substitution.
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Figure 5: Screening of the neutralizing activity of IgA specific to MPER on COT6.15
pseudoviruses and cot6.15 mutant on each amino acid. At the right top of every
diagram the sequence of MPER were added. A) SC16C13; B) C6.11; C) C6.13; D)
F4.5; E) F4.30; F) F4.6; G) 4E10 The residues recognized by each antibody by ELISA
assay on representing 15-mer of gp41 were colored. For each mAb and mutant, the
value of SD is calculated for the neutralization from two independent experiment
realized in triplicate.

Analysis of anti-MPER IgA these antibodies and this autoreactivity
autoreactivity may be an obstacle to the elicitation of
similar antibodies by a vaccine.
Autoreactivity of IgA1 clones was
measured by different methods. First,
_ _ immunoreactivity against phospholipids
is 'that they cross react with .s.elf— was analyzed by ELISA assay with
antigens (32, 32, and 36). In addition, purified cardiolipin and it cofactor

binding to both the cell membrane and B2GP| as described in the method

_the Env trimer. is thought ’_[0 be section. The SC16C13 clone bound to
important for optimal neutralization by

A property common to the previously
characterized MPER-specific
monoclonal antibodies 2F5 and 4E10
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anionic  phospholipids, such as
phosphatidyl choline-cardiolipine (PC-
CLP) but not to B2GPI cofactor (Table
4). Immunoreactivity against cardiolipin
(figure 6) of SC16C13 was confirmed
by SPR using immobilized purified
cardiolipin. The curves obtained did not
fit with any predictable kinetic model,
likely because of the absence of
saturation at high SC16C13
concentration, which might reflect
aggregation. Autoreactivity of MPER-
specific IgA1 clones was also tested on
HEp-2 epithelial cells by
immunofluorescence. Only F4.5 and
SC16C13  IgA1 present  strong
recognition of Hep2 cells with an anti-
cellular pattern as described for 2F5 or
4E10 (figure 6 F, B).

Discussion

During the last five years, many studies
have reported the increasing role of
Nabs during HIV-1 course. Genetic
engineering and antibody cloning
studies  allowed forecasting and
developing potent and broadly active
neutralizing antibodies. These new
advances permit the eliciting of
antibodies directed to different key
epitopes or to a specific target site, such
as the QNE (37-40). Furthermore,
passive administration of rare human
envelope-specific monoclonal broadly
Nabs to nonhuman primate models like
rhesus macaques can protect them
against SHIV challenge (14, 16, 41-44).
Moreover, high gp120-specific Nabs
seem to be one of the correlate of

Ant-MPER Cardiolipm HA

IgAl
F4.30 0,15 0,08
C6.11 0,06 0,09
C6.13 0,19 0,09

F4.5 0,08 0,06
F4.6 0,03 0,11
SC16C13 0,98 0,09

Table 4: Recognition of cardiolipin
coated on ELISA plate by the MPER
specific IgA. As negative control the
antibody anti-human ovalbumin was
tested and human hemagglutinnin A.
Values represent mean * SD of two
independent experiments performed in
triplicate

protection in the recent RV144 vaccine
trial (45-47) even if the mucosal immune
response was not investigated. The
presence of systemic IgA (mainly
monomeric) directed to the V1V2
variable loops was correlated with a high
risk of infection (45). In contrast, the
presence of IgA in parotid saliva or
serum that are able to bind different key
regions on gp160 as CD4bs, V2 loop or
the MPER and to neutralize in vitro
different HIV-1 strains has been
described as protective IgA (5, 17). The
study of NAbs in the mucosal
compartment is crucial for the challenge
to design a new vaccine. Several
studies have described the potential role
of mucosal secretory IgA to locally block
infection (15, 48, and 49).
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Figure 15: Analysis of anti-MPER IgA autoreactivity. A-H) Reactivity of antibodies
with HEp-2 epithelial cells by immunofluorescence microscopy; A) F4.6; B)
SC16C13; C) F4.30; D) C6.13; H) C6.11; G);F4.5; F) negative control is anti-human
ovalbumin IgA RPE. E) Additional negative control with anti-nuclear and cytoplasmic
antigens. Antibody concentration was 25 pg/ml. /) SPR analysis of cardiolipin binding
to immobilized SC16C13. Cardiolipin (2, 4, 8 and 16 pM) was injected over
immobilized SC16C13 as described in Materials and Methods.

Humanized mice (hu-mice) are an
alternative to humans for producing
antibodies (50) and may be useful for
pharmacologic studies of anti-HIV drugs
and passive immunization (51, 52). To
date, no recombinant IgA raised against
HIV-1 envelope has been generated
using such type of mice. The interest to
use humanized mice is related to the
wide repertoire of antigens they can
recognize, including when it comes from
human  antigens.  Conversely, the
development of methods for the
production of human antibodies from
human lymphocytes remains limited in

terms of repertoire, including
autoantigen. In this study, a1K1
humanized mice were used to elicit
neutralizing IgA1 specific to the MPER
region of gp41. A prime boost strategy
was using naked DNA as a prime by
hydrodynamic v route and
HEK293gp41™P cells as a boost given
rise to 13 clones able to recognize
specifically the gp41. Prime boost
strategy was used to increase the
immunogenicity of the gp41 immunogen
(30). Among the clones, only 6 present
an efficient and specific recognition of
HEK293gp41"P bearing the gp41 in a
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conformational shape at their surface.
All of the 6 monoclonal antibodies
selected were able to bind Ilarge
neutralizing epitopes on gp41. F4.6,
F4.30 and C6.13 recognize both MPER
neutralizing epitopes ELDKW and
WEFD/NIT and the HR2 regions with
different efficiency while the F4.6 also
recognizes an  epitope in the
immunosuppressor region. The C6.11
binds the KWA motif in the ELDKWA
2F5 neutralizing epitope. F4.5 and
SC16C13 recognize epitopes on HR2
and the ELDKWA pattern.

The IgA1 clones are able to recognize
very specifically viral particles of
different HIV-1 strains (LAIl, SF162,
CAM1970 and BAL) but also infected
cells. The SC16C13 IgA1 recognized
more than 96% of infected cells. These
data were correlated with the results
obtained by SPR with immobilized gp41,
gp140 and gp120C41 proteins. IgA1
clones present high affinity to the
gp120c41 protein. A strong correlation
was observed between a strong
recognition of infected cells and a high
affinity to gp120c41, as for the SC16C13
which presented a high affinity to
gp120C41 with a Kp of 1.57 nM (Fig.
2B) and showed the highest score in
recognition of infected cells (96%). This
correlation was maintained for the other
IgA1 while the F4.30 presented both the
highest Kp for binding to gp120c41 (38.8
nM) and recognized only 8% of infected
cells. SC16C13, F4.6 and F4.30 IgA1
presented also a strong affinity to the
gp41 ectodomain. F4.30 and SC16C13
are the only IgA1 that recognized the
gp140. F4.30 presented an affinity 4
times weaker than 4E10 to gp140.
Whereas SC16C13 presented an affinity

5 times stronger than 4E10 to gp140.
Strikingly, the affinity of IgA1 clones for
the gp41 was inversely correlated to
their potency of neutralization. Indeed
the F4.30 presented the highest score of
neutralization with 56% of strains
neutralized. This antibody neutralized
80% of the Tier 2-3 strains with a strong
potency but presented weak affinity to
the 3 forms of gp41 presented in the
SPR assay. Whilst the SC16C13
neutralized 30% of strains with 40% of
the Tier 2-3 strains but presented
strongest affinity to the 3 forms of gp41
in the SPR assay. The high
neutralization capacities in comparison
with the well-known IgG 4E10 could be
explained by a better recognition of the
gp41 conformational shape of F4.30. A
finer mapping of the IgA anti-MPER was
made on mutated pseudovirus COT6.15
presenting single mutations on each
residue compounding the MPER (34) in
the TZM-bl assay. Screening of F4.30
epitope allows to define a large epitope
restricted to the upstream residues of
the MPER and the C-terminal region of
HR2, since all mutations downstream
the tryptophan W660, which is involved
in the neutralizing epitope of the 2F5
monoclonal neutralizing antibody,
reduce drastically the neutralizing
activity of this antibody.

These results suggest that the epitope
recognized can be discontinuous and
involve other regions than the gp41 and
the MPER. In fact the polymeric nature
of the IgA could suggest the possibility
of their ability to bind large functional
epitopes that can be located on adjacent
proteins like gp41 and gp120 during the
infection process or to HR2/HR1
domains in fusion complex state. Other
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studies described neutralizing IgA
antibodies from patients directed against
different key regions on the gp160
surface like the super antigenic site on
gp120 and the CD4 binding site (9, 10)
which are discontinuous epitopes. One
of the most interesting properties of the
neutralizing antibodies characterized
MPER monoclonal antibodies 2F5 and
4E10 is that they cross react with self-
antigens. Only the SC16C13 IgA1 binds
with a similar pattern to Hep-2 cells and
2F5 or 4E10. This binding is also
perfectly correlated to the capacity of the
SC16C3 to bind to cardiolipinin the SPR
assay (figure 6).

In this work, the most interesting mAbs
elicited have the capacity to strongly
neutralize 80% of the strains Tier 2
tested with different clades A, B, C, G
and AG and tier1 strains like LAl and
92US660 clade B. F4.30 neutralized
moderately the BAL clade B and
92UG001. In this study we observed
that the affinity of our antibodies was not
correlated  with  their  neutralizing
potency. This point has to be confirmed
by testing the binding of F4.30 and
SC16C13 by SPR by immobilizing the
lgA1 and using HEK293gp41"®P cells or
free virions as analytes. This result has
been confirmed in flow cytometry since
the SC16C13 bound to more than 96%
of infected cells by the LAl The binding
polyspecificity to cardiolipin could
explain the low activity of these
antibodies, even if, occasionally, some
autoreactivity can be related to the
development of HIV bNAbs at both the
cellular level and at the level of serum
antibodies; as is the case for 9G4
bNAbs that presents self-reactivity to
SLE and neutralizing properties (53). In

contrast, the F4.30 that bound to
gp120c41 with weaker affinity (about 24
times: 38.8/1.57) than the SC16C13
presents neutralizing activity cross-
clade. Studies of potent antibodies like
the 2G12 described (54) the capacity of
monomeric or dimeric 2G12 to mediate
ADCC or to activate the complement
system in vitro (55, 56). Indeed, the
capacity of F4.30 to mediate ADCC or
ADCVI against infected cells needs to
be studied. These two mAbs (F4.30 and
SC16C13) are to our knowledge the first
recombinant neutralizing cross clade
IgA1 described in the literature. This
work strengthens our previous studies of
the role of anti MPER IgA described in
parotid saliva of ESN and HIV +
individual (5, 17, and 57). Further
understanding of the interaction of F4.30
with gp41 at the atomic level would
require crystallographic studies. Our
antibody could be easily integrated in a
therapy to block the entry of HIV-1 after
a recent viral exposition or to reduce,
after systemic administration, the viral
burden and the massive CD4 cell count
depletion in HIV-1 reservoirs as the
intestine. Potent monoclonal antibodies
acquire their neutralization potency from
their ability to block a functionally
important site that is critical for viral
entry like in the CD4 binding site
antibodies. Nonetheless, the breadth
and potency of F4.30 demonstrates a
conserved site of gp41 as an important
target antigen for HIV neutralization.
These results confirm the high interest in
MPER-based HIV vaccine design.

Methods

Reagents
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The following materials were obtained
through the NIH AIDS Research and
Reference Reagent Program, Division of
AIDS, NIAID, NIH: primary HIV-1
isolates BAL, 92UG029, 92UG001,
92US660, HIV-1  G3, CAM1970,
92BR025, SF162, LAl the HNA1
subtype B (MN), Env Peptides (15-mer)
Complete Set. Gp140 recombinant
protein (strain 97/CN/54, clade C/B) and
3D6, 4E10, 2F5 mAbs were obtained
from  Polymun Scientific  (Vienna,
Austria). Gp41 ectodomain from HXB2
strain was produced in Escherichia coli
in our laboratory. Human HEK 293 cell
lines were obtained from American Type
Culture Collection and SP2/0 cells were
obtained from UMR CNRS 6101
(Limoges, France). HEK393gp41VsP
were developed and characterized in
our research group (29). The mice a1kl
(30, 33) were immunized and provided
by the UMR CNRS 6101 (Limoges,
France).

Immunization of mice and
monoclonal antibody production

The a1KI mice (6—8 weeks old, 2 x n4)
were immunized with 50ug of naked
DNA (plasmid display HR1-PID-HR2
used to develop the HEK293p41"SP) in
2.5ml Ringer solution, this
hydrodynamics-based immunization
being realized by intravenous injection
via the ftail vein. Next two groups of
mice were immunized according to 2
different protocols of immunization. At
day 14, one group was immunized
intraperitonealy (i.p) immunized with
1.10% cells of HEK 293-gp41™P in
complete Freund’s adjuvant (CFA)
(Sigma Aldrich) followed at day 45 by
one i.p. injection with 1.10° cells in
incomplete Freund’s adjuvant (IFA)

(Sigma Aldrich), one i.p. injection with
1.10% cells in PBS and finally one
intravenous boost with 1.10° cells in
PBS at day 60. Use of CFA/IFA
adjuvants allow to reduce the number
of human HEK cells for immunization,
to increase the number of accessible
epitopes in the emulsion and finally to
facilitate the migration of APCs to the
spleen. All mice were sacrificed 3 days
after the last boost.

The second group of mice was
immunized at day 15 using
hydrodynamic method with 50ug of
naked DNA in 2.5ml Ringer solution
followed by i.p injection with 1.10° cells
in CFA at day 45 and finally one
intravenous boost with 1.10° cells in
PBS at day 60. Hydrodynamics
enhances the DNA transfection
efficiency, allowing the injected DNA to
reach all the organs rapidly. The liver
will literally pump a large part of the
DNA solution in an opposite direction
of the regular blood circulation, thus
permitting expression of the transferred
DNA genes in liver cells.

The splenocytes were fused
immediately with myeloma cells SP2/0
by using polyethylene glycol-1000 as
fusion reagent. The hybridoma cells
were cultured in DMEM high glucose —
L-glutamate medium (PAA, Velizy-
Villacoublay, France) supplemented
with 10% foetal calf serum (Gibco,
Saint Aubin, France), 0.1 mmol/l
hypoxanthine, 100 U/ml penicillin and
100mg/ml  streptomycin  in  96-well
plates, until the colonies of hybridoma
cells were grown. Initially, the
hybridoma cells were diluted in round-
bottom 96-well plates by limiting
dilutions to obtain 0.5 cells per well and
cultured for 7 days.
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Purification of anti-MPER IgA

Hybridomas were expanded in DMEM
high glucose -L-glutamate medium
(PAA) supplemented with 10% foetal
calf serum (Gibco), 0.1 mmoll/l
hypoxanthine, 100 U/ml penicillin and
100mg/ml streptomycin) and IL-6 at .5
Mg/mL (R&D Sytem, Abingdon, UK).
Supernatants were harvested and
purified by peptde M  affinity
chromatography (Invivogen, Toulouse,
France). Purified IgA were then
concentrated on Amicon® Ultra filters
50KDa (Millipore, Lyon, France).

Epitope mapping of monoclonal
antibodies

ELISA was carried out using the gp41
HXB2 clade B produced in E.coli, the
gp140 strain 97/CN/54 and Consensus
HXB2 (clade B) env 15-mer peptides
complete set that cover and overlap
the gp41. An irrelevant peptide
representing the human
haemagglutinin A HA) was used as a
negative control. Briefly, each peptide
was coated on a 96-well plate
(Maxisorp, Nunc) at 5 mg/ml in 0.1
mol/l sodium carbonate buffer (pH 9.6)
overnight at 4°C. The plates were
washed with tris-buffered saline (TBS;
144 mmol/l NaCl, 25 mmol/l Tris —HCL,
pH 7.5) containing 0.5% tween 20 and
blocked with the same buffer and 2%
BSA for 1 h at 37°C. After washing,
100 pl of the generated antibodies
(5pg/ml) diluted in TBS were added to
the wells and incubated 2 h at 37°C.
After washing, the detection was done
by wusing horseradish peroxidase
(HRP)-conjugated goat anti-human IgA
and OPD substrate. The absorbance
was read at 492 nm. All assays were

performed in triplicate
Microplate Photometer,
scientific).

An ELISA was also realized with
coated free virion and antibodies
according to (32).

(Multiskan
Thermo

Immunofluorescence on
HEK293gp41VsP

Binding of our anti-MPER IgA at the cell
suface of HEK293gp41™P  was
visualized by immunofluorescence
microscopy. The HEK 293-gp41MSD
cells were cultured for 2 days in 96-well
plates and fixed in cold acetone. Then,
IgA were incubated for 30 min on fixed
cells at a concentration of Sug/ml/iwell.
After 3 washes with PBS containing
0.2% Tween 20,, cells were incubated
for 30 min with FITC conjugated goat
anti-human IgG or anti-human IgA when
appropriate  (P.A.R.LS., Compiégne,
France). Different anti-gp41 human
monoclonal antibodies 4E10, 2F5, 3D6
at 10ug/ml were used as positive
controls and an anti-myc conjugated
with FITC was used as positive control
of gp41 expression. The labeling was
visualized by fluorescence microscopy
(Nikon TE 2000 Microscope,
Burlingame, California, USA) using NIS-
Elements software.

Flow Cytometry

Membrane binding to the gp41 on the
HEK293gp41"P cells was also studied
by flow cytometry. 5 pg/ml of IgA or
positive control as 4E10 or 2F5 were
incubated 45 min at 37°C. The cells
were washed three times and then
incubated with R-phycoerythrin (R-PE)
goat  antihuman IgA (P.AR.IS,,
Compiégne, France) for 30 min at 37C.
After washing, cells were analyzed by
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flow cytometry. If the labeling is multiple
like in the binding assay, infected cells
are firstly labeled with anti-p24 KC57-
FITC according to the provider
conditions (Beckman Coulter, Villepinte,
France). After that the IgA anti MPER
are incubated 45 at 37° and after 3
washes incubate with R-PE goat anti-
human IgA (P.A.RILS., Compiégne,
France). During acquisition of data at
least, 10 000 events were analyzed on
FACScan (BD, Becton Dickinson, Pont
de Claix, France).

Virus neutralization assays

Measure of the neutralizing activity of
purified gp41-specific antibodies was
performed using T-cell line adapted
strain LAl (clade B) or primary isolates
of clade A (92UG029), B (BAL, SF162,
92US660 and QHO), C (92BR025),
G(HIV-1 G3), CRF02 AG (CAM1970)
and D (92UG001). Neutralizing
activities were tested in duplicate and
repeated three times. For LAl assay,
CD4+/CXCR4+ SupT1 cells were
incubated at 37°C under 5% CO2 in
DMEM medium supplemented with
10% FCS. Infection was performed in
96-well rounded bottom plates. Purified
antibodies (50 pl) were incubated with
an equal volume of virus containing a
100 TCID50 dose for 2 h at 37)C.
Then, 3.10° SupT1 celisiwell were
added. At day 1, infected cells were
washed twice with tissue culture
medium. Supernatants were collected
7 days post-infection and p24 ELISA
measurement was performed (HIV-1
p24 Antigen Capture Assay; Advanced
Bioscience Laboratories, Inc. USA).
For the BaL strain, neutralizing activity
of purified antibodies was determined
as previously described (5, 57) Briefly,

peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) were isolated from healthy
donors (generous gift from EFS
Auvergne Loire, France) and
stimulated with phytohaemagglutinin (5
pgg/ml) and 200 U/ml of recombinant
human interleukin-2 (Abcys, Paris,
France). The cells were infected with a
100 TCID50 dose for 3 h at 37°C in the
presence of purified antibodies and
after 48 h, the cells were washed
twice. Infected supernatants were
collected 7 days post-infection and
ELISA p24 measurement  was
performed. Neutralizing activity of
purified antibodies was also tested on
stimulated PBMC infected  with
CAM1970, 92UG029, 92US660,
92BR025, 93BR025, HN-1 G3 and
92UG001 primary HIV-1 isolates as
previously described. The cells were
infected with a 100 TCID50 dose in the
presence of serially diluted antibody.
The supernatants were collected 10
days post-infection and p24
measurement was performed. The
percentage of neutralization was
calculated as the reduction of p24
production. IC50 and IC80 were
determined as the lower antibody
concentration able to confer 50 and
80% of neutralization, respectively.

Production of pseudoviruses
COT6.15 and mutants

Pseudoviruses were generated by
cotransfecting the COT6.15 (35, 58) or
it mutants Env plasmid with pSG3_env,
using the Lyovec transfection reagent
(Invivogen) in HEK293 cells in Petri
dish. The production of pseudoviruses
is confirmed by quantification of p24
produced and their infectivity and
measurement of their fifty percent
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tissue culture infective doses
(TCID50s) were quantified by infecting
TZM-Bl cells (JC53-bl) with serial
dilutions of the supernatant in triplicate
in the presence of DEAE-dextran (30
pg/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
The infection was monitored 24 h later
by evaluating the luciferase activity,
using the Bright Glo reagent (Promega,
Madison, USA) following the
manufacturer's instructions.
Luminescence was measured in a
Berthold tristar multilabel counter
(Berthold  THOIRY, France) 5s
periwell. The TCID50 was calculated
as described previously (59). Wells
with relative light unit readings of 10
times that of the negative control were
considered positive.

Affinity of anti-MPER IgA:

Biacore analyses were conducted on a
BlAcore 3000 Instrument  (GE
healthcare, Velizy-Villacoublay,
France). To sudy the interaction of
anti-MPER IgA with gp41 HXB2, gp140
strain 97/CN/54 and gp120c41 (abcys
eurobio, Courtaboeuf, France) we first
immobilized the proteins on a CM5
sensorchip. To determine  affinity
constants, increasing concentrations of
antibodies (0.5nM-640nM) were
injected for 120s at a flow rate of
10uL/min. Between injections, the
sensorchip was regenerated using
10mM HCI (10 s). In all cases the
dissociation step was done using
running buffer. Global curve fitting was
carried out using BiaEvaluation
software version 4.1. Before fitting the
sensorgram  control  alone  was
subtracted from the overall data.

Autospecificity of anti-MPER IgA:

Reactivity to HIV-1 negative human
epithelial (HEp-2) cells was determined
by indirect immunofluorescence on
slides using FITC-conjugated goat anti-
human IgAGM polyclonal antibody
(Instrument Laboratory, France).
Observations were conducted with
Nikon TE 2000 Microscope,
Burlingame, California, USA using NIS-
Elements software. Slides were taken
of each monoclonal antibody binding to
HEp-2 cells. Monoclonal antibodies
concentrations assayed were 25,
1ugml™™. 10l of each concentration
were incubated with the Hep2 cells and
the test performed per the
manufacturer's specifications.
Autoreactivity were also tested by
ELISA assay with cardiolipine
(Thermofisher Phadia llkirch, France)
according to

Statistical analysis

The statistical difference in in vitro
experiments between control and
antibodies was assessed using
Student’s t test (Statistica 5.1 software;
Statsoft Inc., Maison-Alfort, France). A
P value below 0.05 has been
considered statistically significant.
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Dans cette étude, nous avons voulu savoir si la gp41 pouvait étre un bon
immunogene capable d’induire des réponses immunitaires IgA1 neutralisantes contre
le VIH. Nous avons immunisé plusieurs souris selon un protocole incluant une
premiére injection par voie IV du plasmide nu codant la gp41 du virus HXB2. Cette
premiére immunisation dite hydrodynamique consiste en linjection d’'un volume
important de soluté contenant TADN dans la veine caudale en un temps court (7s)
[372]. Cette premiere immunisation a été suivie de rappels vaccinaux a l'aide des
celules HEK293gp41“P. Ces cellules expriment la gp41 sur leur surface de
maniére conformationnelle [373]. Suite a ces immunisations, nous avons pu isoler et
immortaliser plus de 2300 clones d’hybridomes de cellules B. Le surnageant de
chaque clone a été testé par immunofluorescence sur la lignée HEK293-gp41™=Pet
sur des cellules non transfectées. Parmi ces clones, seuls 13 étaient capables de
reconnaitre spécifiquement la lignée transfectée. Ces clones ont été amplifiés puis
les IgA1 de chaque clone ont été purifiées par chromatographie d’affinité sur peptide
M puis concentrées. Un deuxiéme criblage a été réalisé par immunofluorescence. Ce
dernier a permis la sélection de 6 anticorps (F4.5, F4.6, F4.30, C6.11, C6.13 et
SC16C13) capables de reconnaitre fortement et spécifiguement la lignée
HEK293gp41™“eP.

L’étude des IgA générées a permis d'observer que la totalit¢ de ces anticorps
reconnaissent des épitopes étendus, discontinus et conformationnels sur la gp41. En
effet, toutes les IgA1 ont montré une reconnaissance simultanée d’aux moins 2
régions sur la gp41 (MPER et HR2). Les 6 IgA1 ont toutes montré leur capacité a se
lier a des formes conformationnelles dans des contextes membranaires ou infectieux.
Les 6 IgA sont capables de se lier a des particules virales libres de 4 souches virales
différentes ainsi qu'a des cellules infectées. Les résultats de BlAcore sur 3 formes
différentes de la gp41 ont permis de confirmer cette spécificité des IgA1 vis-a-vis de
la gp41. En effet, les IgA produites ont été toutes capables de se lier a la gp120C41
avec une grande affinité. Par exemple IlgA1 SC16C13 présente une affinité
supérieure a I'lgG 4E10. Concernant les mesures SPR réalisées avec la gp140,
seules les IgA1 F4.30 et SC16C13 se sont lies a cette protéine et présentent
respectivement des affinités 9 fois supérieures pour le SC16C13 et 3 fois inférieures
a l'affinité du 4 E 10. Enfin, les IgA1 F4.6 et SC16C13 se lient avec la méme affinité
que I'lgG 4E10 a la gp41 alors que le F4.30 présente une affinité deux fois plus
faible. L’étude des propriétés neutralisantes des IgA1 a montré que toutes les IgA1
présentent des profils de neutralisation hétérogénes vis-a-vis des souches de
laboratoires et primaires utilisées. L’IgA1 F4.30 présente le meilleur profil de
neutralisation avec 56% des souches testées neutralisées dont 80% de souches tier
2-3 (peu sensibles a la neutralisation avec des IC80 de I'ordre du ng/ml). L’efficacité
de neutralisation de cet anticorps est similaire a celle obtenue avec le 4E10 et I'lgA
2F5 pour 44% des souches testées mais supérieure a celle du 4E10 pour 2 souches.
L’lgA1 C6.11 présente une efficacité importante de neutralisation (44% des souches
testées avec 33% de souches avec une IC80 similaire au 4E10 et a I'lgA 2F5).
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L’lgA1 SC16C13 neutralise 33,3% des souches avec une IC80 inférieure a 1ug/ml.
Ces résultats confirment la capacité de neutralisation des IgA1 anti-MPER. Nous
avons pu constater que les constantes d’affinité obtenues en BlAcore étaient
inversement corrélées a l'efficacité de neutralisation et a la capacité de reconnaitre
les cellules infectées. Il semble donc que l'efficacité de neutralisation de ces IgA1 soit
associée a une interaction d’affinitt moyenne ou faible avec la gp41. La faible
neutralisation de la souche SF162 peut s’expliquer par la faible reconnaissance
observée des particules virales en ELISA. I a déja été décrit que la souche SF162
présentait une mutation au niveau des résidus D674 et F673 dans I'épitope du 4E10
672WFDIS®® [374]. Le résidu D674 est le seul site de glycosylation présent sur
MPER. La séquence de lisolat 92UG001D présente également cette mutation
672WFSIT®®. La présence de cette mutation est corrélée & une absence d’efficacité
de neutralisation de nos IgA1 et des anticorps IgA1 4E10 et 2F5.

Nous avons voulu affiner I'étude de I'épitope reconnu par les IgA1 anti-MPER et pour
ce faire nous avons testé leur activité neutralisante sur le pseudovirus COT6.15.
Cette efficacité de neutralisation a été comparée a celle sur des mutants par
substitution d’alanine des résidus de la région MPER (662-682) dans le systéme
TZM-BL luciférase [268, 375]. Nous avons pu observer que les mutations des résidus
tryptophanes W%®et WP et de la lysine K%’ de Iépitope du 2F5 [110-111]
réduisaient considérablement la capacité de neutralisation des IgA1. Pour les
anticorps F4.30, F4.6, C6.13 et F4.5, les résidus en aval de I'épitope du 2F5 et les
acides aminés en amont de [épitope du 4E10 semblent étre cruciaux pour la
neutralisation ®’KNLWSWF D/N/S I”°. La substitution de l'acide aminé D%"* semble
confirmer les résultats de neutralisation puisque toutes les IgA1 sont sensibles a
cette mutation. La substitution du résidu T°7® réduit la capacité neutralisante du F4.30
et abolit completement la capacité neutralisante des 5 autres IgA1. Les IgA1
SC16C13, C6.11, F4.6 semblent étre sensibles aux mutations de la partie C-
terminale du MPER °®™D/N/S ITKWLWYI’®2. Ces observations confirment les
résultats obtenus avec les peptides 15-mer et indiquent que les IgA1 reconnaissent
les épitopes du 2F5 et du 4E10 mais de maniere élargie. Ces résultats démontrent
aussi une probable reconnaissance d’épitopes non linéaires conformationnels ou
discontinus.

Enfin, nous avons voulu observer la capacité des IgA1 a reconnaitre des
autoantigénes notamment les phospholipides membranaires comme la cardiolipine.
Nous avons testé, dans un premier temps, la capacité de nos IgA1 a fixer des
cellules Hep2 par immunofluorescence. En paralléle, 'immunoréactivité de nos IgA1
avec la cardiolipine a été mesurée par ELISA et par BlAcore. L’IgA1 SC16C13
reconnait spécifiquement les cellules Hep-2 ainsi que la cardiolipine en ELISA. En
BlAcore, cet anticorps s’est lié a la cardiolipine sans quon puisse calculer de
constantes d’affinité. L’lgA1 C6.13 présente une faible reconnaissance en ELISA et
en immunofluorescence. Les IgA1 F4.5 et C6.11 présentent une reconnaissance
modérée en immunofluorescence alors qu'en ELISA, ils ne présentent pas de liaison
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a la cardiolipine ce qui suggére la reconnaissance d’autres types d’autoantigénes
nucléaires, cytoplasmiques ou membranaires. L'anticorps F4.30 ne présente aucune
immunoréactivité, faisant de Iui un candidat particulierement intéressant en
thérapeutique. Notre étude a permis de confirmer lintérét que peut représenter la
gp41 dans linduction d'une réponse anticorps neutralisante. Nous avons pu
démontrer que les anticorps produits dans ce modele murin humanisé présentent
des capacités de reconnaissance de la gp41 sous différentes formes ainsi que de
fortes propriétés neutralisantes pour différentes souches de laboratoire et primaires
de différents clades. Ces anticorps sont dirigés contre les principaux épitopes de la
réegion MPER, les épitopes du 2F5 et du 4E10 mais semblent reconnaitre ces
épitopes dans des configurations plus larges ce qui peut suggérer la reconnaissance
d’'un épitope conformationnel discontinu. Ces premiers résultats sont a notre
connaissance les premiers a décrire la génération d'anticorps de type IgA1 anti-
MPER neutralisants dans un modéle murin humanisé. La caractérisation de ces
anticorps devra se poursuivre par I'étude d’autres fonctionnalités liées a la protection
par les IgA.

Afin de compléter notre étude, il parait nécessaire d’étudier les différentes fonctions
antivirales de nos IgA1. Nous souhaitons par exemple évaluer la capacité des IgA1 a
bloquer la formation du complexe de fusion in vitro. En effet plusieurs études ont
démontré le réle des anticorps monoclonaux neutralisants dans linhibition de la
formation du complexe de fusion [102, 376]. L’inhibition de la formation du complexe
de fusion sera réalisée par ELISA en immobilisant des peptides représentant les
regions HR1 ou HR2 puis en mettant en compétition la région partenaire avec les
IgA, comme décrit précédemment [373]. Les complexes formés pourront étre révélés
grace a un anticorps dirigé contre le complexe de fusion. Nous souhaitons également
évaluer la capacité d’inhibition de linfection cellule a cellule et la formation de
syncitia par une technique de « Dye to dye transfer » (transfert de fluorochorme
(Calcein AM Fluorescent Dye, BD Biosciences) [377].

Plusieurs études ont démontré le role des SIgA anti-Env dans linhibition de la
transcytose chez des sujets ESN notamment [2, 6, 300]. Nous souhaiterions évaluer
la capacité de nos IgA1 a bloquer la transcytose dans un modele cellulaire ou in vivo
[378] . Une des fonctionnalités antivirales importantes de nos IgA1 a investiguer est
leur capacité a médier TADCC ou 'ADCVI. En effet, des travaux [310, 350] ont
démontré que chez des macaques immunisés par voie nasale ou rectale, la
protection pouvait étre apportée par des IgA muqueuses capables de médier TADCC
ou 'ADCVI in vivo au niveau des muqueuses et dans le sérum.

D’autres études de caractérisation de ces anticorps et notamment de I'lgA1 F4.30
sont actuellement en cours. Nous souhaitons établir une collaboration avec le groupe
de P. Kwong aux Etats-Unis, pour étudier la constitution du cristal entre le F4.30 et
un trimere de la gp41 ou de la gp140 [355, 379]. A notre connaissance, ce serait le
premier cristal d’'une IgA complexée avec son antigéne. Cette étude nous permettra
d’approfondir notre connaissance sur la liaison et l'interaction de F4.30 a la gp41 et
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connaitre le comportement ainsi que la position spatiale des résidus impliqués dans
la reconnaissance. Pour ce faire, une étape de séquencage des régions variables
des chaines lourdes et légéres a partir des hybridomes d’intérét est en cours en
partenariat avec la société B Cell Design. Les régions variables de nos IgA1 seront
ensuite greffées dans des vecteurs d’expression eucaryotes comprenant les parties
constantes d’une IgG2 humaine. Cette technique permet, d’'une part, d’obtenir des
anticorps totalement humanisés mais aussi d’utiliser ces séquences pour simuler in
silico les interactions des régions variables avec les acides aminés, les sucres et les
chaines latérales de la gp41 grace a la cristallographie en 3D [380].

Les anticorps produits a 'aide de ce modele murin humanisé sont caractérisés par
une maturation B relativement normale en terme de taille des compartiments B, de
réarrangements VDJ, de réarrangements de switch et d’hypermutations [356]. lis
présentent souvent de fortes affinités et sont intégrés dans des stratégies
thérapeutiques comme pour le panitunumab [381-382] ou le rituximab [383-384]. Les
anticorps que nous avons produits pourraient étre facilement intégrés dans une
stratégie thérapeutique protectrice par application topique au niveau des muqueuses
dans un modéle de souris humanisées [385] . Plusieurs études démontrent lintérét
de stratégies d’immunisation par voie muqueuses et leur intérét dans la mise en
place de réponses immunitaires basées sur les IgA. Plusieurs stratégies
d’'immunisation muqueuse chez les macaques qui donnent lieu a des réponses IgA
muqgueuses et systémiques ont été décrites [386-391]. Ces résultats mettent en
lumiére les nouvelles stratégies que nous pouvons élaborer pour améliorer I'efficacité
de nos IgA1 ainsi que nos stratégies d’immunisation. D’autres stratégies peuvent
consister en I'utilisation des IgA1 comme microbicides au niveau vaginal ou rectal en
combinaison avec d’autres agents microbicides comme le tenofovir, par exemple. En
effet, des travaux [392-393] ont permis de démontrer que l'anticorps b12 bloquait
linfection au niveau vaginal via son interaction avec le CCR5. Cependant, la demi-
vie de cet anticorps était inférieure a 4h. Ces résultats démontrent la nécessité de
greffer une piéce sécrétoire a nos IgA pour ce genre d’application car elles sont
dégradées rapidement par les protéases au sein de la lumiére muqueuse. Suite a
ces résultats trés intéressants, d’autres stratégies d’immunisations peuvent aussi
étre envisagées afin d’induire une production d’IgA au niveau muqueux. En effet,
plusieurs approches de vaccination contre le VIH par voie nasale ont été évaluées.
Des nanoparticules polymériques ont été utilisées en tant que systéeme de délivrance
d’'un antigéne VIH vaccinal par voie nasale. I a été en effet rapporté que la
vaccination par voie intranasale avec des nanoparticules contenant le VIH inactives
(nanoparticules de polystyrene) permettait d’induire une réponse IgA spécifique dans
les lavages vaginaux des souris immunisées [394]. Une réponse en anticorps
neutralisants a également été détectée dans les lavages vaginaux de souris
immunisées par voie intranasale contre lisolat llB du VIH-1 [394]. Ainsi une
immunisation des souris chimériques par nos cellules en combinaison avec des
adjuvants capables d’induire une réponse muqueuse comme la toxine cholérique ou
la molécule DC-Chol permettra linduction d'une réponse locale vaginale et
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lobtention d’lgA sécrétoires neutralisantes. Les anticorps monoclonaux acquiérent
leur puissance de neutralisation a partir de leur capacité a bloquer un site fonctionnel
important et critique pour l'entrée virale comme dans les anticorps dirigés contre le
site de liaison de CD4. L'ampleur et la puissance de nos IgA1 et notamment du
F4.30 démontrent que le site conservé de la gp41 peut étre un antigéne cible
important pour la neutralisation du VIH.
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Discussions et perspectives

1) Objectifs de recherche et principaux résultats obtenus

L’objectif de mon travail de thése était d’étudier la fonction des IgA dirigées contre la
partie C-terminale de la gp41 du VIH-1 afin de pouvoir établir I'intérét potentiel de ces
anticorps muqueux. Nous avons choisi d’étudier la réponse dirigée contre la région
MPER car peu d’études ciblent cette région de la glycoprotéine d’enveloppe. Nous
avons voulu, dans un premier temps, étudier la prévalence et l'activité neutralisante
des réponses IgA anti-MPER au niveau muqueux chez des individus ESN et la
comparer a celle des patients VIH*. Cette premiére étude a clairement démontré
lintérét potentiel des SIgA dirigées contre la gp41 et leur possible implication dans la
protection anti-VIH. La deuxiéme partie de mon travail de thése a été de produire in
vivo des IgA neutralisantes dirigées contre la gp41 dans un modeéle murin humaniseé.
Ces IgA ont été caractérisées pour leur capacité a reconnaitre la gp41 ainsi que leurs
propriétés antivirales.

Durant la premiére partie de ma thése, nous avons pu démontrer que 100% des ESN
de notre étude contre 58% des patients VIH" présentaient des IgA anti-MPER. Ces
IgA présentent des capacités neutralisantes trés fortes contre I'infection in vitro par le
SF162, méme a de trés faibles concentrations (de I'ordre du pg/ml). Ces résultats
préliminaires ont confirmé le réle neutralisant des SIgA anti-MPER chez les individus
ESN et leur probable association a la protection de ses sujets vis-a-vis du VIH. Ces
études nous ont permis de valider la gp41 comme immunogene de choix pour
linduction d’lgA neutralisantes. Nous avons pu confirmer la prévalence d’IgA anti-
gp41 muqueuses dans une deuxieme cohorte de femmes. En effet, nous avons pu
démontrer que les lavages cervicovaginaux de ces patientes présentaient des SIgA
capables de reconnaitre uniquement la gp41 et non la gp120 ou la gp140.

Grace a ces premiers résultats, nous avons voulu confirmer que la gp41 était un
immunogéne capable d’induire des réponses immunitaires neutralisantes anti-VIH.
Nous avons immunisé des souris chimériques a1kl capables de produire des IgA1
humanisées. Suite a 'immunisation de ces souris, nhous avons pu obtenir 6 anticorps
monoclonaux de type IgA1 dirigés contre la gp41. Ces anticorps présentaient une
forte capacité de reconnaissance de la gp41 dans des conformations natives ainsi
que de neutralisation des différentes souches de laboratoire et primaires du VIH
testées. La caractérisation de ces anticorps monoclonaux a permis de montrer leur
spécificité pour la région HR2 et les épitopes neutralisants présents sur le MPER, les
épitopes du 2F5 et du 4E10. Cependant les épitopes reconnus sont plus larges que
ceux du 2F5 et du 4E10 ce qui peut suggérer une reconnaissance de formes
conformationnelles voir discontinues. Ces observations ont été confirmées par
microscopie & immunofluorescence sur les lignées HEK293gp41“SP puis en
cytométrie de flux sur des cellules infectées par la souche LAI Les IgA anti-MPER
ont différents profils de neutralisation de l'infection par le VIH. Parmi ces anticorps,
F4.30 est celui qui présentait le plus grand potentiel de neutralisation avec l'inhibition
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de 56% des souches testées dont 80 % de souches classées Tier 2-3. Tandis que
les autres IgA1 présentaient un pouvoir neutralisant plus faible sur les souches
testées. L'étude approfondie des épitopes de neutralisation par mutation ponctuelle
sur la séquence du MPER a permis d’observer que les IgA1 anti-MPER produites
présentaient toutes une sensibilité a la mutation du W et L%°. Ces acides aminés
sont cruciaux pour la neutralisation du 2F5. D’autres mutations importantes semblent
étre primordiales pour la neutralisation par des anticorps, notamment le D”* qui est
un résidu central de I'épitope du 4E10 et correspond a la seule position de
glycosylation présente sur le MPER. Une des particularités observées dans les
anticorps anti-MPER est leur forte autoréactivité or lors de notre étude, seule 'lgA1
SC16C13 présente une forte polyspécificité alors que les autres IgA1 ne sont pas
autoréactives.

2) Discussions et perspectives

Les anticorps jouent un rble important dans les réponses immunitaires anti-VIH. En
effet, la présence d’'lgA au niveau des muqueuses peut prévenir la transmission et
induire des réponses immunitaires locales visant a inhiber linfection par les
particules virales ainsi que par les cellules infectées. Cependant, ces anticorps
doivent étre capables de reconnaitre des épitopes dits « neutralisants » pour
protéger de linfection. Mais une fois l'infection établie, ces anticorps doivent étre
capables d’interagir avec les antigénes présentés a la surface des cellules infectées
afin d’éliminer les foyers initiaux et contréler la propagation du virus dans les
réservoirs du virus. Ces anticorps doivent étre fonctionnels, neutralisants et capables
de médier des activités de type ADCC ou ADCVI. Ainsi les anticorps a forte
maturation et/ou capables d’initier des réponses cellulaires antivirales sont
nécessaires pour la mise en place d’'une immunité efficace contre l'infection par le
VIH et contrler la virémie.

Les résultats que nous avons obtenus mettent en évidence le réle potentiel des IgA
anti-MPER neutralisantes dans limmunité des muqueuses chez des patients ESN.
Ces résultats peuvent étre associés ainsi que d’autres facteurs dans la protection de
ces individus vis-a-vis du VIH. Nous souhaiterions pouvoir confirmer cette hypothése
dans d’autres cohortes comme les patients LTNP et les répondeurs de [lessai
vaccinal RV144. Nous avons également montré l'intérét prometteur de l'utilisation de
la gp41 comme immunogéne dans linduction d’anticorps neutralisants muqueux
capables d’inhiber [linfection in vitro. Cependant, a ce jour, aucune étude n’a
clairement démontré l'effet bénéfique ou néfaste des IgA anti-enveloppe dans le
sérum et au niveau des muqueuses.

La compréhension des mécanismes innés ainsi que le role des antigénes dans
lorientation et le switch de classe des immunoglobulines sont nécessaires pour
élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques protectrices. Grace a nos résultats,
nous avons pu démontrer l'intérét potentiel que peut présenter la préexistence d’lgA
muqueuses capables d’inhiber l'infection chez les sujets ESN. Les études de Bomsel
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[300] et de Hasse [395] ont décrit importance des IgA chez des primates non
humains notamment les IgA anti-gp41, et leurs réles fonctionnels dans la protection
contre l'infection. Lors d’une infection aigue par le VIH, la réponse humorale apparait
trop tardivement pour pouvoir étre efficace et controler la réplication [328].

Lors de l'exposition au virus, la durée de wulnérabilité du virus permettant aux
anticorps d’agir pour inhiber sa progression est trés courte. Ainsi, la présence
d’anticorps ayant des fonctions antivirales avant I'exposition au virus semble étre un
moyen efficace pour établir une protection locale durable. L’analyse des réponses
initiales des anticorps peut améliorer notre capacité a générer une réponse humorale
durable pour prévenir la pénétration et la réplication du virus. Les travaux de Yates et
al [325] montrent que dans 87% des cas de transmissions récentes chez 'homme,
les anticorps présents au niveau des muqueuses sont dirigés contre la gp41 plutot
que contre la gp120. Dans cette étude il a été démontré que les IgA spécifiques de la
gp41 atteignent un pic de concentration avant de baisser, laissant place a I'apparition
des IgA anti-gp120 dans les compartiments muqueux et systémique. Les
mécanismes a l'origine de cette sélection antigénique ne sont pas connus et doivent
étre explorés. Enfin, il a été démontré que les IgA anti-gp41 présentes dans les
compartiments muqueux, présentent des demi-vies plus courtes que les IgA anti-
gp41 systémiques. Il serait également important d’en étudier les raisons structurales
(monoméres, diméres ou sécrétoires) ou environnementales (dégradation muqueuse
rapide). L’isotype des SIgA neutralisantes est également une question importante.
En effet, certains isotypes peuvent étre plus neutralisants que d’autres [300]. Nous
souhaiterions étudier la prévalence de ces isotypes dans le sérum et les sécrétions
chez ces patients.

Le réle antiviral des IgA anti-VIH chez les individus ESN a été largement démontré.
En effet, les SIgA anti-VIH dirigées contre I'enveloppe sont le plus souvent décrites
comme étant capables d’inhiber linfection in vitro ou la transcytose des particules
virales au sein des cellules épithéliales [2, 5, 9, 345, 396]. Ces IgA ont été décrites
comme étant dirigées contre la région gp41 [5, 69] ou contre la gp120 [8, 9].
Cependant les études décrivant leur activité sont plus rares et démontrent plutdét une
inhibition de certaines fonctions des anticorps comme l'induction de TADCC [332,
397]. D’autres études décrivent I'induction d’activité de type ADCC dans le colostrum
de femmes VIH" [398].

Plusieurs perspectives s’offrent a notre étude. En effet, 'étude des réponses
muqueuses et systémiques semble nécessaire chez les sujets ESN. La
caractérisation des épitopes ciblés par les SIgA dans différents compartiments
(sécrétions cervicovaginales, lait, sperme et salive) parait trés importante. Cette
étude pourra étre réalisée sur des cellules exprimant différentes régions de la gp41
comme la lignée HEK293gp41™P ainsi que sur d’autres lignées que nous avons
développées durant mes travaux de thése. En effet, nous avons pu construire
différentes lignées cellulaires exprimant a leur surface la région MPER ou la région
MPER et la région intracytoplasmique de deux clades différents (HXB2, clade B et
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92BR025, clade C). Ces cellules permettront de présenter les épitopes d’intérét
présents sur la gp41 membranaire dans des conditions optimales. Les résultats de
ce mapping permettront d’identifier les épitopes-clé ciblés durant les réponses IgA
anti-VIH chez les sujets ESN. L’investigation des épitopes ciblés durant I'exposition
au VIH doit étre réalisée chez des personnes ayant été contaminées ou ayant un
comportement a risque récent. En effet, 'étude des réponses IgA chez ces patients
permettra d’identifier les épitopes ciblés lors d’une premiere exposition muqueuse.

Enfin, il serait important d’explorer plus précisément le potentiel cross-clade de ces
IgA anti-VIH. En effet, la polyréactivit¢ des IgA est clairement démontrée dans la
littérature. II| semble probable que ces IgA soient capables de reconnaitre différents
clades de virus. Cette polyréactivité semble dépendante de la forte glycosylation de
ces IgA [399 ; 398]. Il est notamment clairement établi que le profil de glycosylation et
de sialylation des IgA1 et des IgA2 est trés différent. I| me parait donc important
d’évaluer le profil de glycosylation de ces anticorps muqueux afin de corréler cette
glycosylation a l'efficacité de protection. I a déja été démontré que la glycosylation
des épitopes a un réle majeur dans la reconnaissance du virus. Notre groupe a
notamment démontré leur importance dans la reconnaissance de la région V1/V2 par
des IgA de sujets ESN [400]. En effet, les travaux de V. Granados-Gonzales ont
compare la réactivité de SIgA de salives parotidiennes ainsi que des IgA et des IgG
sériques de patients HIV' vis-a-vis de protéines recombinantes représentant les
boucles V12 sous forme glycosylée et déglycosylée. Ces travaux ont pu montrer
gu’en 'absence de glycosylation, la réactivité des SIgA vis-a-vis de ces protéines est
augmentée alors qu’aucune variation de reconnaissance n'a pas été observée pour
les IgA et les IgG sériques.

Dans notre laboratoire, nous avons également démontré que seules les IgA2 étaient
capables de permettre la transcytose inverse au niveau des muqueuses
monostratifiées. Cette différence fonctionnelle des isotypes IgA pourrait participer
aux effets contrastés que peuvent avoir les IgA au niveau muqueux et sérique. Il est
possible d'imaginer que certaines IgA sont capables de bloquer la pénétration du
virus alors que d’autres favorisent plutdt sa transmission en lui permettant de
traverser les muqueuses. Nous étudions actuellement l'effet des IgA muqueuses sur
la transcytose de particules virales dans un modéle d’épithélium reconstruit.

Toutefois ces approches de caractérisation nécessitent de grande quantité
d’anticorps. La rareté des individus ESN ainsi que les faibles concentrations des IgA
au sein des prélevements muqueux limitent ces tests de caractérisation. Il est donc
nécessaire de pouvoir produire des IgA fonctionnelles in vitro afin de caractériser
leurs propriétés antivirales.

Dans la deuxiéme partie de mon travail de these, nous avons pu immuniser des
souris a1Kl [357, 358, 401] capables de produire des IgA1 humanisées a forte
affinité. Cette immunisation a été réalisée par une premiére injection d’ADN
recombinant et des rappels avec la lignée -cellulaire HEK293gp41 MSD  Ces
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immunisations ont permis de produire des IgA1 dirigées contre les épitopes de la
région MPER ELDKWA et WNFDIT. Ces IgA1 sont capables de neutraliser in vitro
difféerentes souches de laboratoire et primaires du VIH. Cependant, ces souris ne
produisent que des IgA1 chimériques humanisées et il est clairement démontré que
les IgA1 et les IgA2 peuvent avoir des propriétés fonctionnelles distinctes. L’équipe
de M. Cogné travaille actuellement sur le développement d’une lignée de souris
transgénique humanisée permettant la production d’IgA2. Il serait tres intéressant de
comparer les répertoires obtenus dans ces deux types de lignées murines et
d’analyser la fonctionnalité des anticorps obtenus. Cette équipe travaille également
sur la possibilitt de favoriser la production d’lgA dimériques et sécrétoires
directement in vivo. Il serait également particulierement pertinent de comparer les
réponses obtenues dans ce dernier modeéle. Enfin, les IgA1 produites lors de mon
travail de thése sont chimériques (souris’homme). Cette « humanisation» peut
clairement modifier les propriétés de ces IgA. Nous avons démarré une étude visant
a humaniser complétement I'anticorps F4.30 pour en comparer les propriétés avec la
version chimérique. Cette modification pourrait avoir des répercussions sur son
activité neutralisante mais aussi sur son absence de polyréactivité. Concernant les
fonctionnalités antivirales des IgA1, nous étudions actuellement leur capacité
d’inhibition du complexe de fusion in vitro par ELISA. Nous souhaitons également
évaluer la capacité d’inhibition de [linfection cellule a cellule et la formation de
syncitia par une technique de « Dye to dye transfer » (transfert de fluorochorme
(Calcein AM Fluorescent Dye, BD Biosciences) [5, 69]. D’autres fonctionnalités
antivirales déja décrites dans la littérature comme linhibition de la transcytose a
travers les cellules épithéliales pourraient également étre évaluées. En effet, un test
d’'inhibition de la transcytose peut étre envisagé en utilisant un modele cellulaire
épithélial in vitro déja développé au sein de notre laboratoire [8, 9] ou des explants
de tissu épithélial vaginal [332, 397]. Enfin I'étude de l'induction de 'ADCC et
FADCVIin vitro peut étre envisagée [398].

Concernant la stratégie d’immunisation, différentes études ont permis de produire
des IgA muqueuses notamment 'immunisation intranasale ou orale suivie de rappels
par voie intramusculaire [399]. I a été rapporté, en effet, que la vaccination par voie
intranasale avec des nanoparticules contenant du VIH inactivé (nanoparticules de
polystyrene) permettait d’induire une réponse IgA spécifique dans les lavages
vaginaux des souris immunisées [398]. Une réponse neutralisante a également été
détectée dans les lavages vaginaux de souris immunisées par voie intranasale
contre lisolat lIB du VIH-1[400]. Une stratégie d’immunisation induisant une réponse
SIgA2 au sein du tractus intestinal peut étre une réelle perspective d’induction de
limmunité a base d’anticorps au sein du GALT puisque les cellules T CD4"
représentent un des principaux réservoirs viraux lors d’une infection par le VIH [357,
358, 401]. L'immunisation par voie orale pourrait s’averer efficace car elle permet
d’induire des IgA2 et des IgG au niveau intestinal [377].
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Un des parameétres clé de I'immunité humorale est la réponse mémoire. Les cellules
B circulantes sont des cellules différenciées qui sécrétent des anticorps en continu et
ne nécessitent pas de stimulation antigénique. Par contre, les cellules B mémoire
représentent une deuxieme ligne de défense immunitaire qui est initiée par la
présence d’anticorps préexistants méme a de faibles concentrations.

Les cellules B mémoire humaines ont été largement décrites lors de linfection par le
VIH [378, 402]. Les récentes études de Walker et al [403] sur les cellules B mémoire
de patients VIH" ont permis la production de nouveaux anticorps neutralisants
capables d’inhiber linfection par la majorité des souches VIH circulantes. Les études
de Brocca-Focano [331] ont aussi démontré l'induction des cellules sécrétrices
d’anticorps IgA et IgG dirigés contre I'enveloppe suite a une immunisation avec de
FADN recombinant SIV ou VIH et des immunisations par la protéine d’enveloppe
SVIH. L'activité de ces anticorps anti-enveloppe a été corrélée a plusieurs fonctions
comme ADCC, ADCVI et linhibition de la transcytose. Les cellules B mémoire a
IgA et a IgG apparues aprés administration du virus ont été inversement corrélées
avec la virémie chronique, indiquant que les cellules B mémoire induites par
Fimmunisation sont capables de prévenir linfection. Ces résultats indiquent que,
parmi les perspectives de notre étude, l'investigation des cellules B mémoire a IgA
des patients VIH" récemment exposés ou des ESN pourrait étre particuliérement
intéressante. Nous travaillons actuellement au développement d'une technique
permettant le sous-clonage de ces cellules B mémoire a IgA a partir du sang de
patients. Nous souhaiterions notamment sous-cloner les cellules B mémoire a
tropisme muqueux.

D’autres études ont permis la production d’IgA in vitro en induisant un switch de
classe grace a des cytokines comme APRIL, BAFF, TGFB, TL1A, CD40L et I'lL-7.
Leur utilisation pourrait permetire d’induire, dans les lymphocytes B naifs, la
commutation isotypique amenant a linduction de plasmocytes a IgA [310]. Cette
stratégie de production des IgA peut étre aussi appliquée in vivo lors de
Fimmunisation des souris. Une étude a testé, aprés immunisation intranasale chez la
souris, les effets adjuvants de ces cytokines avec l'antigéne OVA, on observe une
plus forte réponse immunitaire induite par les adjuvants APRIL, TL1A, et TNF-a
guavec 'OVA seule. TL1A-OVA induit une réponse IgG et IgA spécifique de 'OVA
dans les compartiments sérique et muqueux [394].

Durant ces derniéres années, des anticorps monoclonaux IgG neutralisants a large
spectre ont été décrits chez des patients VIH* [394]. Ces anticorps neutralisants sont
capables de neutraliser 90% des souches circulantes du VIH. Ces anticorps
présentaient des taux de maturation d’affinité trés élevés suggérant une longue
maturation des lignées clonales. De plus, ces anticorps fortement neutralisants n'ont
pu étre produits que chez de rares patients VIH* présentant des anticorps fortement
neutralisants sans aucune corrélation clinique de protection [404]. Pour induire une
réponse immunitaire neutralisante, il parait nécessaire de déclencher un processus
de maturation des cellules B en utilisant des immunogénes capables de se lier au
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précurseurs des lignées clonales de cellules sécrétrices d’anticorps et d’initier leur
processus de maturation. L'équipe de Schief [405] travaille actuellement sur le
développement de nouvelles générations d’'immunogénes qui ressemblent a des
versions plus naturelles de I'enveloppe pouvant lier les AcCMNL plus matures et donc
guider leur maturation d'affinité vers les versions plus puissantes d’AcMNL. Ces
équipes développent des domaines externes par ingénierie « engineering outer
domain» qui seront ensuite insérés a la surface des VLnPs (Virus Like
nanoParticules) qui pourront présenter jusqu'a 60 domaines différents a leur surface.
L’utilisation de ces VLnPs chez des souris ou des macaques dont le géne VH a été
remplacé par le géne VH1-2*02 spécifique de 'homme a permis la production, chez
le singe et non chez la souris, d’anticorps similaires a 95.5% avec VRCO1 issus de
cette lignée germinale. Ces ftravaux démontrent la nécessité d'utiliser des
immunogénes capables d’induire une maturation d’affinité dans les modeéles
animaux.

L’utilisation de nos IgA1 peut étre intégrée dans différentes approches
prophylactiques ou thérapeutiques. En effet, les IgA1 anti-MPER pourraient étre
utilisées dans des approches de sérothérapie/immunothérapie passive afin d’éviter
une transmission virale. En effet, les anticorps neutralisants comme 2G12 et b12
administrés passivement, entrainent une protection lors d’une injection de SVIH dans
certains modéles de singes. Les anticorps administrés par voie intraveineuse
protegent également les macaques contre 'administration de SVIH (VIH/SIV) par
voie intraveineuse et muqueuse. Cependant, 'administration de ces anticorps
protege le macaque uniquement lors d’'une contamination vaginale [228, 235, 406].
Le modéle de SVIH a été développé afin de mimer I'exposition de la muqueuse
pendant la transmission du VIH [212, 215]. | a ét¢ montré que les deux anticorps
monoclonaux 2F5 et 4E10 conférent une protection compléte contre le SVIH chez le
macaque. Chaque anticorps a été administré par voie intraveineuse a des groupes
de six males macaques rhésus 1 jour avant et 1 jour aprés linjection intra-rectale du
SVIH (Bal). Dans ces groupes, cing des six animaux ont montré une protection
compléte, et pour un macaque dans chaque groupe, une baisse de la réplication
virale a été observée. Cette étude confirme le potentiel de protection des anticorps
2F5 et 4E10 [310].

L’administration systémique d’un cocktail d’anticorps F105, 2G12, 2F5 a 4 femelles
macaques gravides ayant regu au préalable une injection intraveineuse de SVIH-vpu
a également été décrite. Celles-ci ont montré une protection contre le virus avant
laccouchement. Les nouveau-nés ont regcu oralement la méme souche SVIH-vpu.
Aprés six mois, aucune infection n'a été observée. Cette étude démontre que les
trois anticorps monoclonaux sont essentiels pour obtenir une protection [407-408].
Ces résultats ont été confirmés par une autre équipe en utilisant le virus
SVIH89.96PD [409]. L’injection par voie intraveineuse des anticorps monoclonaux
2G12 et 2F5 [11, 142, 212, 227, 232]. Le 2G12 administré seul ou en association
avec le 2F5 ne confére qu'une protection partielle (8 macaques sur 14) aprés
injection par voie vaginale (virus SVIH X4 tropique). Cette étude présente un biais
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important car le virus utilisé posséde un tropisme dual R5-X4 avec une préférence
pour le corécepteur X4 alors que les virus isolés lors d’une infection aigue, ont un
tropisme R5. De plus, les virus R5 sont généralement impliqués dans la transmission
meére-enfant et 'absence d’expression de RS est corrélée avec une forte protection
contre l'infection par le VIH [15, 45].

L’ensemble de ces études démontre [lefficacité potentielle que peut avoir
Fadministration par voie systémique d’anticorps neutralisants pour prévenir l'infection.
L’administration de nos IgA1 pourrait également limiter la réplication virale chez des
patients infectés, au stade de la primo-infection. lls pourraient notamment limiter
Faccumulation du virus dans des réservoirs comme lintestin. Cependant, pour cet
usage, il serait nécessaire de greffer la piéce sécrétoire qui pourrait ainsi éviter la
dégradation par les protéases présentes en grande quantité dans la lumiére
intestinale. L’utilisation locale de nos anticorps neutralisants capables de bloquer
linfection muqueuse du VIH-1 pourrait aussi conférer une protection efficace contre
une infection virale [140, 217, 224, 410-413]. Parmi les approches envisagées, nous
souhaiterions tester la capacité des IgA1 a bloquer la transmission d’un virus SVIH
chez le macaque. Ces anticorps seront comparés ou combinés aux anticorps de
référence tels que l'anticorps 2F5, 4E10 ou b12. Afin de faciliter 'application vaginale
ou rectale de ces anticorps, ils seront formulés dans un gel afin d’en améliorer la
persistance locale seuls ou en combinaison avec différents agents microbicides
comme le tenofovir ou des inhibiteurs non-nucléosidiques de la transcriptase inverse
comme les Diaryltriazines et Diarylpyrimidines formulés en gel ou inclus dans des
anneaux vaginaux [390, 414-415].

Il parait indispensable d’humaniser et de stabiliser ces IgA. Le F4.30 est en cours de
séquencage afin de cloner les VH et VL dans des plasmides d’expression
d’immunoglobulines. Nous testerons lefficacité de cet anticorps dans un contexte
humanisé en IgG, IgA1 et IgA2. En fonction de lisotype de [lanticorps, nous
espérons ainsi améliorer l'efficacité in vivo de nos anticorps en facilitant notamment
leur capacité a induire une réponse de type ADCC. Nous avons pu observer des
différences d’affinité importante entre nos IgA1 et les IgG/IgA des anticorps 2F5 ou
4E10. En effet, les IgA1 semblent avoir une affinité/avidité supérieure aux IgG ce qui
leur permettrait d’étre bien plus efficaces in vivo.

Un vaccin efficace contre le VIH devrait étre en mesure d'induire une immunité
durable et d’empécher l'apparition de linfection et de réduire la réplication du virus
chez les patients infectés afin de ralentir 'évolution de la maladie et de réduire le
risque de contamination virale. Des études récentes ont montré que linduction d’une
immunité mucosale robuste, une forte activité des lymphocytes T polyfonctionnels et
des anticorps neutralisants a large spectre sont des facteurs importants de l'immunité
protectrice contre le VIH-1. La premiére étude clinique d'un vaccin contre le VIH a eu
lieu aux Etats-Unis en 1987 pour tester un vaccin protéique basé sur la gp160.
Depuis, plus de 40 candidats vaccins ont été testés dans plus de 80 essais cliniques
de phase |/ phase Il, impliquant plus de 10 000 volontaires sains dans le monde. Les
vaccins contre le VIH testés chez 'homme ont été congus pour induire des anticorps
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neutralisants, puis une réponse immunitaire cellulaire. Le rbéle des anticorps
neutralisants dans le confinement de la réplication virale chez les patients infectés
semble étre incertain et, dans la plupart des cas, les anticorps neutralisants ne
protegent pas contre la progression de la maladie [391]. Cependant, les anticorps
neutralisent le virus durant les premiéres étapes de linfection prévenir ou retarder la
progression vers le stade SIDA. La détection des anticorps neutralisants dépend des
tests de mesure de la neutralisation utilisés in vitro, et la standardisation des tests est
essentielle pour étre en mesure de comparer 'ampleur et la qualité de la réponse
des anticorps neutralisants dans le sérum et dans les sécrétions. Les mécanismes
d’échappement viraux a la neutralisation présentent une forte variabilité et une
importante glycosylation des protéines de I'enveloppe, la trimérisation de I'enveloppe
et 'excrétion ainsi que l'exposition finale des domaines fonctionnels importants par
des changements conformationnels induits a la suite a la liaison au CD4. La
glycosylation de l'enveloppe est un inconvénient pour l'induction d’une réponse IgG
neutralisante efficace. Cependant ceci peut s’avérer un avantage pour l'activité
neutralisante des IgA. Enfin, des solutions pour améliorer 'accés des molécules
neutralisantes telles que la chaine lourde des anticorps ou Fab aux résidus cruciaux
ou les régions clé peuvent étre identifitces a partir des modéles animaux.
Récemment, des anticorps composés d’une chaine lourde unique ont été décrits. lis
semblent posséder des propriétés supérieures en terme de neutralisation comparées
a des anticorps classiques [414]. Ces anticorps sont suffisamment petits pour
intervenir lors de la formation de la synapse virale et donc inhibent les premiéres
étapes cruciales de linfection. D’autres espéces productrices d’anticorps avec les
mémes propriétés, comme les requins et les poissons cartilagineux [388-389, 416],
pourraient apporter de nouveaux éclairages sur le développement de vaccins contre
le VIH.

Les anticorps peuvent neutraliser le virus durant la premiére étape de linfection et
participent a l'induction de l'immunité adaptative contre le VIH pour prévenir ou
retarder la progression de l'infection a VIH. Le développement d’un vaccin contre le
VIH est un formidable défi scientifique compte tenu de 'extréme variabilité génétique
du virus, le manque d’'un bon modéle animal, le manque de connaissance de tous les
mécanismes impliqués dans I'immunité et certaines limites dans les technologies
récentes. Cependant, les données récentes semblent suggérer que la capacité d’un
candidat vaccin a générer une réponse neutralisante a large spectre contre plusieurs
épitopes dans la glycoprotéine Env sera d'une grande importance. Face a un
mécanisme d’échappement trés efficace, élaboré dans le seul but de contrecarrer et
de contourner un éventail de stratégies immunitaires, il est essentiel d’étre capable
de faire la distinction entre 'immunogénicité et 'antigénicité. Les progrés récents
dans le développement de nouveaux immunogénes ou de nouveaux anticorps
neutralisants a large spectre et l'approfondissement de nos connaissances sur la
structure des glycoprotéines de [lenveloppe et de leurs interactions avec les
anticorps neutralisants peuvent permettre le développement et la conception d’un
vaccin efficace capable de prévenir ou de ralentir I'infection et la progression vers le
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SIDA. Dans cette optique, l'induction d’'une réponse IgA muqueuse nous parait étre
un critere important d’efficacité. Mon travail de thése a permis de démontrer
clairement le potentiel thérapeutique des IgA dirigées contre la gp41 et notamment
leur supériorité en terme d’affinité de reconnaissance de I'enveloppe.
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Annexes

Durant mes travaux de thése, jai rédigé deux revues qui faisaient I'état de l'art des
derniéres études sur la structure de la gp160 et sur 'immunogénicité des regions qui
la composent. Mes travaux ont été publiés en 2011 sous forme d’un chapitre de livre
qui traitait des avancées cliniques et scientifiques sur le VIH et en novembre 2012
(Annexe 1) sous forme dune revue dans Journal of Virology (Annexe 2).

Jai également participé aux travaux de Dr. R. DAWOOD portant sur génération
d’anticorps IgG monoclonaux neutralisants dirigés contre le complexe de fusion. Ces
travaux ont été publiés dans AIDS Decembre 2012 (Annexe 3).
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HIV-1 Glycoprotein Imnmunogenicity
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France

1. Introduction

The Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1) is a C-type enveloped retrovirus
[classification based on morphology of retroviruses electron micrescopy) of the Retroviridas
family. It's consisting in a genome of 2 pesitive stranded RIVA melecules and a speeific
polytmerase reverse transcriptase enzyme (RT). The viral FIV4 is reverse transeribed by RT
into a double-stranded DINA molecule which is then integrated into the genome of infected
cells (figure 1), The wirus is wrapped by a bilayer merrbrane derived from the host cell.
Homotritmers of the viral glyeoprotein gplsd are inserted in the envelope (figure 1), Several
cellular proteing are also incorporated into the wiral membrane with relative abundance,
including MHC class I and I molecules and intracellular adhesion molecule. Lentiviruses, to
which HIV belongs, rause disease with a 'slow' evolution preceded by a period of cdinieal
laterey, Apart from hurnans, lentiviruses infect several other species of marmumals such as

ap120 Cyalaphillin

Lipid
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Fig. 1. Schematic representation of the FIV-1 particle, Two copies of the viral positive
stranded RITA genome are packed in the eapsid. Viral enzymes: reverse transeriptase (RT),
integrase (IIT), protease (Pr) and structural proteins; capsid (CA), nucleceapsid (IC), matrix
(BI4) and pé are inside the particle togeather with the viral regulatory protein Vpr and the
cellular protein eyelephilin (Fhogat et al., 2007),
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primates (Simian Immunodeficiency Virus, SIV), feline and ovine. Infection by HIV-1 causes
a very rapid destruction of the majority of T cells memory CD4"/CCR5* and especially
those residing in the intestinal mucosa.

Although antiretroviral therapy for HIV infection prevents AIDS-related complications and
prolongs life, it does not fully restore health. Long-term treated patients remain at higher
than expected risk for a number of complications typically associated with aging, including
cardiovascular disease, cancer, osteoporosis, and other end-organ diseases. The potential
effect of HIV on health is perhaps most clearly exhibited by a number of immunologic
abnormalities that persist despite effective suppression of HIV replication. These changes
are consistent with some of the changes to the adaptive immune system that are seen in the
very old ("immunosenescence") and that are likely related in part to persistent
inflammation. HIV-associated inflammation and immunosenescence have been implicated
as causally related to the premature onset of other end-organ diseases.

This review summarizes the importance to generate immune responses against HIV-1
glycoprotein in further vaccinal approaches and detail the complexity of the envelope
structure and the relative high HIV-1 glycoprotein immunogenicity.

2. Molecular basis of HIV envelope glycoprotein

2.1 HIV-1 envelope glycoprotein

The gpl20 (SU) and gp4l (TM) envelope glycoproteins are encoded by the HIV gene env.
This gene codes for an Env precursor polyprotein (p90) which undergoes post-
transcriptional modifications as glycosylations resulting in the gplé0 precursor. It is
interesting to note that the HIV cleavage sequence is highly conserved (Veronese et al., 1985)
and is included in one of the most conserved domains within gp120 (C5). Gpl60 is produced
as an inactive precursor in the rough endoplasmic reticulum and subjected to extensive N-
glycosylation resulting in high mannose chains linked to Asn residues at either Asn-X-Ser or
Asn-X-Thr glycosylation sites. The gplé0 are sorted through the constitutive secretory
pathway of the infected cells (Moulard and Decroly, 2000). Once transported to the cellular
plasma membrane, trimeric gpl20-gp4l complexes are incorporated into budding virus for
the release of new infectious particles. Before its anchoring on the surface, gpl60 is cleaved
by a host protease named furine in two sub-units associated by non-covalent interactions
(gp120 on the surface and the transmembrane gp 41) (Hallenberger et al., 1992). Envelope
glycoproteins form trimeric spicules of gpl20-gp4l complexes on the surface of the virus
conferring viral tropism (Chan and Kim, 1998). Env is also involved in the interaction,
recognition and the fusion of the viral and cellular membranes leading to the introduction of
the viral genome into the cytoplasm of the target cells. The Env spikes are thought to be
trimeric and structure-based models have been proposed (figures 2&3). Cryoelectronic
microscopy tomography shows heterotrimeric complexes (Roux and Taylor, 2007; Briggs et
al., 2009). However, despite intensive efforts, the arrangement and orientation of the loop-
deleted gpl20 core atomic structures within a native Env spike and their association with
the gp41 subunits have remained largely speculative.

The entry of virus into the target cell involves the fusion of cell membranes and the viral
envelope. Whereas, the recognition of the target cell by the gpl20 is not sufficient to directly
cause membrane fusion and mediate the injection of viral genome. The adsorption of HIV-1
on cell surface is mediated by interactions between envelope glycoproteins and two types of
surface molecules: attachment factors (or adhesion receptors) and coreceptors (figure2).
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Coreceptors are actively involved in the penetration of the virus and are selective for the
entry of the virion into the host cells depending on their tropism.

Fig. 2. Schematic representation of the interaction between envelope glycoprotein and wviral
receptors. On the left, a surface rendered cryo-electron microscopy tomographic image of
HIV-1. Viral spikes are blue and the viral surface is grey. On the right is shown a structure-
based model of the envelope glycoproteins of HIV. Trimeric HIV-1 gp120 proteins shown in
cyan bind to the primary receptor, CD4. Following conformational changes, the gp120-CD4
complexbinds the chemotaxis receptor adapted from (Karlsson Hedestam et al., 2008).

2.2 Gp120 envelope glycoprotein

Gp 120 glycoprotein represents the external part of the envelope glycoprotein of HIV with a
molecular weight of 120 kDa. It contains 480aa with 2 disulfide bridges and 20 to 24 N-
glycosylation sites. Gpl20 is inwolved in the earlier steps of the infection of target cells.
HIV-l-receptor binding is mediated by external Env gpl20, which binds the CD4 primary
on target cells. Then, a series of Env conformational changes occur that result in exposure of
a transient binding site allowing the wirus to interact with its co-receptor, usually the
chemokine receptor CCRE or CHCR4, to initiate another cycle of infection (figure 34, B).
HIV-1 gp120 consists of five conserved (C1-C5) and five extremely warisble (V1-V5)
domains. The conserved domains contribute to the core of gpl20, while the wvariable
domains {and numerous N-linked glycosylation sites) are located near the surface of the
molecule. The gpl20 is extensively glycosvlated with N-linked glycan host derived
carbohydrates. The role of these modification is to mask them and their micro-
heterogeneities form a perfect immunclogical shield that allow a decrease of the immune
response against viral particles (Pancera et al., 2010) The presence of glycosylation sites in
the V3 region seems to affect the wiral tropism. Eemovwal of the glycosylation site at position
301 allows the chimeric virus to evolve to X4 phenotype (Pollakis et al,, 2001). The removal
of three amino acids on different glycosylation sites of gp120 from the laboratory strain
¥ARS HIVER.6 tropism results in the loss of tropism for CCR5 (Yang et al, 2010). This
phenomenon could be due to the unmasking of neighboring basic amino acids or the loss of
negative charges located on the glycoprotein. Moreover, the number of glycosylations
present on gpl20 influences its secondary structure, which could alter the interactions
between the V3 region and neighboring regions (figure 3F). The ability of some strains to be
infectious and replicate even in the absence of V3 loop has been described [Cormier &
Dragic, 2002)(Lin et al,, 2007). The V3 region (35 amino acids) plays a significant role in the
recognition and interaction with the cellular receptors of the target cell. This region also
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contains at its extremity a highly conserved sequence of amino acids (GPGRAF). This
pattern is surrounded by variable amino acids which alter the wviral tropism through
interaction of gp120 with the cellular chemokine CCR5 and CXCR4. The V1-V5 regions form
exposed loops anchored at their bases by disulfide bonds (Teixeira et al, 2011). Crystal
structure of gp120 shows that this protein is folded as a connection of four P elements called
“bridging sheet”with an inner and an outer domain (Kwong et al, 1998). The internal
domain is a near point of contact with gp41 and the N and C-Term of gp120. In the native
conformation, trimers are more stable due to the interaction with gp41l and V1-V2 loops.
Oligomeric gpl20 protein can adopt a conformation called 'closed' as in primary isolates
resulting in masking the receptor binding site of CD4 in V1 and V2 regions while gp120 of
TCLA viruses preferentially adopt an 'open' shape thereby reducing its affinity for this
receptor. Finally the interaction with CD4 gives rise to an open structure enabling the link of
viral and cellular membrane and an exposition of the V3 loop (Roux & Taylor, 2007).

HIV gpl80:
o ] 0 00 400 500 o0 700 B2
CsC Loop MpER

 » Y YIfITYTD TR IR OTC o 2 —
(=) v\rv; B G G v v e T

Glyean

Fig. 3. Schematic representations of HIV-1 envelope glycoprotein A) Glycosylations sites
present on gpl60 glycoprotein B) Structure of the gpl120-gpd1 glycoprotein envelope of HIV
{Pancera, 2005). C, D, E, F are obtained by cryo-electron tomography C) Structure of an HIV-
1 gp120 core with intact gp41-interactive region D) 90° rotation of C placement of the gp120-
CD4 complex in the electron density map (light gray), residues involved in gp41 interactions
are colored with blue (Pancera et al,, 2010) E) Schematic representation of HIV-1 native viral
spike. The glycoprotein is shown as a transparent framework and represents three gp120
molecules non-covalently linked to three gp41. Epitopes of broadly neutralizing monoclonal
antibodies on gp120 (red) or gp41l are labelled with arrows. The IgG1b12-binding surface is
labelled yellow, and the bases of the variable regions (mmissing in this structure) are labelled
blue, green, and pink. (F) The same model with the gp120 glycans shown in blue reveals the
extensive glycosylation present as an antibody evasion mechanism on Env, and glycans
implicated in BINM Ab 2G12 binding are highlighted in white and labelled with an arrow.
HIV-1, human imimunodeficiency virus type-1; MPER membrane-proximal external region
patterns obtained from the works of {Sattentau & McMichael, 2010).
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CDA4 receptor binding site

The main receptor of HIV is the CD4 membrane glycoprotein. Binding to CD4 initiates the
process of infection. Different models forecast the exact configuration of some regions of the
gpl20 protein whereas they all show clearly the important structural differences in the
organization of the trimer between the free and the associated form with CD4. The CD4
molecule binds with high affinity to gpl20 protein (Klatzmann et al., 1984). The CD4
binding site is composed of relatively conserved regions located between the two domains
of gpl20, and the P inter-domains sheet. The contact areas are discontinuous in the native
three-dimensional structure of protein. The CD4 binding domain is located in the D1
domain of the CDR2 loop {(Complementarity Determining Region 2), on the opposite side of
HLA type II binding domain (Fleury et al., 1991). In this area, two residues, Phe43 and
ArgD9, are particularly important in establishing interactions with gpl20 residues of the
CD4 binding site (including Glu®™, TrpL7 and Asp2®) (Tachibana et al., 2000). The affinity of
CD4 to the envelope glycoprotein of HIV is highly variable depending on its quaternary
structure (monomeric or oligomeric) and tropism. In addition, gpl20 is conformationally
flexible, the site of initial CD4 attachment is conformationally inert (Zanetti et al., 2006; Zhu
et al., 2006; Roux & Taylor, 2007).

Co-receptors of HIV

The two main HIV co-receptors are the chemokine receptors CXCR4 and CCR3 (figure?).
CXCR4 and CCR5 are ubiquitously expressed in immune cells, CXCR4 and CCRS belong to
the superfamily of receptors linked to G proteins and are characterized by a structure
comprising an extracellular N-Term segment, seven transmembrane domains in helices,
three extracellular loops or ECL, three intracytoplasmic loops or ICL (intracellular loop) and
an intracytoplasmic C-Term segment. The N-Term segment and extracellular loops are
responsible for receptor affinity for its ligand (Allen et al., 2007).

The natural ligand for CXCR4 is the SDF-1 molecule (Stromal Derived Factor-1), a
chemokine a of CXC type (presence of two cysteines separated by one amino acid). As a
ligand, it induces internalization of CXCR4 by a process of vesicle clathrin-dependent
endocytosis, resulting to its degradation. CCRS3 is the receptor of three chemokine f of CC-
type (with two adjacent cysteines), all produced by CD8 T cells: RANTES (Regulated upon
Activation, Normal T-cell Expressed and secreted), MIP-la and [ (Macrophage
Inflammatory Protein-1). RANTES induces CCRS internalization and is recycled to the cell
membrane without being degraded. According to the coreceptor involved in HIV entry into
the target cell, the virus is classified depending on its tropism. Thus, viruses use the CCRS
receptor (expressed by monocytes, macrophages, activated T cells or memories and DC) are
called 'CCRS-tropic' (or virus type 'R5') and those using the CXCR4 coreceptor (expressed by
T cells, monocytes and DCs) are appointed, CXCR4-tropic '(or virus 'X4'). CXCR4 is the
coreceptor identified as responsible for the entry of HIV in the lymphoid lineages adapted
X4 viruses are also called 'T-tropic' or 'lymphocytotropic', whereas R5 viruses are called 'M-
tropic' or 'monocytotropic’. Some isolates are capable of using both CXCR4 and CCR5
coreceptor and are referred as' X4R5 or ‘dual-tropic'. This classification has replaced an old
classification based on the ability of the virus or not to induce syncytium formation (a
reaction resulting in the cytopathic membrane fusion of several adjacent cells leading to the
formation of a 'giant cell' multinucleate) at a T cell line (MT-2). It is now accepted that
viruses using the CXCR4 coreceptor to enter target cells induce the formation of syncytia (SI
virus like 'Syneytium Inducing virus') in contrast to viruses using exclusively CCR5 (NSI
viruses for 'No Syncytium Inducing virus').
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2.3 Alternative receptors
However, cells which not express the CD4 molecule on their surface can also be infected, at
least in vitro. The CD4 is not the only molecule favoring infection by HIV-1.

2.3.1 Interaction with Galactosyl-ceramide (a-GalCer)

Surface molecules such as the a-GalCer glycolipid or lactosylceramide sulfate, present on
different tissues (brain, intestine, epithelium and cervix) are capable of binding to gplé0
protein V3 loop. These molecules can be considered as alternative receptors for HIV. The a-
GalCer is a glycosphingolipid (GSL) most commonly involved in the interactions between
cells lacking CD4 and HIV. It binds to the V3 region of gpl20 (Harouse et al.,, 1995). These
sequences form a conformational site exposed on the gpl20 surface which interact with the
galactose residue of GalCer. The affinity of gpl120 to GalCer was higher than for other GSL
(Long et al., 1994). Saturating the V3 area of gpl20 with GalCer analogs can prevent the
infection of CD4* T cells and CD4 by HIV (Fantini et al., 1997). GalCer is also capable of
binding to gp4l domain located in a 35 amino acids region containing the ELDKW A epitope
(Alfsen and Bomsel, 2002). This interaction takes place only after fixation on gpl20 and
GalCer stabilization. The o-GalCer/gpl20 or gp4l interaction is also essential for viral
particles transmission during endocytosis or transcytosis. The GSL are constituents of the
lipid bilayer of the cell membrane and are associated with glycophosphelipides (LPG) and
cholesterol. This association form within the membrane microdomains distinct called “lipid
rafts” (or 'rafts') (Simons and lkonen, 1997). These lipid rafts traffic areas are preferred
across the cell membrane for various pathogens or their toxins that use protein or lipid
components of these micro-domains like receptors (Van der Goot & Harder, 2001). Lipid
rafts are involved in the infectious cycle of HIV, particularly for the entry into target cells
(Campbell et al, 2001). In the case of CD4-dependent infection and after fixation of the
gpl20 on CD4, an interaction between the central portion of the V3 region and the GSL
would be essential to the establishment of the association between gpl20 and coreceptors
(Nehete et al., 2002). GSL present in lipid rafts can stabilize the attachment of the virus to the
cell surface and to ensure migration of gpl20-CD4 complex to a co-receptor. Rafts can move
within the membrane and facilitate conformational change of gpl120 leading to the insertion
of the fusion peptide.

2.3.2 Interaction with C-type lectins

C-type lectins (CLR, C-type Lectin Receptor) are proteins that attach, with a calcium-
dependent way, the carbohydrated residues through their CRD domain (Carbohydrate
Recognition Domain). They are particularly expressed on dendritic cells where they play a
key role in capturing pathogens by binding carbohydrates present on micro-organisms
(Weis et al., 1998). There are two categories of CLR: CLR's type I which exposed their N-
Term part outside the cell and the type II CLR with intracellular N-Term domain. The
majority of CLR binds D-mannose, D-glucose or D-galactose and their derivatives. Four
CLR type lectins have the ability to bind to gp120: MMR, MBL, DC-SIGN and Langerin.
Lectin MMR (Macrophage Mannose Receptor, or CD206) is highly expressed by dendritic
cells generated in vitro from monocytes but not expressed by those of blood. Macrophages
are capable of transferring HIV to cells expressing CD4 using this receptor (Nguyen and
Hildreth, 2003).

MBL (Mannose Binding Lectin) is a CLR type I present in serum as a soluble form where it
can bind to pathogens and initiate their attack by the complement system. It is capable of
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binding to HIV through highly mannosylated oligosaccharides residues contains in the
£p120 (Saifuddin et al., 2000).

The CLR type II DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific ICAM-3 Grabbing Non-integrin, or
CD209), is expressed as tetramers in lipid rafts of immature dendritic cells (Cambi et al.,
2004). Its natural ligand is [CAM-3 (intercellular adhesion molecule-3 or CD50) also present
on T cells which allow its interaction with dendritic cells (Geijtenbeek et al., 2000a;
Geijtenbeek et al., 2000b). Like MBL, DC-SIGNN binds mannose residues embedded into
more internal patterns and more complex than MMR. DC-SIGN binds to Gpl120 from many
strains of HIV and SIV which harbor many oligosaccharides rich in mannose residues
(Geijtenbeek et al,, 2000b). Finally, Langerin (or CD207) is a CLR type receptor specifically
expressed by Langerhans cells. Langerin is responsible for the formation of Birbeck granules
(Valladeau et al., 2000) and contains a specific region which interacts with gp120 (Turville et
al., 2002).

2.3.3 Interaction with the a4p7 integrin

It was recently demonstrated that gpl20 activated form is also able to bind a4p7 integrin
expressed on gut-homing T and B lymphocytes and CD4+ NK cells (figured). A tri-peptide
leop (Leu-Asp-Val) at the V2 loop, mimicking the binding motif of the natural ligands of
a7, is involved in this interaction. This binding enables the formation of viral synapse
through the activation of LFA-1 (Arthos et al., 2008). By this way, HIV-1 induces a massive
depletion of gut CD4* T cells which participate to the immune dysfunction in HIV patients.

V2 loop

— 114 B binding site

Vi-V2 stem

Fig. 4. Positions of all potential N-Glycosylation and a437 binding sites located in the V1/V2
loop gpl120 (Nawaz et al.,, 2011).

2.4 Gp41 envelope glycoprotein

The binding of gp 120 to CD4 and coreceptors permits its conformational changes and
triggers the establishment of the fusion complex compounds by trimers of gp41 (figure6).
(Salzwedel et al., 1999, Munoz-Barroso et al, 1999, Dwyer et al., 2003). Gp4l is the
transmembrane domain of the entire envelope glycoprotein which anchors the viral spikes
in the bilayer lipid membrane of viral particles and plays an important role in membrane
fusion and cell entry. Gp4l is composed by 345 amine acids (512 to 856 of HIV-1 HXB2
strain) with a molecular mass of about 41KDa. Gp41 presents an extracellular domain or
ectodomain, a transmembrane domain or membrane spanning domain, and an
intracytoplasmic domain (figure5). Gp41 sequences are clearly more conserved than gpl20
and also contain only four N-glycosylation sites on its ectodemain. These glycosylation sites
are highly conserved and appeared to contribute to optimal viral replication efficiency
{Johnson et al., 2001).
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Ectodomain
[ PR MPER | cT
[FPlume| NHR | CHR
512 527 546 581 628 661 684 705 856

Fig. 5. Schematic representation of gp41 domains. Gp41 is divided in 3 regions. The
ectodomain contains the fusion peptide (FP), a polar region (PR), N and C-terminal heptad
repeat regions separated by an immunodominant region (NHR & CHR), a rich tryptophane
highly conserved region (MPER), a transmenbrane region (TM) and an intracytoplasmic tail
(CT) (Montero et al., 2008).

Gp4l contains different domains involved in the fusion process of viral and host cell
membrane. The N-Term hydrophobic region consist in the fusion peptide (512-527), a polar
region (525-543) called the Fusion Peptide Proximal Region (FPPR) or Polar Region (PR), the
N-Term heptad repeat (NHR or HR1) (546- 581) and C-Term heptad repeat (CHR or HR2).
These regions are folded as a-helix and linked by a loop called immunodominant loop (598-
604) containing a disulfide bridge. A highly conserved Tryptophan Rich Membrane
Proximal Ectodomain/External Region (MPER) (660-683) is also present (Chan et al., 1997).
Finally, the membrane spanning domain or transmembrane (MSD/TM) and the
intracytoplasmic tail or C-tail are two other hydrophobic regions present at the C-Term
portion of gp41 (figure5). A complete description of the whole molecule gp41 is not clearly
defined. A crystallized intact trimer would be structurally definitive, but it's seems that
large regions appear to be in constant motion as part of the conformational masking defence
of potential epitopes from Abs. It is widely assumed that the failure of Env-based vaccine
candidates to date relates, in part, to the difficulty in generating soluble versions of Env
proteins that faithfully mimic key structural features of native in situ Env.

2.4.1 Fusion peptide (FP)

The FP corresponds to the first N-Term domain of the gp4l ectodomain (figure5). FP is
highly conserved among HIV-1 clades and other viruses. For example, GFLG is a pattern
found among fusion peptides of different retroviruses such as HIV-1, HIV-2, SIV and HBV
(Durell et al., 1997). A mutation in the GFLG alters the fusogenicity of the P (Pritsker et al.,
1999). Other studies of HIV with truncated or mutated FP showed that it's crucial to the
fusion process and viral entry into host cells (Qiang et al., 2009).

B — A
CD4 + HRA —

coreceptor slow rxn Ve
gp‘lZO@ - e @)

gpa1 P HR2 1 -
\(! A
‘wiral membrane s ——
Nativ Prehairpin Trimer-of-Hairpin/ Postfusion

Fusion

Fig. 6. Model of HIV entry pathway and gp41 conformational intermediates. Gp41 HR1 and
HR2 regions are depicted in magenta and green, respectively (Miller et al., 2005).

www.intechopen.com

165



HIV-1 Glycoprotein Immunogenicity 11

FP is mostly hydrophobic (Del Angel et al, 2002). The substitution of glycine residues
results in a fusogenicity decrease (Vanlandschoot et al., 1998). It has been suggested that the
succession of FP glycines is involved in the oligomerization of fusion peptides, in the
balance of amphipathicity necessary for membrane fusion and/or orientation of fusion
peptides in the membrane (Delahunty et al., 1996). Recent studies showed that FP can also
change its conformation according to the biochemical environment ((Buzon et al., 2005;
Gordon et al., 2008). Solid-state nuclear magnetic resonance (MINR) spectroscopy (Zheng et
al., 2006) confirmed that the FP oscillates from an crhelical state in low concentration of
cholesterol to the P-strand form what reveals a high playing a crucial role during the viral
fusion process. There are also controversies over the functional structure and the size of the
FP it could have a different length and by the way a different sequence as 16 aa (Kamath
and Wong, 2002), 23 aa (Delahunty et al.,, 1996; Gordon et al., 2002) or 33 aa (Pritsker et al.,
1999) . To date the native structure in prefusogenic and fusogenic state remains unravelled.

J e g = e g e g e g

NHR  NH2-FP-MGAASMTLTVOARQLLSGIVOOONNLLRAIEAQOHLLOLTVWGTKOLOAR TLAVERYLKDQ
CHR COOH-FWNWLSAWKDLELLEQENKEQQNQSEETLSHI LSTYNN IERDWEMY-NH

d a g d a d a g g
Fig. 7. Interaction between critical sequences in NHR and CHR regions of gp41 fusion
intermediate. Dashed lines between the NHR and CHR domains indicate the interaction
between the residues located at the e, g and a, d positions in the helical spiral of NHR and
CHR domains, respectively. The critical sequences in NHR and CHR include: GIV (residues
547-549, red) is a determinant of resistance to T-20 in NHR region, LLOLTVWGIKQLQARIL
(residues 565-581, green) is the cavity-forming sequence in NHR region, WMEWDREI
(residues 628-635, orange) is the cavity binding sequence in CHR region; and WASLWNWF

(residues 666-673, pink) is a partial tryptophan-rich sequence (Pan et al., 2010).

2.4.2 N-heptad repeat (NHR) / C-heptad repeat (CHR) regions

Adjacent to the FP is the first of two HR's (N and C-HR, respectively) that play critical roles
in the fusion activity of gp4l (figures5, 6). HR motifs contain a characteristic repeating
pattern of seven residues (abcdefg). Amino acid sequence of these segments is composed of
seven AA which occupy seven positions on the fusogenic structure forming a pattern. This
pattern repeats 7 times hence the name seven-repeat (heptad repeat). In the CHR, AA in
position “a” and “d” are generally apolar or hydrophobic and are crucial for stabilizing
trimers (figures?, 8). The “e” and “g"” residues in NHR frequently interact with residues in
the “a” and “d” positions. Characteristic packing of the hydrophobic side chains as the HR
in a helical configuration stabilizes the coiled-coil structures N-HR (aa 541-581). Two
binding sites have been characterized which bind the CHR region (aa 610-683) through the
residues g and or the endo genous homotrimeric NHR region through the residues “a”
and “d” (Bewley et al., 2002},

A five-amino acid hydrophilic loop containing two cysteine residues with an intramolecular
bisulfure bridge links the two HR regions together. These cysteines are highly conserved
among retroviruses. It has been proposed that this loop creates a "knob-like” protrusion in
the TM subunit that permits packing in a cavity “socket’ in the surface subunit {figure6). This
region is disordered in high-resolution studies of the gp4l ectodomain and has been
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reported to lead to aggregation of the protein (Caffrey et al., 2000). Structures of pre-fusion
forms of gp4l are undetermined. Nevertheless the erystal structure of gp4l and X-ray and
NMR structures determines its 6Helix Bundle and final states this studies revealed that three
NHR are folded into a central triple-stranded coiled coil of a-helices, and three CHR are
packed, anti-parallel, as a-helix into the three channels of the coiled-coil (figures6, 7, 8A)
(Chan et al., 1997). The inner-helical NHR trimer in the 6HB structures has been used to
model the receptor-activated state of gp4l and to design several mimetics of the NHR
coiled-coil that can potently inhibit fusion like the T20 or N36 peptides. This 6HB is
thermally stable and can confidently be considered a final structure. The formation of 6HBs
was originally accepted as being the process that brings the viral and the cellular
membranes together and allows the aggregation of several activated Env complexes to form
a pore, leading to the entry of the nucleocapsid into the cell (Markosyan et al., 2009).

"&' «—N heptad
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Fig. 8. Schematic representations of the six-helix bundle (6HB) in gp4l at the fusogenic state.
A) Description of the six helix bundle: describes the N-(bright) and C-(dusky) heptad
repeats that fold in an anti-parallel shape (hairpin). Three monomers of NHR form a o-helix
trimer in the central triple-stranded coiled <oil and the C-HR region comes to bind the
grooves of this structure to form the final state of 6HB. The link between the two heptad
repeat regions is involved in the aggregation of this complex. (Weiss, 2003) B) Overview of
depiction of a 6 helix bundle. Three NHR from each gp4l monomer form grooves and to
complete the bundle three HR2 dock in them (Markosyan et al., 2009).
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Fig. 9. Schematic speculative representation of topological questions related to single-spike-
mediated fusion mechanisms. a,b) gpl20 interacts with CD4 then with a co-receptor CR. The
binding of the fusion peptide segment allows a changing of conformation and the HR
regions form pre-hairpin shapes. ¢, d) Model where conformational changes undergo easily
but require membrane breaks to form the 6HB. E, {), Second model where the membranes
remain intact during the folding of gp4l. CHR and NHR helix bind together and form the
fusion pore. NHR, gold; CHR, red (Roux & Taylor, 2007).
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2.4.3 The Membrane Proximal Ectodomain/external Region (MPER})

The MFER segment or MembraneProximal External Region is bordered by HE2 region and
T segment of gpdl (figures5, % This region is rich in tryptophan residues and interacts
with cholesterol in the lipid bilayer cell membrane playing an important role in the wiral
fusion process and infectivity of HIV-1 (Salzwedel et al, 199%), MPER seems to be involwed
int the early steps of wiral fusion and synevhium formation (Munoz-Earroso et al., 1999),
IMutations in MPEER induce a decrease of the wirus ability to cause syneytium formation in
infected cells due to the inability to form the fusion complex (Zwick et al, 2001; Veiga and
Castanho, 2007 MPER is highly conserved and represents a major target for therapeutic
approaches. MPELR sequence (*®ELDKW ASLWINWEFMNITH WLW YTE®) is the same in most
HIV-1 strains and includes epitopes of 3 well described human broadly neutralizing
monoclonal Abs as (ELDKWA) for the 2F5 and WFIN/DIT for 4E10 and Z13
(figurel2)(Ofek et al, 2004; Zvrick and Burton, 2007). MPELR has also been described as a-
helix or as an extenteded P-turn, Recent studies have revealed that MFER adopts a helical
form that is kinked and somewhat L-shaped and the segment that containg the epitope of
4E10 is embedded within the bilayer lipid membrane (Sun et al, 2008; Franquelim et al.,
2011). The structure of the MPER in the context of lipids is well known, but the question of
its native structure(s) on the cell surface in the context of gpdl remains open,

2.4.4 Transmembrane {TM} or Membrane spanning domain {MSD})

The TIM region or MED contains 25aa (aaB81-M5) is surrounded at its MN-Term side by
MPELR and by the cytoplasmic dotnain at its C-Term tail (figuresd, 9). This region is
encrusted in the wiral bilayer lipid membrane and anchors the gpdl into the membrane. This
highly conserved region is composed mostly of neutral and hydrophobic A4 (figurel0).
Two todels have been proposed to explain the conformation assumed by MED: a stable
sloping o-helical conformation and a metastable kinked curved conformation and the MED
seem to switches from one to another while conformational changes of the gpdl

(Gangupomu and Abrams, 2010).

100
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Fig.10. AA sequence of HIV-1 membrane spanning domains: The consensus sequence of the
HIW-1 M5D was generated by the alighment of the Env MSD sequences of allld and
groups HIV-1 isolates from the Los Alamos HIV database, The graphic shows the

percentage of conserved residues among isolates from (Shang et al.,, 20037,

The MED contains two cominon features of lentiviral MSDY, a basic charged residue Argé®e
buried in bilayer lipid membrane (Shang et al.,, 2008) and a very conserved motif s8&00KG
#4_The loss of this feature doesn’t affect the formation of glycoprotein Env trimers during
the transp ort from the end oplasmic reticulum to the Golgi apparatus. H owever, it alters the
membrane fusion and wviral infectivity such as the loss of Lye®3, Arg %% or Arg™5 (Shang et
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al., 2008). The MSD or TM plays a very important role in viral fusion (figure9) (Miyauchi et
al., 2010). Truncation studies on HIV-1 Env revealed that only 17 amino acid residues
(Lys®l-Alaf?7) are needed for a stable anchoring of the gp4l in the membrane and mediating
cell to cell fusion (Yue et al., 2009). Small deletions (three amino acid residues) in the region
between Argf* and Arg’™ showed normal cell to cell fusion, while larger deletions were
more deleterious, suggesting that, the length of this region is more important than its AA
sequence (Owens et al., 1994). Substitution of all leucine residues or two other highly
conserved residues, Phet® with Val®8” AA residues in the helical core of MSD is critical for
the fusogenicity of Env complexes and infectivity (Shang et al., 2008).

2.4.5 The C-Term tail / intra cytoplasmic tail (CTACS)

Lentiviruses, including HIV-1, have TM envelope (Env) glycoproteins with cytoplasmic tails
(CT) that are quite long compared with those of other retroviruses. The gp4l CT is
remarkably long and follows the MSD. CT is a hydrophobic region of 150 AA inserted into
the plasma membrane (figure9A, 11) (Viard et al, 2008). The CT contains three regions
called lentiviral lytic peptide and form amphipathic helices. The LLP1 and LLP2 regions
have high hydrophobic properties. It have been admitted that the CT is entirely contained
inside the cell or virion (Gallaher, 1987). Whereas it have been revealed that there are Abs
directed to an epitope in the CT and some of them present neutralization properties on HIV
virions (Cleveland et al, 2003; Mclnerney et al., 1999; McLain et al., 2001; Reading et al.,
2008). Then, since antibodies do not traverse the membrane and infectious virus are by
definition intact, this suggests that part of the tail is exposed on the virion surface allowing
antibody binding and neutralization, thus contrasting with the traditional intracytoplasmic
location of the entire C-Term sequence of gp4l (Hollier & Dimmock, 2005). Studies have
attempted to address this divergence between the old model of an exclusively
intracytoplasmic tail and an alternative model with external segments of the CT, as the
Kennedy peptide (aa731-752) (Kennedy et al., 1986) containing three patterns a conserved
one EEEGGE™ and two others 7QDRDRS™? or P1IPRGPDRPGRI?, At the early steps of
the viral entry, CT is implicated in the regulating of the kinetics of fusion and in the ability
of Env to promote syncytia (Edwards et al., 2002; Wyss et al., 2005). Mutational studies have
revealed that long CT interacts with domains of HIV matrix like the p55 Gag protein during
the budding and this interaction is required for the envelope incorporation into the virion
(Dubay et al., 1992; Yu et al., 1993).

3. Envelope glycoprotein immunogenicity

HIV -1 patients generate strong Ab responses to the viral envelope glycoprotein. However,
these antibodies are generally strain-specific or non-neutralizing what disable the immune
system to install a protective or a preventive immune response (Kwong et al., 2002; Wei et al,,
2003). Most of the monoclonal antibodies raised against the env glycoprotein seems to be
shaped by 1F7 (IgM) idictypic dominance (Zhou et al., 2010). Evidence suggests that anti-HIV
broadly neutralizing Abs requires high levels of somatic hypermutation and polyreactivity.
However it is unclear if Abs without 1F7 idiotype also requires these characteristics to
neutralize a broad spectrum of viral variants. It is also unknown whether BnAbs not
expressing the 1F7 idiotype are any easier, or even possible, to induce by vaccination than
idiotypic BnAbs, if the 1F7 idotype is suppressed (Parsons,M.S. et al., 2011). Genetic sequence
variability created by its error prone reverse transcriptase and by host immune pressure lead
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to the evolution of the HIV-1 into multiple subtypes or clades with circulating recombinant
forms. A fundamental barrier to HIV-1 vaccine development lies with the unique properties of
the virus to predominantly enter through mucosal surfaces, to target preferentially human
CD4* T cells, and to establish quickly a persistent reservoir of latently infected cells. Properties
of transmitted (founder) viruses from mucosal transmission indicate thatin 70-80% of cases, a
single virus or virus-infected cell establishes productive clinical infection (Fischer et al., 2010).
Such viruses typically exhibit C-C chemokine receptor type 5 {(CCR5)-dependence. Mask
functional envelope trimers needed to trigger efficient antibody response, and undergo rapid
mruitation as productive infection ensues (Goonetilleke et al., 2009; Keele et al., 2008). These
viral properties narrow innate and adaptive immune pathways that can efficiently defend
against HIV-1 entry and productive infection. Because of this global diversity (up to 35% in
envelope gp120), it may impossible to design a single vaccine candidate that can induce potent
effector immunity to multiple key antigenic determinants among worldwide circulating
infecting HIV-1 strains. Although innate immune mechanisims contribute to HIV-1 control
(Alter et al., 2007; Alter & Moody, 2010), it remains unclear whether recapitulating these
responses with a vaccine will enhance protection against HIV-1 acquisition.
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Fig. 11. Schematic models of the HIV-1 CT. A) A total intracytoplasmic localization of the CT
with one membrane-spanning a-helix sequence (Traditional model). B) Alternative model
with 3 MSD B-sheets and an extracellular segment that bears the Kernedy peptide Adapted
from (Steckbeck et al., 2010).

3.1 Gp120 immunogenicity

During HIV-1 infection, gpl120-specific Abs are generated and some of them are directed to
conserved sites on Env crucial to host receptor recognition or viral fusion (table 2)
Conventional insight suggests that constant rather than variable regions of Env should be
targeted by the immmune system to elicit broad responses against diverse HIV strains.
However, these regions were classified on single criteria as the sequence and for only a few
virus strains (Zolla-Pazner and Cardozo, 2010). Whereas immunological and 3-D structural
studies of Env have shown that these regions were flexible and variable to interact with
other surface molecules thus explaining how Abs specific for some variable regions have
neutralizing activity against diverse wviruses. Although, gpl20-specific Abs typically
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recognize type-specific neutralizing epitopes located on variable loops (Davis et al., 2009) or
recognize dominant non-neutralizing conserved epitopes in gp120 (Palker et al, 1987) or
gpdl (Gnann et al., 1987). Inducing neutralizing antibodies that target these epitopes using
rationally designed immunogens has, so far, been unsuccessful (Selvarajah et al, 2005;
Selvarajah et al, 2008; Wu et al., 2010).

This provides a rational basis for understanding the immunological cross-reac tivity of many
monoclonal Abs targeting the second (V2) and third (V3) variable loops of gp120, and the
quaternary neutralization epitopes ((JINEs) formed by V2 and V3. The glycan-rich outer face
of gp120is also the target of 2G12 broadly neutralizing mAb (Calarese et al., 2003; Huskens
et al., 2007; Scanlan et al., 2002; Trkola et al., 1995). The V3 and the “bridging sheet” contain
the binding site for co-receptor (CCR5 or CXCR4), but Abs against these targets are typically
weakly neutralizing due to limited epitope exposure on native Env, and steric and kinetic
restrictions post-CD4 engagement (Binley et al, 2004; Hartley et al., 2005; Reeves etal, 2005)
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Fig. 12. Epitope modeling of HIV-1 trimer-specific neutralizing antibodies. The abo ve model
is adapted from a recent cryoelectron tomo graphic structure of the HIV-1 trimer (Liu et al,
2008; Schief et al, 2009). The crystal structure of the b12-bound monomeric gp120 core has
been fitted into the density map (Zhou et al, 2007). The V1/V2 and V3 loops, which are not
resolved in the structure, are represented as yellow and magenta ovals, respectively. The red
structure located above the trimer is representative of a human IgGG1 molecule. The
approximate locations of the epitopes targeted by the existing N Abs are indicated with
arrows. Carbohydrate chains are shown in blue, and the oligomanmnose cluster targeted by
mAb 2G12 is shown in orange (Walker and Burton, 2010)

3.1.1 Receptor-binding sites

Binding of gp120 to CD4 results in gp120 conformational changes that expose the binding site
for a secondary co-receptor, which is either of the chemokine receptors CCR5 or CXCR4
{Stefjovski et al, 2011). Crystallographic and biochemical studies of gpl20 have provided
valuable insights into mechanisms involved in CD4-binding and CD4-induced conformational
changes that result in formation and exposure of the co-receptor binding site (Huang et al.,
2005; Myszka et al, 2000). The unbound gp120 core consists of a highly conserved inmer
domain, which faces the trimer axis, and a heavily glycosylated, outer domain, which is mostly
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exposed on the surface of the trimmer (Kwong et al., 1998; Teixeira et al., 2011; Zolla-Pazner
and Cardozo, 2010). CD4 binding site represents the encounter of three separate regions vig
their surface-exposed residues. These regions are distributed over 6 segments of gpl20. These
regions include the a-helices of the inner domain, the CD4-binding loop of outer domain, and
the p20-B21 ribbon, that incorporate the gp120 bridging sheet, which is a structural element of
gpl20 formed after CD4 binding that is involved in co-receptor binding. Otherwise,
thermodynamic and structural analysis of the interaction between gpl20-CD4 showed
evidence of a structured CD4-binding pocket on the unloaded gpl20, and that CD4 binding
site elements that influence gpl120-CD4 affinity are formed from conformational alterations
that occur after gpl20 has encountered CD4 (Kwong et al., 1998; Myszka et al., 2000). All these
structures occur in the very early steps of the recognition (tropism) and anchorage process and
provoke broad immune response. However, Abs remains interesting due to their large
capacity to neutralize HIV-1 (table 1). The antibody IgGlbl2 recognizes an epitope that
overlaps the binding site of gpl20 to the CD4 receptor. Several antibodies specific of the CD4
binding site have been described by several teams as the 15th, F105, F91, 1125H, 21H, 654-30D
and Fab b6. All these antibodies show responsiveness to monomeric gpl20 from different
isolates of HIV-1 while this response disappears with trimeric gpl120 which is present on the
viral envelope spikes. Only the k12 antibody binds these two forms, and neutralizes many
strains of HIV-1 (Zwick et al., 2003). Recently, the VRCO1 Ab has been identified by screening
of sera from infected individuals. It could be detected with high proportion and titers in
patients. VRCOL Ab has been mapped to the CD4 binding site of gpl20 (Wu et al., 2010; Zhou
et al., 2010). In these studies it was observed that among 190 circulating HIV-1 isolates tested
for sensitivity to VRCO1, 173 were neutralized and only 17 were resistant. A structural analysis
of these 17 resistant isclates by threading their sequences onto the gpl20 structure showed
important variations in the V5 region. However, the low VRCOI resistance frequency suggests
that VRCO1 use a recognition mechanism that allows binding despite V5 variation. Study of
VRCO1 interaction with V5 shows that VRCOL recognition of V5 is different than CD4. The V5
loop fits into the gap between heavy and light chains. Interaction with the more conserved
residues at the loop base is sufficient for the VRCOL activity independently of variation in the
top of the V5 loop.

Neutralizing Abs directed against CD4 binding site have been recently compared (Pietzsch
et al, 2010). Around 30% of high titers of broadly HIV-neutralizing Abs expressed by
memory B cells in HIV+ patients recognize one or more “core” epitopes that were not
defined. Some of them recognize the ¥4DMR#% motif on the gpl20 which is conserved in
different strains and its mutation alters the viral fusion process. For example, HJ6 exhibit a
breadth neutralizing activity comparable to, and could be considered as complementary to
b12. HJ16 also showed selective neutralization (Corti et al., 2010).

3.1.2 CD4-induced region

The receptor-binding structures of gpl20 are conserved among diverse viral isolates and
represent functionally constrained regions that might serve as targets of broadly
neutralizing antibodies. However, structural evidence suggests that, within functional spike,
the CD4-binding site (CD4bs) is a recessed pocket and the co-receptor-binding site (CD4-
induced region) is either not formed or not exposed until gp120 engages CD4 on target cells
(Kwong et al, 1998). Numerous Abs were described for their binding to the CD4-induced
site and the most interesting by their breadth neutralizing capacities are the 17b, X5, m18$,
and m14 which all contains long H3s playing a major role in their mechanism of binding
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(table 1). The H3s region of X5, mé6 and m9 appear to be very flexible and highly potent to
neutralize the virus (Wen et al., 2010; Zhu et al., 2006)

3.1.3 V1/V2 regions

The V1/V2 loops are less investigated even if several studies have shown that the V1/V2
domain of the HIV-1 gpl20 envelope protein is inveolved in viral tropism during infection.
V1V2 region interfere by masking conserved neutralizing epitopes, in the conformational
changes occurring after co-receptor binding,

As V1/V2 domain is highly glycosylated, numerous studies have determined the influence
of carbohydrates on neutralizing antibodies production. As an example, mucosal secretory
IgA from parotid saliva and also seric IgG from seropositives present differences in their
neutralization properties in fuction of the clade and glycosylation state. (Granados-Gonzalez
et al., 2009)

Monoclonal

Epitope antibody Epitope on Region(s) recognized Epitope type
TgGIb12
CD4-binding HJ16 i
i VRCO1 Gpl120 C2,C3,C4, V5 and C5 Discontinuous
VRCO03
CD&u}duced 17b Gp120 Binding Sheet Discontinuous
region X5
Complex Carbohydrate moieties : :
L 2G12 Gp120 inC2,C3 and V4 Discontinuous
447/52-D
2219 Linear
V3 3074 Gp120 V3loop (conformational)
HGN194
Quater?uily 2909 Gp120
neutralizing PG9 e V2-V3 Quaternary
epitope PG16
Membrane- 2F5 .
proximal external 4E10 Gp4l Protein and lipid Linear
. (conformational)
region Z13

Table 1. Main HIV-1 Env-specific neutralizing human monoclonal Abs.

3.1.4 V3 region

The bl2 (CD4bs) and 2G12 (glycan) epitopes are presently the most attractive targets for
vaccine design owing to their highly conserved nature. Although other sites seems present an
interest in the imumune response to gpl20 as epitopes in the V3 region. This region is
recognized by an antibody called 447- 52D (table 1) (Dhillon et al., 2008). Its core epitope is the
Gly-Pro-Gly-Arg (GPGR) motif which is located at the center of the V3 region. This recognition
is altered with the substitution of AA at the N-Term segment of the V3 region (Rosen et al.,
2005). This Ab neutralize both X4 and R5 primary isolates, making it one of the most effective
anti-V3 Ab. Xray crystal structure of 447- 52D in complex with a V3 peptide indicates how
this antibody may have the capacity to neutralize more clade B viruses than other anti-V3.
Since the binding interaction between the antibody and the peptide is mediated by main chain
contacts, which enlarges the ability of the antibody to recognize a variety of V3 sequences
(Stanfield et al., 2004). The only side-chain interactions are with the Pro and Arg-residues in
the GPGR sequence; the side chains from both residues form extensive interactions with
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residues in the Ab combining site. The side chain of the Arg residue in the GPGR sequence is
oriented in the opposite direction in the 447-52D complex relative to its orientation in the other
complexes with anti-V3 antibodies and V3 (Binley et al., 2004; Rosen et al., 2005). However,
exposure of the V3 region during infection seems to occur exclusively in the context of gpl120
oligomer on the virus and may be influenced by the presence of glycan moieties. Given these
caveats, the V3 region may be a target that only yields antibodies with restricted neutralizing
ability. It is worth noting here that a 447-52D equivalent has not been identified so far for non-
clade B viruses, A novel human monoclonal Ab HGN194 was isolated from memory B cells of
a long-term non-progressor infected with a HIV-1 clade AG circulating recombinant form
(CRF). This Ab recognizes a conformational epitope in the V3 and neutralizes all tier 1 viruses
which are relatively neutralization-sensitive but only 11% of the tier 2 viruses tested. Tier 2
strains are more difficult to neutralize and reflect the majority of primary HIV-1 isolates.
(Watkins et al., 2011) After massive immunization in Rhesus monkeys with the IgGITHGN194,
the authors describe the absence of virus reservoirs after HGIN194 was cleared. HGIN194 seems
to be an interesting cross-clade Nabs.

3.1.5 Impact of glycosylations

HIV uses glycans to occlude Ab epitopes on gpl20. Around 50% of the molecule is covered
with carbohydrates that render the underlying protein surface masked from the immune
system and inaccessible (figurel2). The virus can also shift the locations of its glycans in vivo
(Nawaz et al., 2011). These observations gave a non static model called evolving glycan-
shield model by which, through the continuous repositioning of its N-glycosylations
positons, HIV is able to escape from a specific neutralizing Ab response. Thus, the
developed resistance is not a comprehensive one but, instead, a specific adaptation to the
particular Ab response in each infected individual (Wei et al., 2003). In addition to being
involved in blocking neutralizing Ab responses, glycan repositioning also may compensate
for conformational changes in the envelope glycoprotein caused by localized AA changes
directly related to virus escape from neutralizing antibody. The works of Trkola led to the
characterization of the human monoclonal Ab 2G12 directed against the envelope
glycoprotein gpl20 of HIV-1. This antibody recognizes clustered al — 2-linked mannose
residues on the distal ends of oligomannose sugars located on the carbohydrate-covered
silent face of the gpl20 outer domain. It confers neutralizing activity in vitro on T cells
infected with HIV-1 primary isolates from clade A or B. This study has demonstrated the
ability of 2G12 to induce an immune response as "antibody-dependent cellular cytotoxicity
ADCC" directed against infected cells or by activation of the complement system (Trkola et
al., 1996). The epitope of 2G12 is described as a dependent structure of N-glycans in the C2,
C3, V3, V4 and C4 regions of gpl20. Other studies have described that the epitope
recognized by monoclonal antibody 2G12 contains mannose type glycans at multiple sites of
N-glycosylation (Calarese et al., 2003; Scanlan et al, 2002). This is not aware that the
glycosylated epitopes contain microheterogenities at various carbohydrates which can lead
to an escape from immune response. Only deletion of N392 glycosylation site is sufficient
for decrease drastically 2G12 activies, which may explain the emergence of new strains viral
resistance (Huskens et al., 2007; Scanlan et al., 2002).

3.1.6 Quaternary neutralizing epitope
Quaternary epitopes are formed by interactions between proteins during multimerization. It
is as a result of such reorganization that many proteins (such as enzymes and the trimeric
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gpl20 spike of HIV-1) carry out their physiological function. An Ab that reacts with a true
quaternary epitope will not interact with the individual monomeric subunits. Monoclonal
antibodies mAb2909 and PG16 (figure 14), react with the trimeric form of gpl20 on the
surface of HIV-1 virions or env-transfected cells but not with monomeric gpl20 (Gorny et
al., 2005; Walker et al., 2009). However, some Abs that react with quaternary epitopes binds
preferentialy the trimers rather than monomeric subunits. This seems to be true for the
monoclonal antibody PG9. Trimerization can result in changes in quaternary structure
within individual subunits or through recrientation of the subunits against each other, so
regions contributing to the quaternary epitope can be inter-molecular (frmns) or
intra-molecular (cis). Recently, a human mAb (mAb 2909) (figure 14) has been described to
bind to a quaternary structure only on virion but not to soluble monomeric gp120 (Changela
et al, 2011; Gorny et al.,, 2005). It has been discovered by immeortalization of PBMC from
HIV 1 patients asymptomatic and drug-naive (Gorny et al., 1991). It demonstrates a high
neutralizing activity for primary isolate such as SF162 (picomolar concentrations) and
specificity for a complex epitope consisting of V2, V3, and the CD4 binding site that is
present exclusively on the surfaces of intact virions but not on soluble viral proteins (Gorny
et al, 2005). The neutralizing activity of MAb 2909 against pseudovirus SF162 is 750- to
100,000-fold more potent than those of other well-characterized. The occurrence of mAb
2909 suggests the possible existence of additional Abs that are oligomer-specific. Such Abs,
in contrast to mAb2909, may possess broader neutralizing activity.

Moreover, two potent broadly neutralizing monoclonal antibodies, PG9 and PG16, have
been discovered recently both targeting highly conformational, discontinuous epitopes
involving the V2 and V3 loops (Walker et al.,, 2009). These antibodies have been
characterized after a large screening of 1800 sera from HIV- and HIV+ donors from all over
the world (Thailand, Australia, and United Kingdem etc). Only donors that exhibit broad
and potent neuralizing serum activity were selected. Analysis of the antibody variable genes
revealed two pairs of somatic variants, each one contained long, heavy-chain
complementaritydetermining region 3 (CDRH3) loops (PG9 and PG16). Long CDRH3 loops
have been previously associated with polyreactivity. PG9 and PG16 are somatically related
and appear to be derived from the same recombination of heavy and light chains, The both
Abs recognize a site on gpl20 composed of elements from the V2 and V3 variable regions.
Despite the vaunted diversity of the HIV-1 gp120 envelope and the even higher sequence
variability in the V2 and V3 regions (Walker et al., 2009), neutralization assays indicate that
the recognized epitope is conserved in 70 to 80% of circulating viral isolates. Neutralization
by PG9 correlates strongly with that of PG16, indicating that these Abs recognize a common
HIV-1 epitope. This suggests that a common surface of the paratope on PG9 and PGlé
might be involved in recognition of HIV-1. Substantial differences in sequence are found
between PG and PG16 (Doria-Rose et al., 2010; Pancera et al., 2010).

3.2 Gp41 immunogenicity

Gp4l is largely occluded by quaternary interactions within native Env (Sougrat et al., 2007;
Zanetti et al., 2006; Zhu et al., 2008). During the fusion process, different gp4l regions are
exposed and elicit while the changing of conformation due to the intercation with gpl20
antibodies. Some of them are very essential and present interesting capacities to block the
infection and neutralizing the virus. The neutralizing Abs 2F5, Z13el and 4E10 directed
against the membrane-proximal external region (MPER) in the C-Term portion of the gp4l
ectodomain can bind Env and block a late stage of fusion (table 1) (Nelson et al., 2007;

www.intechopen.com

175



HIv-1 Glycoprotein Immunogenicity 21

Stiegler et al, 2001; Dimitrov et al., 2007; Zwick et al., 2005). Despite great efforts, high
neutralizing Abs titers against any of the conserved sites on Env have not yet been elicited
(Kim et al., 2007; Phogat and Wyatt, 2007).
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Fig. 14. Conserved and variable residues in the V1, V2 and V3 loops of gp120. A, b, d)
Sequence logo describs the A A conservation pattern across a rmultiple alignment of many V1,
V2 and V3 loops. The height of the letter indicates the degree of conservation of the most
common armino acid at that position Data obtained from the Los Alamos INational Laboratory,
New Mexico, USA. AA are colored according to theirchemical properties. C) AA positions
and sites of glycosylation that are implicated in binding of the V2-specific monoclonal Ab
697-D and the Quaternay Neutralizing epitopes-specific monoclonal Abs PG9, PG16 and 2909
are mapped onto a schematic illustration Square brackets indicate more than one cormmonly
occurring AA at a single position. The individual sites associated with binding of each single
Ab are distributed throughout the V1-V2 primary sequence linearly but, in 3D space, must
group into one or a few overlapping epitopes {(adapted from {Zolla-Pazner and Cardozo, 2010)

3.2.1 Polar region (PR}
Only one study described PR-specific Abs in HIV-1+ patients. However, these Abs remains
poorly neutralizing (Buchacher et al., 1994).

3.2.2 N-Heptad Repeat region

Cross-reactive antibodies to the INHR have been detected in HIV-1-positive sera, indicating its
immunogenic characteristics (Poumbourios et al, 1992). Moreover, the D5 NAb was generated
from a native single-chain variable fragment library. D5 has been shown fo bind to the NHR
trimer and, like the T-20 peptide, inhibits the assembly of the fusion intermediate ir witro
{Miller et al., 2005). Those studies indicate the potential of the inner NHR trimer as a target for
vaccine design. D5 was derived from B cells of HIV-naive subjects and has not been subject to

wign Intechopen.com

176



22 Recent Translational Research in HIV/AIDS

extensive somatic hypermutation, with only seven non-complementarity-determining regions
(CDR) amino acid changes from germline sequences (four changes in VI and three in VL)
Unlike b12, 2F5, and 4E10, D5 does not have an atypically long heavy chain CDR3 region.
Unlike 2G12, D5 does not require a “domain-swapped” structure for neutralization. Unlike
X5, Db retains antiviral activity against primary HIV isolates when converted to an IgGl
format. Finally, and most importantly, D5 was elected by binding to IZN36 and 5H which are
synthetic antigens with well defined structures mimicing the 6 helix bundle structure. In
addition, new NAbs with limited potency against the NHR trimer of HIV-1 have been isolated
by screening phage-display library (Nelson et al, 2008). Ag-binding and monoclonal Ab-
competition experiments using 8K8, DIN9 and D5 strongly suggest that the epitopes of 8K8
and DN9 are more closely related to each other than to that of D5. Although, D5 has a
preference to bind NHR mimetics in the absence of CHR peptide thus indicating a significant
cross-reactivity of D5 with immobilized 6Helix (Luftig et al., 2006; Miller et al., 2005),.
Similarly, T34 HR2 peptide competes efficiently with 8K8 and DN9 binding to immobilized
NHR mimetics (e.g. 5-Helix and 1ZIN36), but not with D5. Another antibody, Fab 3764, has
been shown to bind to the NHR region with the same efficiency on free (N35CCG-N13) or
interacting with CHR peptide in the form of a 6-Helix Bundle (Gustchina et al, 2007;
Gustchina et al., 2010). Further more absence of detectable cardiolipin reactivity with 8K8 178
170-183 suggests that autoreactivity, at least to cardiolipin cannct explain the weak titers of
8K8&-like Abs in the rabbits (Haynes et al., 2003; Scherer et al, 2007). Three-dimensional
structural informations of the mAb-mimetic complexes may be used to better predict the
accessibility to the NHR on fusogenic gp4l for prospective next-generation Abs. Recently, the
HEK20 gpdl-specific antibody was obtained from immortalized memory B cells of an HIV-1
infected individual (Corti et al., 2010). This Ab targets the conserved hydrophobic pocket in
HRI. Crystal structure of HRI-specific human mAb HK20 in complex with 5-Helix shows that
HEK20 binds to the same region recognized by D5 but differs significantly in the contact sites
and shows a role for somatic mutations in affinity maturation (Luftig et al., 2006). These
aspects influence both potency and breadth of neutralization, which are higher for HK20
compared to D5 and depend on somatically mutated residues. In addition, we show that in
case of HK20 the scFv is at least 15-fold more potent in neutralization than IgG, consistent with
a limited accessibility to the target site. The gp4l footprints of HK20 and D5 and the global
structural principles employed by both antibedies are similar.

3.2.3 Immunodominant loop

This region located between the two heptad repeat region N-HR and C-HR was identified
during serum-mapping studies (reviewed in Girard et al., 2006; Montero et al., 2008). Even if
the response to this region is very frequent most of the Abs elicited do not present
neutralization capacities but instead shown enhancement of infection (Robinson et al., 1990).
Only one MAD (clone3) neutralize T-cell laboratory adapted viruses from clade B and three
primary isolates from group O (Ferrantelli et al., 2004).

3.2.4 C-Heptad repeat region (C-HR)

Considering that MPER is not included in C-HR, no CHR-specific Ab has been described.
The poor immunogenicity of this region may be attributed to its lack of exposure on the
surface of the native virus and is exposed only if gpl20/CD4 interaction occurred. This

region is probably masked by gpl20 (Nyambi et al., 2000; Pietzsch et al., 2010).
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3.2.5 Fusogenic 6 helix-bundle form

The gp4l TM subunit, which anchors the spikes in the viral envelope, maintains their
trimeric organization, and plays a major role in fusion of the virus and host cell membrane
through its hydrophobic N-Term fusion peptide and a fusion active hairpin structure
involving the HR that can fold into a six-helix coiled-ccil bundle. This pattern plays an
important role in both the early and late stages of the membrane fusion (Chan and Kim,
1998; Johnson et al., 2001; Liu et al.,, 2005; Lu et al., 1995; Munoz-Barroso et al., 1998). This
process can also participate in the formation of the fusion pore through direct protein-
membrane interactions (Munoz-Barroso et al., 1998; Shnaper et al., 2004). Different studies
have shown the immunogenicity of the fusogenic complex and describe Abs direct against
this structure (Gustchina et al., 2010; Opalka et al., 2004; Vincent et al., 2008). Authors were
confronted to the difficulty of the construction of a native form of the fusogenic complex
with 6 helix-bundle and used a five helix-bundle (Gustchina et al., 2010) or synthetic peptide
that mimic the N-HR like (peptide N36) or mimic C-HR (peptides C34 or T20). Abs directed
against the complex do not always recognize the HR1 or HR2 individually, The Abs have
shown low neutralizing activity excepted in one study with Nabs against primary isolates
(Vincent et al., 2008), and the work of Gustchina et al., with a monoclonal antibody Fab 3674
that neutralize diverse laboratory-adapted B strains of HIV-1 and primary isolates of
subtypes A, B, and C (Gustchina et al, 2007). When gp4l switches from the native
conformation to the fusion structure, there are probably several intermediate structures,
which can be a target for Abs. Several studies indicate that the prehairpin intermediate state
is accessible to Abs and that the access is not restricted (Louis et al,, 2003). Therefore, the
gp4l 6-HB core may serve as an attractive target for development of anti-HIVmolecules.

3.2.6 MPER (membrane-proximal external region)

The Membrane Proximal Ectodomain Region contains the epitopes of three broadly
neutralizing Abs, 2F5, 4E10, and Z13 (Buchacher et al., 1994; Zwick et al., 2001) {figure 15).
MPER is not highly immunegenic like the N-HR, ID loop or the gpl20. Specific anti-MPER
Abs present in natural infection are not as broadly neutralizing as 2F5, 4E10 (Braibant et al.,
2006; Muhlbacher et al., 1999). Both 2F5 and 4E10 neutralize a broad range of both
laboratory adapted and primate isolates of HIV-1 (Mascola et al., 2000; Stiegler et al., 2001).
2F5 is the most potent NAb, whereas 4E10 neutralizes a broader range of HIV-1 isclates, as
shown by pseudovirus studies using an extensive panel of Envs derived from primary
isolates (Binley et al., 2004). The 2F5 Ab could also be detected at low level in the sera of HIV
long term progressors (Braibant et al., 2006). The frequency of seroreactivity to MPER is
about 56% in 50 HIV-1-positive subjects. Most of the Abs are specific for the C-Term region
of the ELDKWA sequence just preceding the 2F3 epitope. In addition, more than 30% of sera
were reactive to the ELDKWA 2F5 epitope. Furthermore, serum reactivity against an MPER
peptide (aa 642 to 673) in patients could be correlated to the recognition of infected T cells
and to CD4 cell counts (Muhlbacher et al,, 1999). There is a possibility that NAbs against
MPER are present in low titers or with low affinities in serum that they are not sufficiently
neutralizing to inhibit HIV-1 infection and are therefore undetectable in neutralization
assays. However, recent studies using chimeric pseudoviruses with epitopes in a context
more closely related to the MPER structure (figure 15B) suggest that MPER-specific NABs
are relatively rare or absent during natural infection. Moreover, the fact that new NAbs are
mapping to a different region in MPER than 2F5 and 4E10 provides hopes by suggesting
that vaccine-induced neutralizing antibodies are achievable (Haynes and Montefiori, 2006;
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Li et al., 2006). To date, the lack of broadly neutralizing activity shown by MPER binding
sera could be due to low titers or absence of NAbs. This issue of quantity versus quality has
not been fully resolved but has significant implications for vaccine design.
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Fig. 15. Different representations of MPER interaction with 2F5 4E10 and Z13 Abs A)
Schematic diagram of HIV-1 gp4l. FP, fusion peptide region; NHR and CHR, N- and C-
terminal-helices of heptad repeat, respectively; and TM, transmembrane domain. The
minimal peptide epitopes are indicated for 2F5 (blue), Z13el (green), and 4E10 (magenta). B)
A simple model of env including MPER and TM based on 3D structural features of HIV-
1/SIV-1 trimeric env and the NMR structure of the HxB2 MPER in a virion mimic surface
(blue plane). N674 rather than D674 is shown. C) Artistic rendering of MPER orientation
changes induced by 4E10, 2F5, and Z13el. Unbound MPER peptides (yellow tubes) are
immersed in the lipid bilayers (light green panel). Red, blue, and green tubes represent the
membrane orientation of schematic MPER segments in complex with 4E10, 2F5, and Z13¢1
(gray surface area). Several key binding residues positions are indicated before (yellow) and
after (purple) antibody binding (Song et al., 2009). D) Hypothetical model of the MPER
(DKWASLWNWFDITNWLW) and the 2F5, Z13e and 4FE10 cores epitope with the core
residues colored in yellow, green and violet, respectively described by (Nelson et al., 2007).

As said before 2F5 Ab has broad neutralizing activity. In animal models it could interrupt
the mucosal transmission and confers protection against SHIV infection (Mascola et al.,
2000). The 2F5 antibody was isolated from human immortalized B cells. It recognizes an
epitope lying between glutamic acid 662 and alanine 667 (ELDKWA). Studies have shown,
for expression library and protection against proteases, that this epitope is wider
(EQELLELDKWASLWIN). By addition of a leucine at each side (LELDKWASL), the affinity
for its epitope is increased by more than 2000 times (Ofek et al, 2004; Parker et al., 2001;
Tian et al., 2002). In models that study the involvement of the viral membrane using POPC
(1-oleyl-2-palmolityl-sn-glycero-3-phosphocholine)  and  POPC/cholesterol  in  the
recognition and binding to its epitope, it has been shown that 2F5 does not interact with the
membrane before fixation (Veiga and Castanho, 2006). In the absence of an hydrophobic
environment, 2F5 and 4E10 are unable to bind to MPER (Ofek et al, 2004). This study
demonstrate that the recognition of 2F5 and 4E10 epitopes depend on their integrity and
conformational context. Recently, it was shown that the binding of 2F5 causes peptide
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docking on the membrane and increase the ability of the Mab to be intrusive (Franquelim et
al., 2011). The 2F5 induces a confined local disorder in the membrane which can promote the
exposure and interaction with gp4l. However, the role of the presence of lipids in
recognition of epitopes during the membrane fusion has not yet been clearly elucidated. The
2F5 epitope contains a B-turn conformation and antigen which is presented in a similar
context may better mimic the epitope and consequently improve the binding of this Ab
(Tian et al, 2002). Several difficulties rise to make a stable immunogen, flexible and
mimicking faithfully the MPER in a native conformation sported during the steps of
rapprochement and viral fusion process. Moreover, the polyspecificity of 2F5 and 4E10 and
autoreactivity by binding to cardiolipin could explain the low activity of these antibodies in
vivo as the immune system deplete all B cells which produce auto-reactive Abs (Haynes et
al., 2005).

Anocther promising MPER-specific Ab (4E10) was isolated from B cells of HIV patients. It
binds a deeper epitope in the MPER and presents neutralizing abilities. The 4E10 is highly
protective against infection with primary isolates and laboratory strains of HIV-1. The 4E10
binds to a highly conserved linear epitope on MPER 7INWF (D /N) IT¢7 (Zwick et al., 2001).
Crystallographic structures of the epitope have been characterized and form a large helical
shape with all the important AA on the same side of the helix (Hager-Braun and Tomer,
2005)( figure 15D). The antigen reacts only with residues of the base and the center of the
loop of CDR H3. However much of this loop is not involved in its binding to the antigen.
The top of the loop of CDR H3 of 4E10 and this residue is removed from the apolar binding
site epitope which suggest a possible interaction with the membrane of the virus. Structural
models predict that the formation of the epitope of 2F5 and 4E10 would be highly
dependent on the presence of a membrane. The affinity of 4E10 increases in the presence of
lipids (Lorizate et al., 2006). The W67, F§73, T676 residues seems to be crucial for 4E10 binding
since their substitution by alanine residues reduce drastically the affinity (Brunel et al,
2006). The sequence STINWFDITNWLWYIKS® is optimal for 4E10 recognition. In resistant
strains, the pattern NWEF(N/D)IT indicate that the 4E10 epitope ismore complex and would
be even discontinuous (Hager-Braun and Tomer, 2005). Mass spectrometry studies reveal
that 410 binds to the N-Term of gpl20 and gp4l on the native conformation (Stiegler et al.,
2001). It has been suggested that the pattern NWF (N/D)IT forms a cryptic epitope
accessible only during the intermediate stages of the merger. It seems that 4E10 has higher
affinity to the membrane than 2F5 and that unlike 2F5, 4E10 promotes peptide extraction
from the bilayer lipid membrane (Franquelim et al, 2011). The 4FE10 Ab has also a
polyspecificity for autcantigens as histone or DNA in systemic lupus erythematosus.
Several in vivo pharmacokinetic studies and phase I/1I clinical trials phases I and II with
combination of 4E10, 2F5 and 2G12 showed that these three Abs are able to maintain
undetectable viral load in patients where the infection has been suppressed by antiviral
therapy (Joos et al.,, 2006). These studies also showed that 4E10 administration is not highly
immunogenic with rare IgM against 4E10 but no IgG. Clearance and half-life of 4E10 are
identical to those of other classical therapeutic Abs.

One other described MPER-specific Ab is the Z13 Fab. This Ab derived from an expression
library recognizes an epitope located on the C-Term of 2F5 epitope and which overlaps 4E10
epitope. The epitope of Z13 is centered around the sequence INWFDIT but this would be
dependent on the conformation of this motif and changes such as N-glycosylation of
asparagine (D) 74 or exposure to a native protein (Zwick et al., 2001).This Ab is able to
neutralize weakly several clades such as B, C and D.
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3.2.7 The C-Term tail

The external tail loop within the CT of the gp4l TM subunit of the HIV-1 envelope protein
comprises approximately 40 AA, and within are 18 AA (?*PDRPEGIEEEGGERDRDR 1)
including three interesting regions. The antigenicity of this segment of the CT is very
complex, and changes according to the biological context of gp4l (Reading et al., 2003). The
Kennedy sequence, IPRGFPDRPEGIEEEGGERDRDRS™, is exposed on the outer surface
(Kennedy et al., 1986). It was observed that 3 epitopes 74PDRPEG?#, T[EEE™3, 7sERDRD70
are mostly recognized in the Kennedy sequences (Chen et al., 2001; McLain et al., 2001).
Kennedy-specific NAbs could be elicited in different conditions of exposure.

The MSERDRD7™0 epitope is exposed constitutively and does not require contact with cell
receptors or an elevated temperature (Cleveland et al., 2003). 74PDRPEG?? is recognised by
the non-neutralizing Ab C8, MIEEE™: by the non-neutralizing Ab 1575 (Abacioglu et al.,
1994), “SERDRD™ by the non-neutralising Abs 1577 and 1583 (Vella et al., 1993), and the
neutralizing EPES (epitope purified and ERDRD specific) and SAR] antibodies. EPES and
SARL Abs were both obtained by immunisation of mice with cowpea mosaic virus (CPMV)
chimeras expressing short, ERDRD-containing gp41 sequences. EPES is the only Kennedy-
specific polyclonal IgG described to have a strong neutralizing activity against primary
isolates. It was also shown that some of the IgA from infected patients parotid saliva or sera
are able to recognize the linear peptides 7PEGIEEEGGERDRDTSGRLV70 or 741
RDRDTSGRLVHGFLAIIWVD72 (Vincent et al, 2004). IEEE epitope is antigenically
dominant , and competes with the binding of ERDRD-specific antibodies. This situation in
humans is not known. It is interesting that MAb 1575 appears to have no biological activity
other than suppression of the antibody response to ERDRD. Furthermore, the sequence
ERDRD is involved in at least three epitopes. These epitopes may be occulted or exposed as
a result of conformational changes occurring in another part of gp4l, or may be hidden by
the associated gpl20 and exposed when that gpl20 is shed. In addition epitopes may be
modulated by conformational changes that affect the ERDRD sequence directly. (Hollier &
Dimmock, 2005).

4. Conclusions

The development of an HIV vaccine has proven to be a formidable scientific challenge given
the extreme genetic variability of the virus, lack of good animal models, lack of knowledge
of all mechanisms involved in immunity or limitations of the technology. However, passive
administration of rare human anti-Env monoclonal broadly neutralizing antibodies with
titers that can be achieved by immunization can protect against SHIV challenge in rhesus
macaques (Hessell et al., 2007; Hessell et al., 2009a; Mascola and Montefiori, 2010; Montefiori
and Mascola, 2009). Thus, a major goal of HIV-1 vaccine development is to design highly
immunogenic Env antigens capable of inducing Abs that can broadly neutralize HIV-1
(Mascola and Montefiori, 2010; Stamatatos et al., 2009).

According to the clinicaltrials.gov database, more than 543 clinical trials were performed in
the field of HIV wvaccines. During these last ten years, only one vaccine candidate seems to
give objective protection. This prophylactic vaccine from Sanofi Pasteur is composed by an
heterologous prime-boost vaccine with a priming with VaxGen gpl20 B/E (AIDSVAX B/E)
protein and a boost with live recombinant ALVAC-HIV (vCP1521). This trial (RV144) has
involved 16,403 individuals and was conducted in Thailand and completed in October 2009,.
Vaccination appeared to reduce about 31.2% the rate of acquisition of HIV-1 infection but
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had no significant effect on viral loads or on CD4+ T cell counts. This “weak” efficacy is the
first indication that effective vaccination against HIV-1 could be reach and give rease for hopes
in the developpement of anti-HIV vaccines. The immunoclogical correlates in this trial indicate
that induction of Nabs is important for vaccine efficacy but not sufficient. Induction of
polyspecific virus-specific CD8+ T cell responses is also an important actor of vaccine efficacy.
So the scope of action that remains for an effective vaccination is restricted to early stages of
infection before the virus infects lymphoid organs and mucosal tissue. In addition, HIV has
developed during its evolution, an immune system circumvent strategies that really works.
The data from human clinical trials demonstrate that the first generation of soluble protein
and vectored Env immunogens was safe and immunogenic. However, generated Abs are
only effective on highly sensitive strains of HIV-1. One of the major goal in the development
of an effective vaccine remain to develop a mimetic immunogen similar to viral proteins as
the most accurate meaning can replicate all possible conformations in steps of infection
Indeed, conserved Env epitopes targeted by NAbs are poorly immunogenic because they
either are masked by glycan similar to host carbohydrates (Binley et al., 2010; Wei et al.,
2008), appear transiently (Frey et al., 2008), are sterically hindered (Schief et al., 2009), or
must overcome entropy for Ab binding. Another important point is that conserved epitopes
(more in the gp4l) present homologies with self-proteins which could trigger tolerance
mechanisms (Haynes et al, 2005 Verkoczy et al, 2010). Finally, even when Abs can
neutralize the infecting strains, their effect is transient due to escape mutations (Richman et
al., 2003; Wei et al.,, 2003). Thus, immunization of non-human primates and humans with
HIV-1 Env monomers or trimers has failed to induce broadly NAbs. Induced Abs are mainly
effective on easily neutralized strains also called Tier 1 strains but have weak neutralization
abilities for Tier 2 and Tier 3 strains (Gilbert et al., 2010; Mascola and Montefiori, 2010). The
explanation for the poor cross-reactivity of vaccine-elicited Nabs appears to be related to the
restricted repertoire of induced Abs and to the complexity of the native viral spike structure.
NADbs against HIV-1 play an important role in preventing viral infections. Less clear is their
role in the containment of viral replication in infected individuals.

However, evidence is accumulating that NAbs may help the cellular arm of the immune
response to prevent or delay the progression to AIDS. Detection of NAbs depends on the in
vitro neutralization assays used, and stand ardization of the assays is essential in order to be
able to compare the magnitude and quality of a NAb response in sera or other fluids from
HIV-infected patients, uninfected HIV-1 exposed persons, or vaccinated animals/persons.
Viral mechanisms to prevent neutralization include high variability and extensive
glycosylation of the Envelope proteins, Envelope trimerization and shedding as well as late
exposure of functionally important entry domains by conformational changes induced upon
CD4 binding. These are also the difficulties encountered in the design of immunogens able
to induce neutralizing antibodies upon vaccination
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Role of Human Immunodeficiency Virus Type 1 Envelope Structure in
the Induction of Broadly Neutralizing Antibodies
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Very soon after the discovery of neutralizing antibodies (NAbs) toward human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infec-
tion, it became apparent that characterization of these NAbs would be an important step in finding a cure for or a vaccine to
eradicate HIV-1. Since the initial description of broadly cross-clade NAbs naturally preduced in HIV-1 patients, numerous stud-
ies have described new viral targets for these antibodies. More recently, studies concerning new groups of patients able to control
their viremia, such aslong-term nonprogressors (LTNPs) or elite controllers, have described the generation of numerous enve-
lope-targeted NAbs. Recent studies have marked a new stage in research on NAbs with the description of antibodies obtained
from a worldwide screening of HIV-positive patients. These studies have permitted the discovery of NAb families with great po-
tential for both neutralization and neutralization breadth, such as PG, PGT, CH, and highly active agonistic anti-CD4 binding
site antibodies (HAADs), of which VRC01 and its variants are members. These antibodies are able to neutralize more than 80%
of circulating strains without any autoreactivity and can be rapidly integrated into clinical trials in order to test their protective
potential. In this review, we will focus on new insights into HTV-1 envelope structure and their implications for the generation of

potent NAbs.

he isolation of new human immunodeficiency virus type 1

(HIV-1) envelope-specific neutralizing antibodies (NAbs) has
been a high priority since they were identified as potential targets
for vaccine design. Until recently, only a few recombinant NAbs
were available for clinical trials. The use of new technologies using
single-cell sorting of antigen-specific memory B cells together
with PCR amplification of immunoglobulin genes has allowed the
production of new antibodies, such as VRCO1 (Table 1). Further-
more, high-neutralization screening of short-term memory B cell
cultures has vielded PG9 and PG16 monoclonal antibodies
(MADbs), which are broadly cross-reactive, and has defined a new
target on the gpl20 envelope glycoprotein (81, 146). In naturally
infected HIV-1 patients, broadly neutralizing Abs (bNAbs) are
not commonly produced. Antibodies that are produced are often
directed against strain-specific or nonneutralizing determinant
sites. Only 10 to 25% of HIV- 1-infected individuals generate neu-
tralizing antibody, and a minority of these individuals are able to
neutralize several strains with considerable breadth. The develop-
ment of a highly effective HIV-1 vaccine will likely depend on
success in designing immunogens that elicit bNAbs toward natu-
rally circulating strains of HIV-1 (66, 125, 127, 147). Until the last
few vears, only four NAbs had been defined, but recently, more
than a dozen MAbs displaying substantial breadth have been iso-
lated. An understanding of their recognition sites, the structural
basis of their interaction with the HIV envelope, and their devel-
opment pathways provides new opportunities to design vaccine
candidates that will elicit bNAbs against this virus. For the major-
ity of licensed vaccines, NAbs have been demonstrated to be one of
the best correlates of vaccine efficacy. Their neutralizing activities
could be therefore attributed to their capacity to either bind tightly
to functional envelope glycoproteins, and thereby block viral en-
try into the host cells, or initiate antibody-dependent cell-medi-
ated cytotoxicity (ADCC) or antibody-dependent cell-mediated
virus inhibition (ADCVI). These mechanisms are mediated via
the Fc regions of clustered immunoglobulin G1 (IgG1) or 1gG3
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recognized by Fc receptors on cells of the innate immune system,
leading to the phagocytosis of infected cells upon opsonization,
and activation of the classical complement pathway (32, 56). In
this review, we will describe the latest insights into the character-
ization of envelope function during HIV-1 infection, We will then
discuss the generation and characterization of new potent broadly
cross-clade NAbs.

HIV-1 ENVELOPE GLYCOPROTEIN

The envelope glycoprotein of HIV-1 gp160 (Env) issynthesized in
the rough endoplasmic reticulum and subjected to extensive N
glycosylation, resulting in high-mannose chainslinked to Asn res-
idues at either the Asn-X-Ser or the Asn-X-Thr glycosylation site.
gp 160 matures by enzymatic cleavage through the host protease
furin before anchoring at the membrane surface, in two subunits
associated by noncovalent interactions: the surface gpl120 (SU)
and the transmembrane (TM) gp41 (45, 153). Both gp120 and
gp41 are involved in the interaction, recognition, and promotion
of the fusion of viral and cellular membranes and are the determi-
nants of viral tropism (16). The Env spikes are thought to be tri-
meric, and structure-based models forming heterotrimeric com-
plexes have been proposed using tomography by cryo-electron
microscopy (9, 119). The envelope proteins are the most immu-
nogenic compounds of HIV-1 particles because they are the only
viral protein expressed on the viral membrane. These Env spikes
of HIV-1, in their native configuration, elicit partially effective
humoral immune responses (107, 149) and represent obvious
vaccine targets.
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TABLE 1 HIV-1 Env-specific NAbs

Downloaded from http://jvi.asm.org/ on March 3, 2013 by Alain Ros

Monodonal
antibodies Isotype Epitope on: Epitope core Epitope type Clade neutralization Polyreactivity Reference(s)
2F5 IgG1 zp4l MPER 663-683, “ELDKW A5 Linear IIIB, MN, RF, SF2 Cardiclipin, 47, 106, 127
phospholipid, the
centromere B
autoantigen
4E10 IxG1 #pdl MPER 671-676, Linear (discontinous) A (DJ259, 2RW026, B (JR-FL, HxBc2), E Cardielipin, histone, 47,161
TINWE(D/N)IT S 9IRW009), C (CM235, dsDNA, the systemic
(94ZW 106, 92TH001), F lupus erythematosus
DJ258, DUL51) (BZ162,R1), G autoantigen SS-A/Ro
(G3, RUS70)
Zi3el TFab 2pdl MPER 671-676, S NWFDIT®¢ Linear (conformational) B (JR-FL), C (94ZW109), E (CM235) Cardiolipin 161
HEK20 I2G £pdl HR1 SE2QQHLLQLTVWGIKQLS™® Linear (conformational) A 92RW009, B BC CH110.2, Not available 1,20,113
SF1262,C CREO1 VI 1888,
92BR025 CRF(2 VI 1090
PGIPGl6 IeG £pl20 V2 and V3 loop Conformational A 94UG103, € 93IN905, IAVI Not available 146
trimer 92RW020B C22,JAVI C18,
JRCSF, APV-17, IAVICS3, D
APV-6 92UG024,
CRF0l_AE
CMUG2
VRCO1 IgG zpl20 CD4 binding site Conformational 100% dade A, 96% 89% CRFO1_AE, Not available 27,151
dade B, 87% 81% CRF02_AG,
dade C, 88% 90% clade G,
dade D 100% CRFO7_BC
BI12 IgG1 £pl20 CD4 binding site Discontinous B primary JR-FL, JR-CSF, IIIB Not available 162
2G12 I2G1 2pl20 Carbohydrate moieties in C2, Discontinous AB Not available 57
3, and V4
PGT IgG £pl20 Man8/9 glycans on gp120 Conformationalgp120 ~70% of globally circulating HIV strains, Not available 100, 145
trimer especially PGT128
VRC PGO4 IgG #pl20SRC CD4 binding site Conformational 88% of 162- 76% dade D, 93% Not available 31,151,157
pseudovirus panel dade F, 87%
(100% dade A, dade G, 87% of
90% dade A/E, 97-pseudovirus
100% dade A/G, panel (96% dade
94% dade B, 70% A, 88% clade B,
dade C) 80% clade C)
CHO1-04 IgG £pl120 V2/V3 Conformational 36% (CHO2), 47% (CHO04) of 91 tier-2 CHO3 (ribonudeoprotein, 6,7
pseudoviruses centromere B), histone
antigen CHO1-CHO3
(HCV E2 protein or
gutflora)
Hile IzG 2pl20 CD4bs V3, C1, C2 Conformational Preferentially D (113, CRFO2_AG Not available 1,20
neutralized tier-2 V11090, and
isolates, A CALS, subtype B,
92RW009, C subtype A/D
isolate VI829
HGN19%4 IgG £p120 V3 loop RRSVRIGPGQTF Conformational All tier-1 viruses C 9B Bal.26, SF162, Not available 1,20
from dades A, B, and S§1196.1
and C, 11% of 3MW965.26,
tier-2 viruses 967ZM651.2 and
92BR025.9
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gp120 ENVELOPE GLYCOPROTEIN

gp120 represents the external part of the envelope glycoprotein
and is involved in the early steps of viral infection of target cells. It
consists of conserved (C) and variable (V) protein domains which,
when folded, comprise an inner domain, an outer domain, and a
bridging sheet (110). One of the viral defense mechanisms evolved
against antibody neutralization is the masking of key regions on
SU with glycans. In this respect, 20 to 24 N-glycosylation sites are
present on gpl20. The V1/V2 and V3 variable regions are extend-
ed-loop structures which comprise a significant portion of the
gpl120 surface features. Hypervariable regions/domains that form
exposed “loops” anchored at their bases by disulfide bonds (132)
are located near the surface of the molecule. TheV1/V2 loop is
subdivided into V1and V2 by a disulfide bridge and is involved in
modulating viral tropism and resistance to neutralization (81, 98,
115). V1/V2 stabilizes proximal gp120-gp120 and/or gp120-gp41
associations either directly or indirectly through stiffening of V1/
V2-associated elements (55). V1/V2 consists of 50 to 90 residues
that contain two of the most variable portions of the virus, and
about 1 in 10 residues are N-glycosylated (111). The gp120 sub-
unit contains functional sites, such as the CD4 binding site
(CD4bs). CD4bs consists of a conserved pocket-like structure be-
tween the three gp120 units flanked by variable loops and the
chemokine coreceptor binding site for CXCR4 and/or CCR5 that
is exposed and/or formed after virus attachment to cells. The in-
ternal domain is near the point of contact with gp4 1 and the N and
C termini of gp120. Numerous broadly neutralizing human anti-
bodies have been identified that target epitopes on V1/V2 loops or
quaternary neutralizing epitopes (QNEs) formed by the interac-
tion of V2 and V3 and expressed on native Env trimers but not
soluble Env (37), including PG9 and PG 16, which neutralize 70 to
80% of circulating HIV-1 isolates, Abs CHO1 to CHO04, which
neutralize 40 to 50% ofisolates, and PGT'141 to -145, which neu-
tralize 40 to 80% of strains (6, 145, 146). Most of the QNE-specific
Abs show sensitivity for an N-linked glycan at position 160 in V2
(HXB2 numbering) and show preferential binding to the assem-
bled viral spike structure over monomeric gp120 as well as sensi-
tivity to changes in V1/V2 and some V3 residues (65, 146). These
quaternary-structure-preferring V1/V2-directed Abs are among
the most common broadly neutralizing responses in infected do-
nors (86). Among them we find PG9 and PG 16 (which neutralize
70 to 80% of circulating HIV-1 isolates), CHO1 to CH04 (which
neutralize 40 to 50% of isolates), and PGT141 to -145 (which
neutralize 40 to 80%) (6, 145, 146). The third variable loop (V3) of
HIV-1 gp120 is comprised of 35 amino acids (aa), which are ar-
ranged in a disulfide loop involving two cysteines and play an
important role in coreceptor selection (CCR5 or CXCR4), and isa
target site for NAbs (105, 157). Indeed, removal of a single N-
linked glycosylation site in the V3 loop (position 301) increases
the sensitivity of primary isolates to neutralization. Thus, sugars
that flank receptor-binding regions on gpl20 protect primary
HIV-1 isolates from antibody-mediated neutralization (64). N-
linked residues are less present in gp 120 regions that require struc-
tural plasticity and refolding during the infection process, al-
though glycans can also reside on structurally mobile and/or
flexible elements, such as the V4 and V5 loops of the outer domain
(e.g., fromextended loop toa B-strand or ct-helix). The hypervari-
able V4 loop is highly heterogenous due to several insertions and
deletions and, as a consequence, the increase of potential N-gly-
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cosylation sites (PNG) (2, 41). In contrast, V5 is less glycosylated
than V4 (21) and plays a role in CD4 binding and neutralizing
antibody responses (51, 71), as shown with VRCO1 (2, 41). These
host-derived carbohydrates protect the protein surface underlying
the gpl20 by masking them. The sugar microheterogeneities
thereby form a perfect immunological shield that leads to a de-
crease in the immune response directed against viral particles (19,
97, 116).

gp120 IMMUNOGENICITY

During HIV-1 infection, gp120-specific Abs are naturally gener-
ated against conserved sites on the envelope that are crucial to host
receptor recognition or viral fusion (159). Immunological and
three-dimensional structural studies of Env have shown that these
regions were highly flexible during interaction with other surface
molecules, thus explaining how Abs specific for some variable
regions have neutralizing activity against diverse viruses. How-
ever, induction of NAbs by using rationally designed immunogens
has, so far, proven unsuccessful (68, 73, 114, 121, 122, 151, 159).
Indeed, gpl20-specific Abs typically recognize neutralizing
epitopes located on variable loops (23, 86) or dominant nonneu-
tralizing conserved epitopes on Env (36, 96). This provides a ra-
tional basis for understanding the immunological cross-reactivity
of many MAbstargeting the V1/V2and V3 variableloops of gp120
and the quaternary neutralization epitopes (QNEs) formed by V2
and V3. The V3 loop and the “bridging sheet” contain the binding
site for the viral coreceptor (CCR5 or CXCR4) (4, 46, 67, 106). The
glycan-rich outer face of gp120 is also the target of the broadly
neutralizing MAb (bnMAb) 2G12 (14, 57, 116, 136) (Table 1). In
fact, 2G12 together with b12 were the first well-described broadly
active NAbs against gp120 (Table 1). 2G12 shows an unusual in-
terlocked VH domain-swapped dimer generating an extended
and monovalent binding surface and recognizes clustered ct1—2-
linked mannose residues on the distal ends of oligomannose sug-
ars located on the carbohydrate-covered silent face of the gp120
outer domain, 2G12 displays a unique reversible kinetic mecha-
nism of neutralization and inhibits interactions between the V3
loop and the tyrosine sulfate-containing CCR5 amino terminus,
and thereby viral entry, by disturbing the formation of fusion
complexes (102). The capacity of monomeric or dimeric 2G12 to
mediate ADCC or to activate the complement system has been
clearly demonstrated #n vitro (62, 137). B12 was derived from a
phage library in which heavy and light chains were randomly re-
asserted. B12 recognizes an epitope that overlaps the binding site
of gp120 to the CD4 receptor and efficiently neutralizes many
strains of HIV-1. B12 can also protect macaques from vaginal
challenge with simian-human immunodeficiency virus (SHIV)
{13, 162).

Numerous Abs, including NAbs 17b, X5, m18, and m14, have
been described for their capacity to bind to the CD4-induced site.
All ofthese contain long H3s regions that play a major role in their
mechanism of binding. The H3s regions of X5, m6, and m9 appear
to be very flexible and highly potent at neutralizing HIV (88, 105,
150, 158). Recent works from Corti et al. have described new and
potent bNAbs HGN194 and HJ16, directed against gp120 (20)
(Table 1). HJ16 was obtained from a donor infected with a clade C
virus. This antibody binds to CD4bs, thus preventing interaction
of HIV-1 with CD4. HJ16 recognizes a discontinuous epitope ona
surface proximal to the CD4bs on gp120. This epitope is com-
pletely distinct and nonoverlapping with that recognized by
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CD4bs-specific antibody b12. HJ16 exhibits a broad neutralizing
activity comparable in breadth to that of b12. HJ16 and b12 pres-
ent complementarity in their neutralizing properties toward a
group of viruses, referred to as tier-2 isolates, which have moder-
ate sensitivity to antibody-mediated neutralization (20, 120).
HGN194 was isolated from memory B cells of a long-term non-
progressor (LTNP) infected with an HIV-1 clade AG circulating
recombinant form (CRF). This Ab recognizes a conformational
epitope in the V3 loop and neutralizes all tier- 1 viruses (those with
a low sensitivity to antibody-mediated neutralization) across
clades but only 11% of tier-2 viruses tested by Wu et al. (148). In
vivo, administration of the IgG1 HGN194 in rhesus monkeys sig-
nificantly decreases virus titers after HIV-1 challenge and seems to
drastically affect viral reservoirs (148) (Table 1).

Numerous broadly gp120-specific NAbs were discovered using
amultistep strategy (146). A new approach of NAb screening from
a clade A-infected patient has been described; this approach com-
bines binding of Abs to recombinant gp120 and gp41 with a high-
throughput microneutralization assay, resulting in the improve-
ment of the quality of selected candidates. B cells from infected
donors obtained in the selection step were isolated (146). Pools of
the VH- or VL-region clones were subcloned into a human IgG1
constant domain context. The first described potent bNAbs were
PG9 and PGl6. They are somatically related and appear to be
derived from the same recombination of heavy and light chains.
These antibodies have been identified by a large screening of 1,800
serum samples from HIV-positive donors. PGS and PG16 both
target discontinuous epitopes involving the conserved regions of
V1, V2, and V3 loops and overlapping the CD4bs present in the
assembled viral spike. They are sensitive to a loss of the N332
glycan and a N160/K 168 substitution in the V2 loop or an isoleu-
cine at position 215 in the C2 region (133) but are clearly distinct
from 2G12 (97, 146). Despite the vaunted diversity of the HIV-1
gp120 envelope and the high sequence variability in the V2 and V3
regions {146}, neutralization assays indicate that the recognized
epitope is conserved in 70 to 80% of circulating viral isolates.
Recently, McLellan et al. (80) solved the atomic structure of PG9,
in complex with V1/V2, which allowed the identification of con-
served features that enable recognition of gp120 (80). PG9 over-
comes variability of the V1/V2 protein sequence by binding to the
atomic backbone of the protein rather than to the variable amino
acid side chains. Associated with the strong evolutionary conser-
vation of N332 glycans in gp120, PG9 is able to recognize 80% of
HIV-1 circulating strains. Interaction between PG9 and V1/V2
occurs mainly with N-linked glycan asPG9 binding the glycan at
position 160 on gp120. The third complementarity-determining
region (CDR) of the heavy chain (CDRH3) reaches through the
glycan shield to contact the protein-proximal N-acetylgluco-
samine area. In addition to glycan recognition, a strand in the
CDRHS3 of PG9 forms intermolecular parallel 3-sheet-like hydro-
gen bondsto V1/V2 strand C. Strand C is the most variableV1/V2
strand, and this sequence-independent means of recognition
probably allows for an increased breadth of recognition (81). The
net charge in B-strand C influences the interaction with PG9 and
PG16. The length and number of glycosylation sites in V2 confer
resistance to PG9 and PG16 by creating a hindrance in antibody
binding or hiding crucial residues of PG9 and PGlé epitopes
(108). The CDRH3 of PG9 comprises a hammerhead that occu-
pies a slot between two glycans on gp120, contacting the flanking
glycan surfaces and binding to the protein surface atits base (115).
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Cryo-electron microscopy results concerning the binding of PG9
with glycan 160 (Man5GlcNAc2) suggest this glycan to be of an
appropriate size such that it does not clash with the antibody light
chain and does not stretch between the tip and base of the PG9
CDRHS3 (81). Thus, PG9 is an example of the immune system
actually exploiting the viral glycan defenses by binding directly to
them. The changes in the heavy and light chains that allow for
glycan recognition occur during affinity maturation and providea
possible explanation for the observed increase in PG9 (and PG16)
breadth and affinity. The overall neutralization sensitivity is the
consequence of characteristic molecular features of the V2 loop,
and neutralization by PG9/16 is balanced by the glycans, the net
positive charge and, possibly, the length of the V2 loop. Neutral-
ization by PG correlates strongly with that by PG16, indicating
that these Abs recognize a common HIV-1 epitope. This suggests
that a common surface of the paratope on PG9 and PG16 might be
involved in HIV-1 recognition. Substantial differences in se-
quence are found between PGY and PG16 (28, 97). An analysis of
the antibody variable genes revealed two pairs of somatic variants,
each one containing a long heavy-chain complementarity deter-
mining region 3 (CDRH3). Long CDRH3 loops have been previ-
ously associated with polyreactivity of MAbs, such as 2F5,4E10, or
1b12, which also bind different autoantigens, such as phospholip-
ids (cardiolipin, phosphatidylserin) or histone antigen (50, 141)
(Table 1).

Other very recent studies have given rise to a number of Abs
with different properties of potency and breadth of neutralization
(100, 145, 146). A new family of NAbs was isolated by screening
antibody-containing memory B cell supernatants for broad neu-
tralizing activity from the top four elite neutralizers from approx-
imately 1,800 HIV-infected domnors. The eliciting is based on a
score incorporating both breadth and potency. Antibody variable
genes were rescued from B cell clones showing cross-clade neu-
tralizing activity and expressing full length TgGs. Tt was revealed
that all of the monoclonal Abs isolated from each individual do-
nor belong to a distant, but clonally related, cluster of Abs. Two of
six bNAbs (PGT125 to -128 and -130 to -131) that bind specifi-
cally to the Man8/9 glycans on gp120 have also been described
recently and are potently neutralizing across clades (100, 145)
(Table 1). A model of the Fab PGT128 complex with a fully gly-
cosylated gp120 outer domain reveals that the antibody penetrates
the glycan shield and recognizes two conserved glycans N332 and
N301 as well as a short B-strand segment of the gp120 V3 loop
(100). It wasalso observed that their neutralization of HIV may be
mediated by cross-linking Env trimers on the viral surface.
PGT128, the broadest of these Abs, neutralizes over 70% of glob-
ally circulating viruses and is, on average, an order of magnitude
mote potent than the recently described PG9, PG16, VRCOI, and
VRCPG04 bnMAbs and two orders of magnitude more potent
than the prototype bnMAbs described earlier (4, 146, 151, 152).
PGT Abs neutralize the cell surface trimer with more potency than
their Fab and also exhibit the interesting property of being able to
reduce the half-life of the virus, while 2(G12 had no effect on the
half-life of the virus. By electronic microscopy, it has been dem-
onstrated that PGT127 and -128 are able to cross-link with the
spikes on the surfaces of virus particles, thereby increasing their
affinity through avidity effects, but not on the surfaces of enve-
lope-expressing cells (100). These Abs target a sensitive conserved
and highly exposed epitope, including two glycans (N301/N332),
and V3 loop backbone components that make this region an at-
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tractive immunogen for vaccine design (145). In the same family
of bNAbs, PGT141 to - 145 present a strong preference for quater-
nary epitopes similar to those described for PG9 and PG16. These
Abs neutralize around 40 to 80% of circulating HIV-1 isolates and
present the same properties of CDRH3 as PG9 or PG16, with an
extended CDRH3 loop and a B-hairpin tip able to penetrate the
N-linked glycan barrier and reach the protein surface beneath.
The inefficiency in isolating broadly reactive CD4bs-directed
NAbs from human B cells is probably due to the use of immuno-
gens that are reactive with many HIV-1-specific antibodies, in-
cluding nonneutralizing antibodies. Recent observations on enve-
lope structure have been combined with computer-assisted
protein design to define recombinant forms of HIV-1 Env that
specifically interact with NAbs directed against the CD4 binding
site (70, 71, 151, 156). A resurfaced stabilized core (RSC) HIV-1
gp120 molecule, mimicking the site of initial CD4 receptor bind-
ing, has allowed the isolation of the CD4bs-specific MAb VRC
with extensive neutralization breadth. To isolate these MAbs, an-
tigen-specific memory B cell sorting was used, together with sin-
gle-cell PCR, to amplify IgG H- and L-chain genes from individual
B cell cDNA (117). Memory B cells able to bind to the RSC were
selected. The matched H- and L-chain genes were amplified and
cloned into IgG 1 expression vectors that reconstitute the constant
regions allowing the expression of full IgG. Three Abs (VRCOI,
VRC02, and VRCO03) were elicited by this strategy. Comparisons
of the nucleotide sequence of heavy and light chains revealed that
VRCO1 and VRCO2 are somatic variants of the same 1gG1 clone.
The heavy-chain CDR3 of the two MAbs was composed of the
same 14 aa, while the heavy chain CDR3 of VRCO03 contained 16
aa. Both MAbs are highly somatically mutated, with 32% of the
heavy chain variable gene (VH) and 17 to 19% of the kappa light
chain variable gene (VK) nucleotides divergent from putative
germ line gene sequences. VRC03 was potentially derived from a
different IgG1 clone, but its heavy chain was derived from the
same alleles as VRCO1 and VRC02. VRCO03 also presents a hyper-
somatic mutation with an unusual amino acid insertion in heavy-
chain framework 3 and with 30% of VH and 20% of VK nucleo-
tides derived from putative germ line gene sequences. Overall, the
three MAbs share common sequence motifs in heavy chain CDR1,
CDR2, and CDR3. A cryo-electron microscopic analysis of bind-
ing characteristics revealed that VRCO1 and VRC02 act as partial
CD+4 agonists in their binding with gp120 and partially mimic the
interaction of CD4 with gp120 (135). This characteristic may ex-
plain their breadth, as interaction with CD4 is crucial for infec-
tion. In these studies, it was observed that among circulating
HIV-1 isolates tested for sensitivity to VRCO1, 173 of 190 were
neutralized and only 17 of 190 were resistant. Data for VRCO2 are
very similar. VRCO3 is less broad than VRCO1 and VRCO02, neu-
tralizing only 57% of viruses (151). A structural analysis of these
resistant isolates showed important variations in the V5 region
(Table 1). However, the low VRCOI resistance frequency suggests
that VRCO1 uses a recognition mechanism that allows binding
despite V5 variations. Studying the interaction of VRCO1 with V5
shows that VRCO1 recognition of the V5 domain in gp120 is dif-
ferent than that seen with CD4. The V5 loop fits into the gap
between heavy and light chains. A model of the interaction be-
tween VRCO1 and the Env functional trimer has recently been
proposed. Inthis model, VRCO11ocks the Env functional trimer in
a low-energy conformation and disables further rearrangements
that occur during virus entry (71). Thus, interaction with the
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more conserved residues at the loop base is sufficient for VRCO1
activity independently of variation in the top of the V5 loop (156).
Finally, the observation that VRCO1 does not display substantial
self-reactive or polyreactive properties could facilitate the use of
passive-protection studies in nonhuman primates and then in hu-
mans.

Recently, deep-sequencing technology combined with bicin-
formatics has been used for the first time to identify bNAb se-
quences from millions of variable heavy-chain sequences in HIV-
infected individuals (27, 152). This deep screening has allowed the
isolation of many antibodies, referred to as VRC and VRC-like
antibodies, including the bNAb VRCPG04 isolated from one do-
nor (with a virus subtyped as clade A1/D) and VRC-CH31 from
another donor. Those Abs are similar to VRCO1 in their breadth
and potency. They also bind to the CD4Bs, are highly affinity
matured, and are derived from the IgVH1-2 germ line gene.
PGV04 was sorted from single memory B cells of an elite neutral-
izer by using the RSC3 protein and a CD4bs-defective version for
selective isolation of potent CD4bs MAbs (152). VRC-PG04 hasa
neutralizing profile distinct from those of CD4, b12, and VRCO1.
In the first neutralizing assays against a multiclade 162-pseudovi-
rus panel, PGV(4 neutralized 88% of the pseudoviruses, while
PG9 neutralized only 75% (31). Therefore, VRC-PG04 exhibited
enhanced breadth compared to PG9 with a similar potency. In a
second neutralization assay with a 97-pseudovirus panel, PG9,
PGV04, and VRCO1 neutralized 82%, 87%, and 93% of viruses,
respectively. Therefore, VRC0O1 and PGV04 have neatly the same
breadth and the same profile of neutralization. In addition, VRC-
PG04 showed no evidence of polyreactivity (31). Several alanine
substitutions affect CD4bs MADb neutralization and binding dif-
ferently; D279A substitution decreases neutralization by VRC01
and CD4-1gG but does not affect neutralization by b12, while the
1420A and 423 A substitutions decrease VRCO1 neutralization but
increase both CD4-IgG and b12 neutralization. However, each of
these three substitutions (D279A, 14204, and [1423A) abrogates
PGV04 neutralization. The highly conserved nature of the resi-
dues that are important for VRC-PG04 recognition likely explains
how PGV is able to achieve broad neutralization.

In contrast to VRCO1, VRC-PG04 did not enhance 17b or X5
binding to its epitope (the CD4-induced [CD4i] site) in the core-
ceptor region on the gp120 monomer (31). VRC-PGO4 displayed
both a heavy-chain variable gene (VH) mutation frequency and a
level of affinity maturation similar to those observed with VRCO1-
03. The VRC-PG04 Fab was crystallized in complex with a gp120
core from the recombinant clade A/E 93THO57 that was previ-
ously crystallized with VRCO1 (156). The crystallized complex
showed strong similarity with the one obtained with VRCO1, de-
spite different donor origins and only 50% amino acid identity in
the HC variable region. An overlay ofthe heavy chains of VPG04
and VRCOI revealed small differences, but critical interactions in
the Asp®®® gp120 salt bridge to Arg”* VRCO1 were maintained in
VRC-PGO4. The remarkable convergence in recognition observed
with VRCO1, VRC03, and VRC-PG04 suggests a similar mecha-
nism of HIV-1 gp120 recognition, conserved between infected
donors. The precision required for this mode of recognition likely
arises as a consequence of the multiple mechanisms of immune
evasion that protect the site of CD4 attachment on HIV-1 gp120
(19). Thus, precise H-binding is required for the convergence in
structure that enhances regions with hydrophobic interactions
and focuses precisely on the initial site of CD4 receptor attach-
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ment (152, 156, 157). Surprisingly, this convergence in epitope
recognition is not matched in antibody sequence identity. Indeed,
10 antibodies that bind RSC3 use the IGHV1-2*02 germ line and
accrue 70 to 90 nucleotide changes. Even if these mature Abs share
the same epitope recognition, only two residues from the germ
line IGHV 1-2*02 allele mature to give the same amino acids (152).
Both of these changes occur at a hydrophobic contact in the crit-
ical region 2 (CDRH2). Despite this divergence in maturation, a
comparison of the VRCO1, VRCO03, and VRC-PG04 paratopes
shows that many of these changes are of a conserved chemical
character. Overall, these observations suggest that affinity matu-
ration does converge with epitope recognition even if there is di-
vergence in specific residue maturation and that VRC-PG04,
VRCO01, b12, and CD4-IgG recognize the CD4bs in somewhat
different ways.

Isolation of single memory B cells from the blood of HIV-
infected individuals using parts of the HIV Env protein has been
also described recently (117, 118). Variable regions of the light and
heavy chains of the antibody genes expressed by B memory cells
were amplified by a new strategy of PCR and then used to produce
new MAbs (118). Different primers were designed to amplify even
highly mutated antibody genes from B cells by binding to less-
mutated parts of the antibody sequences (117). As is the case for
other recently described HIV-specific bNAbs, the most potent
new bNAbs identified show an unusually high degree of somatic
hypermutation (152). Regarding their capacity to efficiently neu-
tralize HIV-1 strains, several antibodies were selected, including
the VRCO!1 variant NIH45-46 and 3BNC60. These Abs showed
binding patterns similar to that of VRCOL on gp120. New classes
of highly active agonistic anti-CD4 binding site antibodies
(HAADs) that expose the coreceptor binding site on gp120 and
mimic binding of the host receptor CD4 have also been described
(118). This antibody class shares IgVH and IgVL consensus se-
quences, including the contact residues between VRCO1 and the
HIV spike. In five different donors, these antibodies originate
from only two closely related IgVH genes and three IgVL genes.
The variable portions of the heavy chain of the most potent new
bNAbs and VRCO1 have about 68% of their amino acid sequence
in common and also share a origin in that they are derived from
two related germ line genes, [gVH1-2 and [gVH1-46. [n addition,
the crystal structure of the Fab region of one of the new bNAbs,
3BNC60, was similar to VRCO1, suggesting that it binds gp120 in
a similar way and by mimicking CD4 binding and disrupting the
envelope trimers. More recently, the structure of the most potent
clonal variant of VRCO1, NIH45-46, has been described in more
detail (27). This antibody resembles VRCO1 but includes a four-
residue insertion (residues 99a to 99d) within CDRH3, a property
acquired by somatic hypermutation. Three of these residues are
important in the binding to gp120 and neutralization activities. In
comparison with VRCO1 neutralization data, NIH45-46 was more
potent than VRCO1 on 62 of the viruses tested from a panel of 82
tier-2 and -3 viruses representing all known clades but still less
potent than 3BNC117 (118, 151). In the same study (27), the
ability of VCRO3 to bind gp120 and to increase neutralizing activ-
ity by modifying the contact zones with gp120 was attempted by
constructing a new variant of NIH45-46 by tryptophan substitu-
tion. The mutant obtained showed enhanced potency of neutral-
ization since it neutralizes six NIH45-46-resistant strains, making
this antibody, NTH45-46%**", one of the rare MAbs that could be
a candidate in the design of a new vaccine.
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In order to elicit NAbs from the sera of an African donor in-
fected with a clade A strain of HIV-1 (125), Bonsignori et al. used
a combination of different methods of memory B cell isolation,
clonal or oligoclonal culture systems, single-cell flow sorting, Ep-
stein-Barr virus (EBV) transformation, and recombinant anti-
body cells (6). A family of Abs from the same clonal lineage of
bNAbs was identified, such as quaternary bNAbs (CHO1 to
CHO04), CD4 binding site (VRCO1 -like) bNAbs (CH30, CH3 1, and
CH32), V3NADb (CH19), and a novel gp41 NAD against the 3-gly-
can gp41 site. CH11.CHO1 to -04 antibodies recognize a confor-
mational epitope on the V2/V3 region. Similarly to MAbs PG9
and PGle, CHOl to CHO4 recognize an epitope on a single
protomer that is usually, but not exclusively, conferred to the
gp120 envelope glycoprotein by trimer formation (6, 22, 144).
MAbs CHOL to CHO4 bind a PG9/PG16é-like conformational
epitope but present differences in their breadths of neutralization
and residue sensitivities compared to those of PG9/PG16. They
neutralize 36% (CHO2) to 47% (CHO04) of 91 tier-2 pseudoviruses.
However, when CHO1 and VRC-CH31 are combined, they neu-
tralized 86 of 91 of HIV-1 strains (95%) (7). The CHO1 to -04
antibodies share similar V(D)] rearrangements, the same length of
CDRHS3, and high degrees of similarity to CDRH3 and CDRLS3,
thusindicating that they belong to the same clonal family. Somatic
mutations of the VDJ nucleotide sequences of CHO1 to CH04
(11.5 to 14.3%) are similar to those of MAbs PG9 (11.9%) and
PG16 (13.2%). In the same way as for anti-gp41 MPER NAbs,
MAb CHO3 is autoreactive for ribonucleoprotein, centromere B,
and histone antigens, and MAbs CHOI to CHO3 are polyreactive
with the hepatitis C virus E2 protein or gut flora antigens. This
autoreactivity could potentially and indeed does probably induce
tolerance mechanisms, such as anergy or deletion (50, 141). Like
PG9/PG 16, CHO1/CHO4 NAbs present a long region 3 (HCDR3).
This suggests a common mechanism of generation or selection of
Abs with a long CDHR3.

Recently, the human mAb2909, isolated by immortalization of
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from asymptomatic
and drug-naive HIV-1 patients (38), has been shown to bind to a
quaternary structure on virions expressing only V2, V3, and the
CD+4 binding site but not to soluble monomeric gp120 (17, 37).
This antibody demonstrates a high neutralizing activity for pri-
mary isolates such as SF162. Its neutralizing activity against SF162
is 750- to 100,000-fold more potent than those of other well-char-
acterized NAbs. HIV-1 SF162 contains a rare polymorphism con-
sisting ofa single-amino-acid substitution in the V2 domain (K
nonpermissive for N glycosylation). This substitution leads to the
loss of the conserved N-linked glycosylation site that is essential
for the epitope of PG9 and PG 16 (146). The occurrence of MAb
2909 suggests the possible existence of additional oligomer-spe-
cific Abs that may possess broader neutralizing activity.

gpd41 ENVELOPE GLYCOPROTEIN

The binding of gp120 to CD4 and the viral coreceptors results in
conformational changes and triggers the establishment of a “fu-
sion complex” composed of gp41 trimers (29, 91, 113). gp4 1 isthe
transmembrane (TM) domain for the entire envelope glycopro-
tein and thus anchors the viral spikes in the bilayer lipid mem-
brane of viral particles and, as stated above, plays an important
role in membrane fusion and cell entry. It presentsan extracellular
domain, a TM domain, and an intracytoplasmic domain. gp41
sequences are more conserved than those of gpl20 and contain

jvi.asm.org 13157

soy ulely AQ £1.0Z 'S yode uo /Bio'wse’1aly.dpy wol) pepeojumoq

204



Minireview

only four N-glycosylation sites on their ectodomain. These glyco-
sylation sites are highly conserved and appear to contribute to
optimal viral replication efficiency (58). The N-terminal hydro-
phobic region consists of the fusion peptide (aa 512 to 527), a
polar region (PR, aa 525 to 543) that is also called the fusion
peptide proximal region (FPPR), the N-terminal heptad repeat
(NHR or HR1) (546 to 581), and the C-terminal heptad repeat
(CHR or HR2). These regions are folded as at-helices and linked by
aloop, generally referred to as the immunodominant loop (598 to
604), containing a disulfide bridge. A highly conserved trypto-
phan-rich membrane-proximal ectodomain/external region
(MPER; 660 to 683) is also present (15). Finally, the membrane-
spanning domain or transmembrane (MSD/TM) and the intracy-
toplasmictail or C-tail are two other hydrophobic regions present
at the C-terminal portion. A complete structural description of
whole-molecule gp41 is not yet clearly defined. A crystallized in-
tact trimer is currently unavailable, because it seems that large
portions appear to be in constant motion, probably as part of the
conformational masking defense of potential epitopes from NAbs
(30, 80).

gp41 IMMUNOGENICITY

gp4 1 is largely occluded by quaternary interactions within native
Env (18, 126, 153, 155, 158). During the fusion process, confor-
mational changes occurring atter interaction with gp120 expose
different gp41 regions accessible for NAbs. Some of these exposed
regions are essential for the infection process, and blocking them
can inhibit infection and neutralize the virus (Table 1). The NAbs
2F5, Z13el, and 4E10 can specifically bind Env and block a late
stage of the fusion process (26, 92, 93, 130, 160). Despite great
efforts, high NAb titers against any of the conserved sites on Env
have not yet been elicited (61, 68, 101). Recently, the HK20 gp41-
specific antibody was obtained from immortalized memory B cells
from an HIV- 1-infected individual (20) (Table 1). This Ab targets
the conserved hydrophobic pocket in HR1. The crystal structure
of HR1-specific human MAb HK20 in complex with the 5-helix
domain ofgp41 shows that HK20 binds to the same region as that
recognized by D5, a human antibody directed against the N-hep-
tad region (83) but differs significantly from D5 in terms of con-
tact sites and shows a role for somatic mutations in affinity mat-
uration (77). These aspects influence the potency and breadth of
neutralization, which are higher for HK20 than for D5 and depend
on somatically mutated residues. In addition, it was shown that in
the case of HK20, the scFv is at least 15-fold more potent in neu-
tralization than IgG, which is consistent with a limited accessibil-
ity to the target site (112). The gp41 footprints of HK20 and D5
and the global structural principles employed by the two antibod-
ies are similar. Since HK20 targets HR1 instead of MPER or gly-
cans in this region, it has the conceptual advantage over 4E10 and
2F5 of avoiding potential autoreactivity (112). HK20 presents an
intermediate breadth of neutralization, preferentially to clades A
and C, which did not correspond with the subtype of the infected
patient, which was CRF02_AG as described in reference 1. Cross-
reactive antibodies to the NHR have also been detected in HIV-1-
positive sera, indicating its immunogenic potential (104). More-
over, the NHR trimer-specific D5 NAb was generated from a
native single-chain variable fragment library. In the same way as
the T-20 peptide, D5 inhibits the assembly of the fusion interme-
diate in vitro (83). D5 was derived from B cells of HIV-naive sub-
jects and has not been subject to extensive somatic hypermuta-
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tion, with only seven non-complementarity-determining region
amino acid changes from germ line sequences, Unlike b12, 2F5,
and 4E10, D5 IgG does not have an atypically long heavy chain
CDR3. Unlike 2G12, D5 does not require a “domain-swapped”
structure for neutralization activity. D5 retains antiviral activity
against primary HIV isolates when converted to an IgG1 format.
Finally, and most importantly, D5 was elected by binding to
1ZN36 and 5H, which are synthetic antigens with well-detined
structures mimicking the 6-helix bundle structure. In addition,
new NAbs, such as 8K8 and DN9, with limited potency against the
NHR trimer of HIV-1, have been isolated by screening of a phage
display library (94). Antigen binding and monoclonal Ab compe-
tition experiments using 8K8, DN9, and D5 strongly suggest that
the epitopes of 8K8 and DN9 are closely related but differ from the
D5 epitope. D5 preferentially binds to NHR mimetics in the ab-
sence of CHR peptide, thus indicating a significant cross-reactivity
of D5 with immobilized 6-helix (77, 83). Similatly, C34 HR2 pep-
tide competes efficiently with 8K8 and DN9 binding to immobi-
lized NHR mimetics (e.g., 5-helix and IZN36), but not with D5.
The 3764 Fab has also been shown to bind to the NHR region with
the same efficiency for the free mimetics of the NHR coiled-coil -
like N35CCG-N13 (94) and for the interaction with CHR peptide
in the form of a 6-helix bundle (42, 43).

As described above, gp41 comprises several functional regions
which play a major role in fusion of the virus and host cell mem-
branes. These regions are not static during the infection process
but retain a degree of flexibility. For instance, HR regions form a
six-helix coiled-coil bundle playing an important role in both the
eatly and late stages of the membrane fusion process (16, 58, 74,
76, 90) including the formation of the fusion pore (90, 123, 124).
The Fab 3674 is directed against the helix bundle and neutralizes
diverse laboratory adapted B strains of HIV-1 and primary isolates
of subtypes A, B, and C (43). This structure was described for
other NAbs and shows neutralizing activity against primary iso-
lates (142). MPER contains the epitopes of three well-known
bNADs, 2F5, 4E10, and Z13 (12, 161). Recently, MPER-specific
antibodies were characterized for an individual chronically in-
fected with subtype C (CAP206). These antibodies present a great
breadth of neutralization and were targeted to the distal MPER
centered on the D674 asparagine residue (40). Isolation of a novel
MPER-specific NAb (CAP206-CH12) from the same individual
has also been achieved through the amplification of Ig gene frag-
ments from single memory B cells (87). This MAb overlapped the
4E10 and Z13el epitopes and neutralized the same subset of vi-
ruses sensitive to the plasma antibodies. CAP206-CH12 used the
same VH and VK Ig gene families as the 4E10 NAb, and its
CDRH3 sequence showed strong similarities with that of Z13e1 as
a result of shared J gene usage. CAP206-CH12 presents a low neu-
tralization activity and limited potency, similar to Z13el, and re-
acted with viruses of subtypes C and B. While the CAP206-CH12
MAD was polyreactive, unlike 2F5 and 4E10, it did not bind lipids
with high avidity. These data suggest the possibility of convergent
evolution among HIV-1 gp41 MPER MAbs. CAP206-CHI12 uti-
lized VH1-69 and VK3-20 in a manner similar to that seen with
gp41antibody 4E10. Other gp41 antibodies, such as D5 and HK20
that bind to the stalk of gp41, also utilize VH1-69. VH1-69-de-
rived antibodies are hydrophobic and seem to show a preference
for regions of virus envelopes that are in close proximity to viral
membranes. CAP206-CH]12 shares the same YYYYMD motif in
its CDRH3 as Z13e 1 and has a shorter CDRHS3 that presents some
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flexible residues adjacent to the Tyr motif but lacks the hydropho-
bic residue W or F present in 4E10 and the Z13el CDRH3 apex
crucial for neutralization {11, 60). MPER-specific Abs present in
naturally infected patientsare not as broadly neutralizing as 2F5 or
4E10 (8, 15, 89).

Recent studies using chimeric pseudoviruses presenting
epitopes in a context more closely related to the MPER structure
suggest that MPER -specific NAbs are relatively rare or absent dur-
ing natural infection. However, the fact that new NAbs map to a
different region in MPER than 2F5 and 4E10 provides hope by
suggesting that NAbs may be vaccine induced (49, 69). In animal
models, 2F5 has been shown to interrupt HIV-1 mucosal trans-
mission and confers protection against SHIV infection (79). The
2F5 antibody was isolated from human immortalized B cells and
recognizes an epitope lying between glutamic acid 662 and alanine
667 (ELDKWA). Studies have shown, with an expression library
and protection against protease experiments, that thisepitope is in
fact wider (EQELLELDKWASLWN). By addition of a leucine at
each side (LELDKWASL), the affinity of 2F5 for its epitope is
increased more than 2,000 times (82, 95, 100, 134). In models
studying the involvement of the viral membrane using POPC (1-
oleyl-2-palmolityl-sn-glycero-3-phosphocholine) and POPC/
cholesterol in the recognition and binding to its epitope, it has
been shown that 2F5 does not interact with the membrane before
fixation (139). In the absence of a hydrophobic environment, 2F5
and 4E10 are unable to bind to the MPER region (95). Recently, it
was shown that the binding of 2F5 causes peptide docking on the
membrane and increases the ability of the MAb to be intrusive
(33). 2F5 induces a confined local disorder in the membrane
which can promote exposure and interaction with gp41. The 2F5
epitope contains a -turn conformation and immunogen which
when presented in a membrane context may better mimic the
epitope and consequently improve the binding of this Ab (134).
Moreover, the polyspecificity of 2F5 and 4E10 and autoreactivity
by binding to cardiolipin could explain the low activity of these
antibodies in vive since the immune system depletes all B cells
which produce autoreactive Abs (47) or induce tolerance mecha-
nisms (140), even if occasionally, some autoreactivity can be re-
lated to the development of HIV bNAbs at the cellular level and at
the level of serum antibodies, as is the case for 9G4 bNAbs that
present self-reactivity to systemic lupus erythematosus (SLE) and
neutralizing properties (63).

The 4E10 NAD is also a promising MPER-specific Ab that has
been isolated from B cells of HIV patients. It binds a deeper
epitope than the 2F5 epitope in the MPER and presents neutral-
izing activities against primary isolates and laboratory strains of
HIV-1.4E10 binds to a highly conserved linear epitope on MPER
STINWE(D/MNDIT® (161). Crystallographic structures of the
epitope have been characterized and form a large helical shape
with the important residues on the same side of the helix (44). The
antigen reacts only with residues of the base and center ofthe loop
of CDRH3. However, much of thisloop is not involved in binding
to the antigen. The top of the loop of CDRH3 of 4E10 forms a flat
hydrophobic surface which suggests a possible interaction with
the membrane of the virus. Structural models predict formation
of the epitope of 2F5 and 4E10 to be highly dependent on the
presence of membrane, since affinity of 4E 10 increases in the pres-
ence of lipids (75). The W%, F*%, and T%7¢ residues seem to be
crucial for 4E10 binding since their replacement with alanine res-

idues drastically reduces affinity (10). The ¥'NWFDITNWLWYI
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K** sequence is optimal for 4E10 recognition. In resistant strains,
the pattern NWE(N/D)IT indicates that the 4E10 epitope is com-
plex and would even be discontinuous (44). Mass spectrometry
studiesreveal that 4E10 binds to the N terminusofgp120and gp41
on the native conformation (130). It has been suggested that the
pattern NWE(N/D)IT forms a cryptic epitope accessible only dur-
ing the intermediate stages of the merger/fusion. It seems that
4E10 has a higher affinity for the membrane than 2F5, thus con-
ferring the capacity to promote peptide extraction from the bi-
layerlipid membrane (33). The 4E10 Ab also has a polyspecificity
for autoantigens, such as histone or double-stranded DNA (ds-
DNA). The Z13 Fab is also a derived MPER-specific Ab. This Ab,
derived from an expression library, recognizes an epitope located
on the C terminus of the 2F5 epitope, which overlaps the 4E10
epitope. The epitope of Z13 is centered on the sequence *'NWF
DIT®’¢, but this sequence is dependent on the conformation of the
motif and changes such as N glycosylation of asparagine 674
(D) or exposure to a native protein. This Ab is able to weakly
neutralize several clades, such as B, C, and D (161).

In several in vive pharmacokinetic studies and phase I/II clin-
ical trials, intravenous high doses of the three neutralizing anti-
bodies, 4E10, 2F5, and 2G12, were given in combination to 14
HIV-1-infected individuals at weekly intervals over 3 months. The
results showed that these three Abs are able to maintain an unde-
tectable viral load in patients in whom infection had been sup-
pressed by antiviral therapy (59). These studies also showed that
4E10 administration is not highly immunogenic, with rare IgM
raised against 4E10 but no IgG. Clearance and half-life of 4E10 are
identical to those of other classical therapeutic Abs.

CONCLUSIONS

Passive administration of rare human Env-specific monoclonal
bNADs to rhesus macaques can protect them against SHIV chal-
lenge (52-54, 78, 80, 84). Detection of high gp120-specific NAb
titers was correlated to protection in 31% of vaccinated humans in
the recent RV144 Thai trial (48, 109), Furthermore, clues gleaned
from the breakthroughs from the protocol G and the very recent
Center for HIV/AIDS Vaccine Immunology (CHAVT) studies
have confirmed thata major goal of HIV-1 vaccine development is
to design highly immunogenic Env antigens capable of inducing
NAbs (24, 80, 127). Data from human clinical trials demonstrate
that the first generation of soluble protein and vectored Env im-
munogens are safe and immunogenic. However, the Abs gener-
ated are only effective on highly sensitive strains. From the recent
literature on HAADs and/or PG NAbs, and their cross-reactivity
among circulating viruses, gp120 seems to be an important target
immunogen even if the coverage of neutralization is not complete
and despite the fact that the glycan shield could evolve and mask
potential epitopes. Using gp41 as a target for a prophylactic vac-
cine can be another important alternative. However, targeted
gp4 1 epitopes are accessible during a short time window occurring
while the conformational changes triggered by the fusion process
are ongoing. The recently described HK20 epitope may be consid-
ered a serious candidate for an anti-HIV vaccine approach. In-
deed, conserved Env epitopes targeted by NAbs are poorly immu-
nogenic because they either are masked by the glycan shield (3,
149), appear transiently (34), are sterically hindered (67, 119), or
must overcome entropy for Ab binding. Another important point
is that conserved epitopes (particularly in gp41) present homolo-
gies with self-proteins that could trigger tolerance mechanisms
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(47, 50, 141). Finally, even when Abs can neutralize infecting
strains, their effect is transient due to escape mutations (107, 149).
To date, immunization of nonhuman primates and humans with
HIV-1 Env monomers or trimers has failed to induce bNAbs.
Induced Abs are mainly effective on easily neutralized tier-1
strains but have weak neutralization abilities for tier-2 and tier-3
strains (35, 80). Poor cross-reactivity of vaccine-elicited NAbs ap-
pears to be related to the restricted repertoire of induced Abs and
to the complexity of the native viral spike structure. Strikingly,
most of the NAbs described in the literature are IgG. The study of
neutralizing responses in the mucosal compartment is crucial for
the challenge to design a new vaccine. Several studies have de-
scribed the potential role of mucosal secretory IgA to locally block
infection. The involvement of anti-Env secretory IgA that blocks
both transcytosis and infection has been well described (5, 25,
138). Secretory IgA from parotid saliva or milk that was also de-
scribed to recognize different epitopes on gp160, such as VIV2
and/or gp41, could also have neutralization cross-reactive prop-
erties (39, 143). However, the role of IgA remains controversial,
and seric [gA seems to be also associated with a loss of response in
the Thai trial.

The role of NAbs in the containment of viral replication in
infected individuals seems to be uncertain, and in most cases,
NAbs do not protect against disease progression (1). However,
NAbs may neutralize the virus during the first step of infection
and may help in the induction of adaptive immunity against HIV
to prevent or delay the progression to AIDS. Detection of NAbs
depends on the in vitro neutralization assays used, and standard-
ization of the assays is essential in order to be able to compare the
magnitudes and qualities of NAb responses from sera or other
fluids from HIV-infected patients, uninfected HIV-1 exposed per-
sons, and vaccinated humans. Viral mechanisms to prevent neu-
tralization include high variability and extensive glycosylation of
the envelope proteins, envelope trimerization and shedding, as
well as late exposure of functionally important entry domains by
conformational changes induced upon CD4 binding. These are
also the difficulties encountered in the design of immunogens able
to induce NAbs upon vaccination. Finally, solutions to improve
access of neutralizing molecules, such as antibody heavy chain or
Fab, to crucial residues or key regions can be found by looking at
what occurs in animal models. Recently, camelid Abs, which con-
sist of a unique heavy chain and have some properties superior to
those of classical antibodies, have been described. Llama heavy
chain antibody fragment (VHH) that neutralizes and recognizes
epitopes on CD4bs has been characterized (131). The VHH anti-
bodies are small enough to interfere during formation of the viral
synapsis and thus inhibit the crucial early steps of infection. Other
animals producing Abs with the same properties, such as sharks
and cartilaginous fishes (131, 132), could provide new insights
into anti-HIV vaccine development.

The development of an HIV vaccine has proven to be a formi-
dable scientific challenge given the extreme genetic variability of
the virus, lack of good animal models, lack of knowledge of all of
the mechanisms involved in immunity, and certain limitations in
current technology. However, existing and recent data would ap-
pear to suggest that the ability ofa candidate vaccine to generate a
bNAD response against multiple epitopes in the Env glycoprotein
will be of high importance. Faced with a very accomplished escape
mechanism with the sole aim of thwarting and circumventing the
entire spectrum of immune strategies employed by our immune
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system, we must distinguish between immunogenicity and anti-
genicity and every aspect of the immune response. Recent ad-
vances in the development of new immunogens or new bNAbs in
combination with the deepening of our knowledge of the struc-
ture of the envelope glycoprotein and its interaction with neutral -
izing antibodies can show the way for the development and design
of a new and effective vaccine able to prevent or contain HIV
infection and/or progression to AIDS.
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Annexe 3:

Generation of HIV-1 potent and broad neutralizing
antibodies by immunization with post-fusion HR1/
HR2 complex

R. Dawood?®, F. Benjelloun?, J.J. Pin®, A. Kone®, B. Chanut®, F. Jospin®,
F. Lucht®, B. Verrier, C. Moog®, C. Genin® and S. Paul®

The envelope glycoproteins are major targets for HIV vaccines. The N-terminal and the
C-terminal regions of the gp41 interact to form six helix bundles which are responsible
for the fusion between the viral and the target cell membranes. Monoclonal antibodies
(mAbs) able to disrupt the formation of this complex or to interfere with it could inhibit
HIV fusion. Most of the well described gp41-specific broadly neutralizing Abs target
conformational epitopes within the membrane proximal region of gp41 (MPER) and
recognize linear peptides. In this study, a stable human transfected cell line, expressing
a well folded HR1/HR2 post-fusion complex has been developed. Transfected cells
were highly immunogenic in mice and allowed the generation of 40 complex specific B
cell clones. Three of them were able to neutralize efficiently both HIV-1 laboratory
adapted virus and primary isolates from different clades. Two neutralizing Abs (Nabs)
FC-2 and FC-3 bound to a recombinant folded gp140 and blocked with an high potency
HR1/HR2 fusion complex formation in vitro. The conformational epitopes of the three
antibodies are different to 2F5, 4E10, D5 or NC-1 and mainly located in the MPER
region. Abs were capable to inhibit syncytium formation by blocking spatial inter-
actions between HR1 and HR2 regions. These findings suggest that immunogenicity of
gp41 is achievable and that the use of a fusion complex expressing human cell line is an
highly potent immunogen to generate neutralizing antibodies against gp41 envelope
glycoprotein. © 2012 Wolters Kluwer Health | Lippincott Williams & Wilkins

AIDS 2012, 27:000-000

Keywords: antibody, fusion complex, gp41, HR1/HR2, neutralization

Introduclion

The HIV-1 envelope (Env) glycoprotein is the main
target for neutralizing antibodies. A major challenge in
HIV-1 vaccine research remains to identify an immuno-
gen that has the capacity to induce high titers of broadly
neutralizing antibodies [1-3]. The HIV-1 genome and
especially its env gene is highly variable between and
within clades [4], which is partly responsible for the
difficuley in developing a suitable vaccine candidate [5].
Env specific neutralizing antibodies mainly target the
spikes on the surface of infectious virions [2,3,6].

Trimeric Env is composed of the receptor binding
domain gp120, which is non-covalently associated with
the membrane-anchored fusion protein gp4l. Infecdon
of target cells is initiated by the attachment of Env to the
CD4 receptor [7,8], which tripgers conformational
changes that expose the hypervariable loop 3 (V3) [9],
thus priming it for co-receptor CCRS5 or CXCR4
interaction [10,11]. Together CD4 and co-receptor
(CCRS5 or CXCR4) interactions are thought to induce
conformational changes in the fusion protein subunit
resulting in exposure and subsequent insertion of the
fusion peptide into the target cell membrane which
produce the fusion intermediate pre-hairpin structure
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that bridges viral and cellular membranes [6,12]. During
this process two helical heptad repeat regions 1 {HR1}
and 2 (HR2) are transiently exposed [13] allowing
interaction with peptide inhibitors of fusion such as T-20
[14,15]. This structure consists of a bundle of six -
helices, in which three CHR (C-terminal Heptad
Reepeat) peptides pack in an anti-parallel manner against
a central three-stranded coiled-coil formed by the HR 1
regions of the same gp41 monomers [16—18]. Subsequent
refolding of the pre-hairpin structure into the post-fusion
conformation leads to the contact of viral and cellular
membranes catalyzing pore formation and membrane

fusion [16,17,19-22].

The fusion-intermediate conformation of gp4l is an
attractive target for neutralizing antibodies due to its
relative high sequence conservation and low degree of
glycosylation. These antibodies are considered to be able
to prevent HIV-1 infection by interfering with post
attachment steps leading to virus membrane fusion.

Cross-clade neutralizing antibodies 2F5, 4E10 and Z13
target the membrane proximal region most likely during
epitope exposure in the fusion-intermediate pre-hairpin
conformation [23—-25]. Although conformation and lipid
environment may be crucial for their activities, these
mAbs bind to linear epitopes of membrane proximal
region of gp41 [26—30]. 2F5 is mapped to the conserved
sequence ELDKWA [31], whereas 4E10 and Z13
recognize an epitope involving the sequence NWF(D/
NIT located in the C-Term demain of the 2F5 epitope
[32]. The mAbs 3D6 and 5F3 exhibiting low neutralizing
activity restricted to limited HIV-1 clades recognized the
GCSGKLICTTAVPW 17 AA gp4l region [33] or an
epitope involving the sequence (QNQQEKNE) located
upstream to the MPER region, respectively. The
recombinant mAb CAP206-CHI12 recenty described
used a portion of the distal MPER from HXB2 and
neutralized a subset of HIV-1 pseudoviruses [34]. Failure
to elicit broadly neutralizing antibodies against the
membrane proximal external region of HIV-1 gp4l
reflects the difficulty of mimicking its neutralization-
competent structure. The pivotal role of the transmem-
brane region of the gp41 in MPER. exposure has been
recently demonstrated [35].

Anribodies directed against HR1/HR2 complex exist in
the sera of HIV-1 infected individuals. Specific HR1/
HR2 antibodies have been purified from patients with an
HR1/HR2 (C34) fusion complex and exhibit potent
neutralizing activity against various primary isolates [36].
Several HR1-specific monoclonal antibodies targeting
the pre-hairpin conformation of gp41 have been isclated
from phage display libraries with variable neutralization
profiles depending on the assays used. NC-1 is a murine
monoclonal antibody (mAb) that specifically recognizes
the six helix bundle core of the HIV-1gp41[37]. NC-1
antibody is devoid of neutralizing activity. The D5 mAb

was isolated from a naive human library and identified as
an antibody directed against the highly conserved
hydrophobic pocket in the groove formed by the
trimeric coiled-coil of the gp4l N-helices[38]. MAb
DN9 from a Fab library has been generated from bone
marrow RINA from an HIV-1 infected individual [39],
while the rabbit single chain mAb 8K8 was derived from a
phage library [39] prepared from rabbits immunized with
a gp41 HR1 mimetic [40]. More recently, HK20 mAb
has been isolated from immortalized memory B cells of an
HIV-1 infected individual, which targets the conserved
hydrophobic pocket in HR1 [41,42]. HK20 seems to
have an important breadth of neutralization. However,
the HK20 neutralizing activity remains very low and
seems to be target-cell dependent. Although this region is
highly immunogenic, immunization strategies employing
HR1 pepride mimetics led to the generation of a
polyclonal antibody response capable of neutralizing only
Tier 1 primary isolates [43—45]. Crystal structures of N-
HR mimetic 5-helix with specific Fabs suggest that both
neutralization properties and affinity for the target can be
attributed to the differences in the interactions of the

CDR-H2 loops with the antigen [46].

In this study, we focused on eliciting neutralizing
antibodies that target HR1/HR2 complex of gp4l. To
improve the immunogenicity of the complex, we have
developed a human HEK 293 cell line which expressed a
transmembrane folded pre-hairpin fusion complex on its
surface. This immunogen is recognized by well-known
antibodies targeting HR1/HR2 complex such as NC-1
or D5. Transfected cells were highly immunogenic in
mice and allowed the generation of 40 complex-specific
B cell clones. Three Nabs are specific for gp41 and two
{FC-2 and FC-3 for Fusion Complex) bound efficiently
to a recombinant folded gp140 and recognized very
specifically HR1/HR 2 fusion complex. These antibodies
were also able to efficiently block the formation of the
complex and to inhibit syncytium formation. Finally, the
three Abs demonstrate distinct profiles of neutralization
both on HIV-1 laboratory adapted virus and primary
isolates from different clades.

Methods

Reagents

The tollowing materials were obtained through the NIH
AIDS Research and Reference Reagent Program,
Division of AIDS, NIAID, NIH: pSVIII-93BR025.9
plasmid (Gene Bank number U09126), primary HIV-1
isolates (SF162, 92US660, and 93BR025), the SHIV
89.6P Subtype B env (20-mer) Peptides Complete Set,
NC1, 2F5, 5F3, NC-1 mAbs and the CHO-WT cell line.
Gp140 recombinant protein (strain 97/CN/54, clade C/
B} and 3D6, 4E10, Z13 mAbs were obtained from

Polymun Scientific (Vienna, Austria). Gp41 ectodomain
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from HXB2 strain was produced in E. coli. D5 mAbs was
kindly provided by Dr Miller (Merck & Co, NJ, USA)
[38]. Human HEK 293 and Hela CD4 ™ cell lines were
obtained from American Type Culture Collection
(ATCC). SP2/0 cells were obtained from Dendritics
{Lyon, France).

Cloning of gp41

The plasmid pSVIII-92BR0O25.9, containing the full
sequence of clade C HIV-1 envelope protein, was used as
a template for the amplification of the HR1-PID-HR2-
TM by using specific primers. A stop codon has been
inserted at the end of the gp41 TM region. The PCR
products obtained were purified by Qiagen purification
kit (Courtaboeuf, France), then were digested with
Smal/Pstl and cloned in the pDisplay expression vector
(Invitrogen, Carslbad, CA, US). Plasmids were then
transformed into E.coli strain DH5o using thermal shock
method followed by extraction and purification using
Qia-prep Miniprep kits (Qiagen) and large scale Midiprep
kits (Qiagen). Quality of the constructs was verified by
enzymatic digestion method and by automated
DNA sequencing.

Establishment of gp41 expressing cell line

HEK 293 cell culture was maintained in Dulbeceo’s
modified Eagle medium with stable L-glutamine and
high glucose level (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, US)
supplemented with10% fetal bovine serum {FBS) and 1X
non essential amino acids at 37°C with 5% CO..
Transfection was made using LYOVEC (Invitrogen) as
according to the manufacturers recommendation. The
selective agent G418 (Roche Applied Science, Indiana-
polis, IN, US) was added to a final concentration of
0.5 mg/ml 48 h after transtection. After 10 days of culture,
transfected cells were analyzed by immunofluorescence.
Then, limiting dilution of transfected cells has been made.
Analysis of gp4l expression on HEK 293—gp41MSD
{MSD = Membrane Spanning Domain of gp41) cells was
performed  both by  flow  cytometry and

by immunofluorescence.

To study the expression of the gp41 at the cell surface by
flow cytometry, HEK 293-gp41™7 cells were tested
with different anti-gp41 human monoclonal antibody,
Z13, 2F5, 5F3 at 5 pg/ml for 30 min at 4°C. The cells
were washed three times with FACS buffer and then
incubated with R-PhycoErythrin R-PE goat anti-human
IgG (Sigma) for 30 min at 4°C. After washing, cells were
analyzed by flow cytometry. At least, 10,000 events were
analyzed on FACScan (BD Pharmingen).

The anti-gp41 mAbs (3D6, 2F5, and 4E10) were used at
15 pg/ml for the validation of the cell line by indirect
immunofluorescence and using the anti-myc conjugated
with FITC for direct immunofluorescence followed by a
second step with FITC conjugated goat anti-human IgG.
The visualization of labeling was observed by fluorescent

3

microscopy software (Nikon TE 2000 Microscope,
Burlingame, CA, US) using NIS-Elements software.

Immunization of mice and monoclonal antibody
production

BALB /¢ mice {6—8 weeks old, n=23) were intraper-
itonealy (i.p) immunized with 2x10° cells of HEK 293-
gp41MSD in complete Freund’s adjuvant {(CFA) (Sigma
Aldrich) followed by one i.p. injection with 2x10° cells in
incomplete Freund’s adjuvant (IFA) (Sigma Aldrich) at
day 14, one i.p. injection with 2x10° cells in PBS at day 21
and finally one intravenous boost with 4x10° cells in PBS
at day 28. Use of CFA/IFA adjuvants allow to reduce the
number of human HEK cells for immunization, to
increase the number of accessible epitopes in the emulsion
and finally to facilitate the migration of APCs to the
spleen. All mice were sacrificed 3 days after the last boost.
The splenocytes were fused immediately with myeloma
cells SP20 by using polyethylene glycol-1000 as fusion
reagent (15). The hybridoma cells were cultured in
DMEM-F12-Glutamax medium supplemented with
10% horse serum {Gibeo), 0.1 mM hypoxanthine, 0.5%
azaserine, 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml strepto-
mycin in 96-well plates, until that the colonies of
hybridoma cells were grown. Initially, the hybridoma
cells were diluted in round bottom 96-well plates by
limiting dilutions to obtain 0,3 cell per well and cultured

for 7 days.

Specificity of mAbs by ELISA assay

The specificity and the reactivity of hybridomas were
meastred by ELISA against HEK 293-gp41™" cell line
to identify the specific antibody producing clones. Briefly,
the HEK 293—gp41MSD cells were cultured for 2 days in
96-well plates and fixed in cold acetone. Then,
hybridoma supernatants were harvested after 6 days,
and then incubated for 30min on fixed HEK
293gp41MSD cells. Antibody binding was then revealed
with HRP-conjugated sheep anti-mouse IgG (Biosys) at
21:200 dilution in PBS for 30 min at 37°C. The substrate
o-phenylenediamine di-hydrochloride (OPD) substrate
(Sigma) was added to the plate. Optical density was
measured at 492nm. Forty clones were selected,
exhibiting a strong reactivity against the cell line. Positive
clones showing neutralization activity were expanded
using a high density culture system (Integra cell line
CL1000; Integra Biosciences) {Abbott lab., Abbott Park,
IL, US) [47]. After sodium sulfate precipitation, the mAbs
wete purified by anion exchange chromatography on a
Hyper-D column (Sepracar, France}.

Analysis of the mAbs specificity by flow
cytometry

To test the binding specificity of the generated antibodies,
we used flow cytometry to analyze FC-1, FC-2, and FC-
3 specificity against HEK 293-gp41™% cell line. Cells
were separated from the culture flasks using versene buffer

(GIBCO, Grandlsland, NY, USA). The cells were washed
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twice with RPMI 1640 without phenol red containing
5% horse serum and 0.1% sodium azide (FACs buffer).
Gp4l expressed cells (1 X 10% were incubated with
100 L of the three generated antibodies at 15 pg/ml for
30 min at 4°C. Cells were washed and incubated with
100l fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled goat
anti-mouse IgG (diluted 1:10.000 in FACs buffer} for
30min at 4°C. Subsequent to washing, the cells were
analyzed on a FACScan flow cytometer (Becton
Dickinson, Pont de Claix, France).

Virus neutralization assays

Measure of the neutralizing activity of purified gp41-
specific antibodies was performed using T cell line
adapted strain LAI (clade B) or primary isolates of clade A
(92UG029), B (BAL, SF162, 92US660 and QHO), C
(93BRO25) and D (92UG001). Neutralizing activities

were tested in duplicate and repeated three times.

For LAT assay, CD4"/CXCR4" SupT1 cells were
incubated at 37°C under 5% CQ, in DMEM medium
supplemented with 10% FCS. Infection was performed in
96-well rounded bottom plates. Purified antibodies or
hybridoma supernatants (S0pL} in the case of the
primary screening were incubated with an equal volume
of virus containing a 100 TCID50 dose for 2h at 37°C.
Then, 3 x 10° /well of SupT1 cells were added. The next
day, infected cells were washed twice with tissue culture
medium. Supernatants were collected 7 days post
infection and p24 ELISA measurement was performed
(HIV-1 p24 Antigen Caprure Assay; Advanced
Bioscience Laboratories, Inc. USA).

For the Bal strain, neutralizing activity of purified
antibodies was determined as previously described [36].
Briefly, peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
were isolated from healthy donors (generous gift from
EFS Auvergne Loire, France) and stimulated with
phytohaemagglucinin (PHA} (5 pg/ml) and 200 U/ml
of recombinant human interleukin-2 (Abcys, Paris,
France). The cells were infected with a 100 TCID50
dose for 2hat 37°C in the presence of purified antibodies
and after 48h, the cells were washed twice. Infected
supernatants were collected 7 days post-infection and
ELISA p24 measurement was performed.

Neutralizing activity of purified antibodies was also
tested on stimulated PBMC infected with 92UG029,
92US660, 92BRO25, 93BRO25, HIV-1 G3 and
92UG001  primary HIV-1 isolates as previcusly
described (36). The cells were infected with a 100
TCID50 dose in the presence of serially diluted antibody.
The supernatants were collected 14 days post-infection
and p24 measurement was performed. In the particular
case of the primary HIV-1 isclates SF162 and QHO,
neutralizing activity was measured as previously

described [48,49].

The percentage of neutralization was calculated as the
reduction of p24 productien (for Bal 92UG029,
9208660, 92BRO25, 93BR025, HIV-1 G3 and
92UG001) or intra-cellular p24 staining (for SF162
and QHO) compared with the control value of p24
obtained in the absence of antibedy. IC50 and IC80 were
determined as the antibody concentration able to confer
50% and 80% of neurtralization, respectively.

Epitope mapping of mAbs

ELISA was carried out using the SHIV 89.6P (subtype B)
env 20-mer peptides complete set which cover and
overlap the gp41. Briefly, each peptide was coated on a
96-well plate (Maxisorp, Nunc) at 5 pg/ml in 0.1 mol/1
sodium carbonate buffer (pH 9.6} overnight at 4°C. The
plates were washed with tris-buffered saline (TBS)
(144 mmol/1 NaCl, 25mmol/1 Tris —HCL, pH 7.5)
containing 0.5% tween 20 and blocked with the same
buffer and 2% BSA for 1 hat 37 °C. After washing, 100 pl
of the generated antibodies (5 pg/ml) diluted in TBS
were added to the wells and incubated 2h at 37°C. After
washing, the detection was done by using horseradish
peroxidase HRP-conjugated goat anti-mouse IgG and
OPD substrate. The measurement of absorbance was read
at 492nm. All assays were performed in duplicate
{Multiskan Microplate Photometer, thermo scientific).

Competition assays for antibody epitope
mapping

1x10° cells HEK 293-gp41™® were first incubated
with FC-1, FC-2, FC-3, 2F5, 4E10, D5 or NC-1
unlabelled antibodies at different concentrations (500,
250, 125 or 50pg/ml) during 30min at room
temperature. After washing, cells were then incubated
with Alexa647 labeled FC-1, FC-2 or FC-3 for 30 min at
room temperature. FC-1, 2 and 3 labeling was done
accordingly the manufacturer instructions as described by
Molecular Probes (Alexa Fluor R 647 Protein Labeling
Kit, InVitroGen). After washing, cells were then analysed
on a FACScan flow cytometer (Becton Dickinson, Pont
de Claix, France}.

HIV Envelope mediated cell-cell fusion assay

4 x 10° chinese hamster ovary (CHO) cells (target cells)
stably transfected with a HIV-1 HXB2 Env expressing
vector pEE 14 (CHO-W'T) {Env cells) were added in
each well of 24-well culture plate in glutamine-deficient
minima essential medium (GMEM-S) containing
400 pmol/L methionine sulfoximine (Gibco, Grandls-
land, INY, USA). Purified monoclonal antibodies were
then added at different concentrations into the wells and
mixed adequately. After 4 hr incubatien at 37°C under
5% CO,, 4 X 10° Hela CD4 cells were added to each
well. After 22h incubation at 37°C under 5% CO,,
syncytia were stained by Giemsa (Sigma, France) and
counted under microscope. The number of syncytia was
calculated at five different fields in a well.
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Inhibition of fusion complex formation

The proteins HUGO037H2 (92UG037 clade A) and
HTH22H2 (92THO022 clade EA) representing the HR2
region and the protein HBRO25H1 (92BR025 clade C)
representing the HR 1 region were produced in E.coli and
purified as previously described [36]. To measure the
ability of mAbs to block HR1/HR2 complexes
formation, a specific ELISA assay was developed. A
Ni-NTA HisSorb plate {Qiagen} was coated with
purified HR2 (500 pg/ml} at room temperature for
2h. Purified HR1 (200 pg/ml) was mixed with the
three mAbs (10 pg/ml} or with an irrelevant anti-OVA
mAb at 37°C for 45 min. The mixture was then added to
wells followed by adding D5 anti-gp41 and horseradish
peroxidase HRP-conjugated goat anti-human IgG and
OPD substrate sequentially. The optical density (OD) was

measured at 492 mm.

Statistical analysis

The statistical difference in in vifro expetiments between
control and antibodies was assessed using Student’s t test
{Statistica 5.1 software, Statsoft Inc.). A p <0.05 has been
considered statistically significant.

Results

In order to induce gp4l-specific neutralizing antibody,
we have decided to generate a potent conformational
immunogen based ona human cell line which allowed the
expression of a natural conformational membrane-bound
gp41 as present in viral particles.

Construction and characterization of the human
HEK 293-gp41™® cell line

The HRI1-PID-HR2 was amplified on the plasmid
pSVIIL-92BR025.9 with specific primers. The HR1-
PID-HR2 fragment encodes a fragment of 516 base paits
or 172 amino acid residues which has been cloned in
frame into pDisplay vector and verified by DNA
sequencing (Fig. 1A). Recombinant plasmid was then
used to transfect the human HEK 293 cells as described in
the methods section. After selection, a clonal dilution was
realized at 0.5 cell/well and more than 50 individual
clones were analyzed for transmembrane gp41 expression.
One clone has been selected on the basis ofits stability and
the high level of gp41 expression both on the surface and
in the cytoplasmic content of the HEK 293-gp41™
transfected cells by immunofluorescence (Fig. 1B). Gp41
transmembrane expression was confirmed by specific
immunolabeling of HEK 293—gp41MSD cells with the
well-known gp41-specific IgGG {Z13, 2F5, and 5F3) but
not with a well known gp120-specific antibody b12 as
shown in Fig. 1C. All the three antibodies recognized
very specifically the HEK 293-gp41™® transfected cells
as compared to untransfected cells.

5

To evaluate the formation of the gp4l post-fusion
complex on the HEK 293—gp41MSD cells, NC-1 and D5
mAbs specific of conformational epitopes were
used (Fig. 1D). We observed that almost all the HEK
293—gp41MSD cells were stained with NC-1 specific for
the 6-helix bundle post-fusion conformation. Only
19% of cells were stained with D5 mAb which indicates
that the HR.1 epitope is weakly accessible and that the
expressed fusion complex might be an intermediate
conformation.

Specificity of the three monoclenal antibodies by
flow cytometry and ELISA

The HEK 293—gp41MSD cells were used to immunize
Balb/C mice as described in the method section.
Immunizations were made in presence of Freund’
adjuvant to optimize antigen presentation. The micelle
structure obtained by performing a stable emulsion
between adjuvant and cellular proteins from transfected
cells allows the immune system to present a higher
number of protein epitopes than most other adjuvants.
The presence of plasma membranes of Mycobacterium
tuberculosis in adjuvant allows the recruitment of
competent dendritic cells at the injection site so far
superior to all the compounds in the proposed unit.

Three successive immunizations were made and more
than 200 hybridoma clones were cbtained. Sera from
immunized mice were shown to exhibit specific binding
to HEK 293—gp41M5D cells and not to untransfected cells
and potent neutralizing activity on the LAI HIV-1 strain
(Supplementary Figures 1A and 1B). However this
neutralizing activity remains very low. Hybridomas were
tested for their immunoreactivity against HEK 293 or
HEK 293—gp41MSD cells. Culture supernatants of
confluent cells were analyzed by immunoflucrescence.
Among the 200 clones, 40 exhibited a strong specific
reactivity against the HEK 293gp41MSD cells. The other
clones were all specific for untransfected cells revealing
the strong immunogenicity of HEK 293 in mouse.

Supernatants of these 40 clones were screened for their
neutralizing activity in a neutralizing LAI/SupT1 assay.
Among the 40 clones, only three (referred as FC-1, FC-2
and FC-3) exhibited a strong neutralizing activity in vitro
{more than 80% neutralization with supernatant diluted
to 1/4), neutralizing activity of the other 37 clones being
less than 80%.

The three clones were amplified and produced at high
density to obtain high amount of each specific antibody.
Hybridoma supernatants were pooled and used to purify
specific IgG on a Hyper-D column. Purity of the
antibody was estimated higher than 95% (Supplementary
File 2). The production rate of each individual antibody
has been quantified around 10 pg/ml of hybridema

supernatant.
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Fig. 1. 22 (1A): Schematic representation of the cloned HIV-1 gp41 domain (HR1-PID-HR2) in pDisplay vector. (FP) fusion
peptide, (HR1) heptad repeat region 1, (PID) principal immunodominant region, (HR2) heptad repeat region 2, (MPER) membrane
proximal external region. The amino-acid residues and their position number are indicated. Epitopes for 2F5, 4E10, 713, 5F3, D5
and NC-1 are described with the N36 entire sequence. (1B} Transmembrane HR1-PID-HR2 expression at the HEK 293-gp41 MR
cell surface was detected by immunofluorescence with human anti-gp41 306, 2F5, 4E10 followed by FITC-2nd antibody, with
FITC anti-myc or with FITC-2nd antibody alone. (1C): Histogram generated by flow cytometry analysis shows the detection of the
gpd1 at the cell membrane surface of HEK 293-gp41™P cell line using anti-gp4 1 antibodies 713, 2F5, 5F3 followed by FITC-2nd
antibody. Labelling of HEK 293-gp4 157 cell line with the gp120-specific antibody b12 antibodxﬁwas used as negative control.
{1D): Measure of the binding of NC-1 or D5 mAb followed by FITC-2nd antibody to HEK 293-gp41 ™7 by flow cytometry analysis.
The upper right quadrant represents the percentage of NC17 or D5 HEK 293-gp4 1™ cells. Labelling of HEK 293-gp41™7 cell
line with the gp120-specific antibody b12 was used as negative control (data not shown). (1E) Specificity of FC-1, FC-2 and FC-3 by
flow cytometry analysis on HEK 293-gp41™°° cell line. Abs staining was revealed with an anti-mouse lgG secondary antibody
coupled with FITC. Staining of untransfected cells {NT) with a mix of FC-1, FC-2 and FC-3 was used as negative control.

Specificity of the mAbs was tested by both flow cytometry
analysis on HEK 293-gp41™” and specific ELISA assay.
A concentration of 5pg/ml of mAbs allowed the
detection of gp41l on the cell surface of HEK 293-
gp4 1™ with a great specificity (Fig. 1E). FC-2 and FC-
3 seems to recg%'nize better gp41 conformation at the
HEK 293-gp41™” cell surface. None of the three clones
recognize untransfected cells {Fig. 1E). The specificity of
the three mAbs by cell-coated ELISA with the HEK 293-
gpd 1™ cells was also confirmed. Again, FC-2 and FC-3

seem to have a better affinity (data not shown).

Mapping of binding sites of the three monoclonal
antibodies

Mapping of the specific epitopes of each mAb was
determined by ELISA with a SHIV 89 .6P (subtype B) env
peptides complete set {Table 1). Binding of each mAb was
also tested on recombinant gpl40 from Clade C/B
(CN54) produced in CHO as positive control (Table 1).
FC-1 recognized a linear epitope located in the HR2
region (peptide 4767, AA 671-690; FDITNWL-
WYIRLFIMIVGGL} while FC-2 and FC-3 bound
specifically to a conformaticnal epitope formed by the
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HRI region {peptide 4753; AA 531-560; ASVILTV-
QARLLLSGIVQQQ) and to the same fragment of the
HR2 recognized by FC-1 (peptide 4767; AA 623—661;
FDITNWIWYIRLFIMIVGGL).

In an attempt to further identify the ability of the three
mAbs to detect the spatial structure of the HR1/HR?2
fusion complex, we have measured the capacity of these
antibodies to specifically recognize different fusion
complexes generated in vitro. We have used the N36/
C34 and the complex formed by mixing the two well
recognized peptides 4753/4767 as fusion complex model
(Table 1). The formation of the complexes has been
verified by ELISA with D5 and NC-1 antibodies. FC-2
and FC-3 bound with a great efficiency to the complex
formed with 4753/4767 peptides and to a reduced level
with other constructed complexes based on HR1 and
HR2 domains produced in E. coli {data not shown). No
binding of the different mAbs was observed with the
N36/C34 complex. Absence of binding to N36/C34

complex is probably due to the absence of the 13 residues
of'the reactive 4753 peptide in N36 sequence. According
to the mapping, the C34 sequence was not included in
the C-Term region recognized by FC-2 and FC-3. A
possible correspondence between the reactivity of the
individual peptide 4753 and the absence of N36/C34
recognition could suggest that the SGIVQQQ sequence
is contained in the HR.1 epitope part of FC-2 and FC-3.

FC-1 seems to recognize a linear epitope located in HR 1.

Competition assays for antibody epitope
mapping

Epitopes for FC-1, FC-2 and FC-3 were also studied by
competition experiments on HEK 293—gp41MSD cell
line. Briefly, saturating concentrations of different gp41-
specific antibodies were used before labeling of cells with
Alexab47 labeled FC-1, FC-2 or FC-3 (Fig. 2). These
experiments indicate first that the epitopes of FC-1, FC-2
and FC-3 are different that those described for 2F5, 4E10,
D5 or NC-1. The epitopes are certainly conformational

o BeEED

A
A) FC-1
e
2
£
»
g
g
B) FC-2
; &
3
[TH
&
£
C)FC3

Fig. 2. Epitope mapping of FC-1, FC-2 and FC-3 by competition assay on HEK 293-gp4

1MSD

cell line. Cells were incubated with

saturating concentration of different unlabeled antibodies against different regions of gp41 (FC-1, FC-2, FC-3, 2F5, 4E10, D5 and
NC-1) and then revealed with Alexa647 labeled FC-1 {A), FC-2 (B) and FC-3 (C). The values of MFI {(Median Fluorescence Intensity)

were monitored by flow cytometry and reported on histograms.
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6.25
50
50
50
1,5
6.25
6.25

in the view of the heterogeneous inhibition observed.
Epitope of FC-1has been mapped in HR2 and none of
the antibodies tested is capable of blocking its binding to
HEK 293-gp41™" cell line (Fig. 2A}. FC-2 epitope is
very close from FC-3 and 4E10 epitopes (Fig. 2B). FC-3
epitope seems to be conformational and encompass
a region containing FC-2, 2F5 and 4E10 epitopes
probably MPER.. FC-2 and mainly FC-3 epitopes seems
to be masked by NC-1 which is specific for the 6-helix
bundle post-fusion conformation. Thus indicate the
capacity of FC-2 and FC-3 to block the fusion complex
formation. Any competition was observed with D5

specific for the HR1 region.

21
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>100
>100
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12.5
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50
0.78
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6.25
25
6.25

n.d.
3.1
n.d.
12.5
n.d
12,5
625

Virus neutralization of the three monoclonal
antibodies against primary HIV-1 isolates from
different clades

To investigate the neutralizing effect of the three
antibodies, we first confirmed the neutralizing activity
against the TCLA strain LAL The clones FC-1, FC-2 and
FC-3 are able to efficiently neutralize at 80% the LAI
strain at 0.78, 12.5 and 1.5 pg/mL, respectively. Next, the
3 mAbs were also analyzed for their ability to neutralize
primary HIV-1 isolates of clade A (92UG029), clade B
(BaL, SF162, QHO692 and 92US660), clde C
{92BR025) and clade D {92U0G001). The overall results
of neutralization (IC50 and IC90) are summarized in
Table 2. Neutralization curves obtained for the repre-
sentative primary isolates 92BR 025, 92UG001, 92US660
and 92UG029 are described in Fig. 3 as examples of

neutralizing or none-neutralizing strains.

25
50
3.1

=100
nd.
12.5
=100
n.d.
=100
n.d.
>100

NC-1
12.5
12.5

25
n.d
12.5
50
n.d
50
n.d
25
12.5
25

D5
=100
n.d
50
=100
nd.
=100
nd.
=100
25
50

0.31
12.5
0.16
12.5
100
50
<0.78
0.78
0.06
1.5

FC-3
1.5
0.78
100
=100
=100
0.78
1.5
0.78
6.25

The three antibodies were able to efficiently neutralize
BaL, SF162, 92UG029, 92UG001 93BR025, HIV-1 G3
and 92BR025 primary isolates with IC90 concentrations
ranging between 0.6 to 100 pg/ml. FC-2 was the more
potent of the three Nabs regarding IC90 (p < 0.05) but
also as it is the only able to neutralize efficiently the Tier 2
primary isolate QHO692. None of them were able to
dectrease replication of 92US660 virus replication by 80%.
As expected by the use of clade C gp41 expressing cell
line, the three clones were able to neutralize the 92BR 025
clade C strain. These data indicate that two of the three
monoclonal antibodies inhibit a broad spectrum of clade
neutralization (p <t 0.05). In comparison with the well
known gp41-specific 2F5 or 4E10 also tested in these
experiments, neutralizing activity of FC-2 and FC-3 are
significantly (p<C0.05} higher on primary isolates from
clade A, B, C, D and G. Moreover, comparison with the
two well known fusion complex specific antibodies D5
and NC-1 indicate that FC-2 and FC-3 have a
significantly higher neutralizing activities {p < 0.05).

25

FC-2
]
25
it
0
00

[NAbs] for ICas / 1Csp (pg/ml)

FC-1
0.78
12.5
15
100

)
)

Cell-cell fusion inhibition

Interestingly, all three mAbs could inhibit HIV-1 Env-
mediated membrane fusion of CHO-WT and Hela CD4
at a 10-15pg/ml level (Fig. 4). FC-1 inhibited
significantly syncytia formation by 40%, FC-2 by 70%

CCR5; B

CCR5: B

CCR5; B)

CCR5; €)
92UG001 (CCRS/CXCR4; D)
HIV-1 G3 (CCRS; G)

{
(
{
{

1, 4E10 and 2F5 mAbs were used as controls. (n.d. not done). The MAb neutralization titers have been color coded as follows: a white box indicates an ICqq 0f 12,5 pg/ml, agreenbox indicates 3,1 pug/

The table contains the antibodies concentration in pg/ml of the three purified mAbs used to obtain a neutralization of HIV infection {[Nabs)) at 50 % or 90 % as described inthe methed section. D5, NC-
mlz 1Cop »12,5 pg/ml and a red box indicates an 1Ceg of « 3,1 pg/ml.

Table 2. Neufralizing activies of FC-1, FC-2 and FC-3 on laboratory strains and primary HIV-1 strains.

Strain (Tropism, Clade)
LAl {CXCR4; B}

BAL {CCRS5; B)
92UG029 (CXCR4; A)
SF162 (CCR5; B)
QHOBY2

9215660

93BROZ5

92BROZ5
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T20 0,0,02,10 100£10 (p<0.05)
untreated 49,51,67, 55, 53 0

Fig. 3. 22. A: Neutralizing activity of FC-1, FC-2 and FC-3 against 4 representative primary isolates 92BR025,
9205660, 92UG029 and HIV-1 G3. These mAb were tested for dose-dependent neutralization within a concentration range
of 50-0,06 pg/ml, according to the neutralization assay protocol described in Methods. For each mAb and virus combination,
the neutralization from one experiment, out of three repeated experiments, is shown. (3B} Inhibition of the HIV-1Eny
mediated syncytium formation between Hela CD4 and HIV-1 HXB2 Env-transfected CHO cells (CHO-WT) by FC-1, FC-2
and FC-3 at 10 ug/ml. T20 has been used as positive control of inhibition at 2,5 ug/ml. Table containing the number of
syncitia counted per field for each condition and the median of the % of cell to cell fusion inhibition. Each experiment has been
repeated 5 times with similar results, p values calculated by a student ttestbetween untreated group and inhibitory conditions are

indicated.

and FC-3 by 60% when syncytia were counted
under microscope {Fig. 4B). T20 which blocks the
gp4l-dependent virus-cell fusion, was used as a
control in the same cell fusion system [50]. T20
showed a complete inhibition of syncytium formation

at 2.5 pg/ml.

Blocking of HR1/HR2 complex formation

We have developed a convenient method for detecting
the formation of the gp41 fusion complex to study the
inhibitory activity of mAbs. To evaluate the in wvitro
capacity of the three mAbs to interfere with the fusion
complex formation, we have used two highly stable
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Fig. 4. Inhibition of HR1/HR2 complex formation by FC-1, FC-2 and FC-3. Recognition by ELISA of two distinct fusion complexes
obtained by mixing of HBRO25H1 (HR1: 92BR025) and HUGO37H2 (HR2a; 92UG037) or HTH22H2 (HR2b; 92THO22) with D5
(5A) and NC1 (5B) mAb. Inhibition of the two HR1/HR2 complex formations (5C-5D) using FC-1, FC-2 FC-3, 2F5 or mouse 1gG2 as
an irrelevant mAb {10 pg/ml). Complex formation was revealed with D5 antibody. Each experiment has been repeated 3 times

with similar results. The p values are indicated.

complex model composed of recombinant HR1 (cla-
de C) and HR2 {clade A and EA) domains produced in E.
coli and available in the laboratory. These complexes are
associated as dimer or trimer (data not shown) and are
well recognized by D5 and also NC1 mAbs specific of the
fusion complex (Figure 5A and 5B, respectively)
indicating the correct folding of the six helix bundle
core of the HIV-1gp41. Moreover, pre-incubation of the
two complexes with D5 or NC-1 mAb does not alter
complex recognition by FC-2 and FC-3 but reduce
binding of FC-1 {data not shown).

We demonstrated that FC-1, FC-2 and FC-3 blocked
efficiently and specifically two different heterologous
HR1/HR2 trimeric complexes formation within 55%,
74% and 79% for HBRO25H1/HUGO37H2 and 70%,
85% and 95% for HBRO25H1/HTH22H?2, respectively
(Fig. 5C and 5D). The inhibitions were highly significant
for FC-2 and FC-3 in comparison to FC-1 and 2F5. No

inhibition was measured with the irrelevant murine IgG2.

These results suggest that the three mAbs bound to HR 1
or HR2 protein and interfere with the association
between HR 1 and HR2 regions.

Discussion

HIV-1 envelope glycoprotein is one the major target for
humeoral immune response in viral infection. Neutralizing
antibodies were mainly directed against trimeric form of’
the envelop glycoprotein. Recent results report the
presence of neutralizing antibodies directed against
quaternary epitopes that are exposed on the YU2
gpl40-folden trimer or directed against gp41 [5]. The
high degree of variation in gpl20 sequence and of
glycosylation coupled with the highly conserved
sequence of gp4l has long rendered gp4l an attractive
target for inhibitors and NAbs [32,51].
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Entry inhibitors are a new class of drugs for the treatment
of HIV infection. Enfuvirtide (T20) is the first compound
of this family to be approved for clinical use [52]. T201sa
synthetic peptide that mimics an HR2 fragment of gp41,
blocking the formation of a six-helix bundle structure
which is critical in the fusion process. This compound isa
potent therapeutic option as rescue therapy in combi-
nation with other active antiretroviral drugs against
different HIV-1 variants, including all group M subtypes
and group O [53]. The main mechanism of resistance to
enfuvirtide depends on the selection of changes in a ten
amino-acid domain between residues 36 to 45 in the
HR1 region of gp41. Single and double mutations in this
region have been shown to result in high level resistance
to enfuvirtide [54,55].

Gp41 is highly immunogenic and elicits antibodies in
almostall HIV-1 infected individuals. These titers are 25-
to 625- fold higher than that of anti-gp120 antibody [56].
In addition, gp41 differs from gp120 in that all regions of
the protein appear to be targeted by the human
antibodies [57]. MAbs directed against gp41 region
may neutralize viruses by blocking the formation of the
fusion complex with target cells during infection
[32,58,59]. Several broadly neutralizing HIV-1 mono-
clonal antibodies which bind te gp41 have been already
described as 4E10, 2F5 or more recently 10E3 [1-3].
The majority of gp4l-specific antibodies are mainly
targeted to the MPER region.

The heptad repeat regions HR 1 and HR 2 of HIV-1 gp41
can be associated to form hetero-oligomers through
helical coiled-ceil interactions that are believed to play a
key role in virus-induced membrane fusion. The HR 1/
HR2 complex was proposed to be the core structure of
the fusion-active conformation of gp41. The high degree
of conservation in the gp4l N- and C-HR sequences
among HIV-1 strains of different clades makes these
structures potential targets for inhibidon. Antibodies that
are able to interact with the core of the putative fusion-
active gp4l may be useful in further unveiling the
mechanism of HIV-induced membrane fusion [60].
Peptides representing these repeats are potent inhibitors
of HIV infection [44]. They appear to block virus entry
by mimicking helices of the six-helix bundle and forming
a peptide-gp41 complex, which interferes with the
formation of the gp41 six helix bundles in a dominant
negative manner. Earlier study concluded that six-helix
bundles can form prior to membrane fusion and that the
pre-hairpin fusion intermediates can be accessible to
antibodies [45]. The formation of the HR 1-PID-HR2-
TM wviral structure was required because it is only
transiently exposed during fusion of the virus with the
host cell. Indeed, for this reason, neutralizing antibodies
targeting this region are rarely elicited by natural infection
or immunization. Some studies also indicate that such
type of antibodies are autcimmune antibodies which

normally cannot be induced in healthy individual.

However, a very recent study on the neutralizing
potential of gp41 specific maternal antibodies and their
correlation with HIV transmission in HIV-infected
mother-child pairs highlight important epitopes in
gp4l (HR1 and MPER) that appear to be associated
to protection [61].

To generate such type of antibodies specific to the six-
helix bundle structure present in the gp41 post-fusion
conformation, a stable human cell line expressing HR1-
PID-HR2 gp41 domain from a clade C primary strain at
the cell surface has been produced. Clade C strain has
been chosen as a representative of most currently
circulating HIV-1 viruses. These cells have been used
to immunize mice and to generate hybridomas producing
gp41-specific antibodies. Antibodies were screened for
their ability to inhibit the LAI adapted T cell virus in the
SupT1 model. Although this type of screening could
result in a bias towards selection of Abs neutralizing
TCLA strains only, the three mAbs selected in this study
(FC-1, FC-2 and FC-3) also neutralize at least 7 of the 8
primary isolates tested using conventional PBMC
neutralization assay. With this assay, the IC90 of two
fusion complex specific antibodies D5 and NC1 (nen
neutralizing antibody) and 2F5 and 4E10 was often
observed at concentrations higher than 20 pg/ml
[37.,39,62—66]. FC-2 mAb and to a less extent FC-3
are able to neutralize at low concentrations most of the
primary strain tested. In particular, FC-2 seems to be
more potent than D5, NC-1, 2F5 or 4E10 in our
neutralization assays. The relative higher neutralization
efficiency of FC-2 and FC-3 in comparison with FC-1
could also been explained by a better recognition of gp41
conformation of these two mAbs. Envelope variability of
the 92US660 primary strain could explain the apparent
resistance of this strain for the three mAbs (data not
shown).

Two mAbs (FC-2 and FC-3) have the capacity to
recognize both the native envelope glycoprotein gp4l
region and a new conformational epitope composed by
the folding in the fusion complex of a first peptide located
in the HR1 region (SGIVQQQ) and a second one
located in the C-terminal part of gp41 containing HR2
(FDITNWILWYIRLFIMIVGGL). This epitope is prob-
ably a conformational epitope present on the quaternary
structure of the HR1/HR2 (prejfusion complex as it has
been previously described for the E1/E2 complex epitope
ot 2F5 or for the polar segment and MPR. [67,68]. Thus
explains the strong effect of FC-2 and FC-3 on the
inhibition of HR1/HR2 complex formation. FC-1 is
reactive with a linear epitope located in HR2/MPER as
previously described with other antibedies (2F5 or 4E10).
Competition experiments indicate that FC-1 epitope is
certainly a linear epitope contained in HR 2 region. The
epitopes for FC-2 and FC-3 seems to be different and
conformational. FC-2 epitope is very close from FC-3
and 4E10 epitopes. FC-3 epitope seems to be
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conformational and encompass a region containing FC-2,
2F5 and 4E10 epitopes probably MPER.

The three mAbs interfered with the gp41 conformaticonal
changes by blocking the formation of the fusion active
gp41 six helix bundle as demonstrated by two different
assay systems (cell-cell fusion test and ELISA test). The
ability of other anti-gp41 specific mAbs as 2F5 or 4E10 to
block fusion was observed at a range of concentration
about 100 pg/ml by co-culturing the MOLT/CCRS5
cells with the NL4—3 /Bal isolates and with CD4 T cells
[69]. Previously, Massanella ¢f al. produced four mAbs in
mice after immunization with recombinant soluble gp41
produced in E. coli. These four mAbs bind to the
recombinant scluble gp41 and recognize the native
envelope glycoprotein gp160. All four purified mAbs
could inhibit HIV-1 Env-mediated membrane fusion
{syncytium formation) by 40%-60% at 10 pg/mL but
with low neutralizing activity against common HIV-
1 strains.

In this work, a cell line which expressed a conformational
gp4l in a cell membrane context to induce potent
neutralizing antibodies has been used as immunogen. The
use of this cell line allow to us to generate highly potent
antibodies with an high specificity for the pre-fusion
complex. The three antibodies have the capacity to
strongly interfere with HR1/HR2 complex formation
and to inhibit very efficiently the HIV-1 infectious
process. A better activity of FC-2 and FC-3 were
observed on HR1/HR2 complexes containing heter-
ologous regions than those contained in the HEK 293-
gpd 1™ cell line used for immunization. The capacity of
these antibodies to mediate ADCC or ADCVI against
infected cells has not yet been studied. These mAbs will
first be humanized in order to prevent HAMA {Human
Anti-Mouse Antibody) immune responses both in
monkeys and in humans. Such type of antibodies reacting
specifically with the fusion complex could be used, alone
or associated, as therapy to block the entry of HIV-1 after
a recent viral exposition or to reduce, after systemic
administration, the viral burden and the massive CD4
depletion in HIV-1 reservoirs as the intestine. The
capacity of these antibodies to block the fusion process
could be also tested on T20 resistant strains.

It appears thar the fusion complex epitope when
expressed in a cell-membrane context is strongly
immunogenic and is able to elicit neutralizing antibody.
The proximity between the fusion complex and the lipid
bilayer of the transfected cell line is probably involved in
the correct assembly and exposure to the surface of the
cells. This study re-explores and demonstrate the great
interest of gp41l as immunogen to induce cross-clade
neutralizing antibodies. Approaches based on confor-
mational HR1/HR2 complexes should be further
explore to evaluate their ability to induce
protective immunity.
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