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Abréviations

ADCC : antibody-dependant cell cytotoxicity
ADN : acide désoxyribonucléique

AMP : assistance médicale a la procréation
ARN : acide ribonucléique

HIV : Human immunodeficiency virus

HENI : hautement exposés non infectés

HSH : hommes ayant des rapports sexuels avec tesés
HSV : Herpes simplex virus

lg : immunoglobulines

NK : natural killer

NSMC : non spermatozoal mononuclear cells
PCR : polymerase chain reaction

PEP : prophylaxie post-exposition

PrEP : prophylaxie pré-exposition

RT : reverse transcription

SIV : Simian immunodeficiency virus

TARYV : traitement antirétroviral

TasP : treatment as prevention

TPE : traitement post-exposition
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1. Contexte épidémiologique

Les principales sources de données épidémiologigorsernant I'infection par le virus de
immunodéficience humaine (HIV) sont les donnéespiogramme des Nations Unies de
lutte contre HIV (Human Immunodeficiency Virus) (OSIDA) et celles récemment
publiées de la Global Burden of Disease Study Z@BD). Ces dernieres reposent sur les
meéthodes de calcul des rapports de TONUSIDA, aelgs sont ajoutées des données de
séroprévalence, de mortalité et de couverturegmtraitements antirétroviraux pour obtenir
des données épidémiologiques plus précises. Arghaatuelle, il est estimé qu’entre 34 et
40 millions de personnes sont infectées par HIVsdanMonde (1,2).L’'incidence globale
estimée de l'infection par HIV varie entre 2 et Blions de nouveaux cas par an, selon la
meéthodologie utilisée (1,2). Le nombre de décesiiaiges est, quant a lui, estimé a 1,2 a 1,5
millions par an (1,2). Les données de la GBD meétmm évidence une stagnation de
l'incidence de l'infection par HIV et démontrenteliépidémie d’infections par HIV n’est
pas encore enrayée (2). L’Afrique sub-sahariens i@ zone géographique la plus touchée
par I'épidémie, et 58 % des personnes vivant avdtdh Afrique sub-saharienne sont des
femmes.

Le virus HIV est transmis par voie parentérale ¢esxjon a du sang contaming),
verticalement i( uterg, horizontalement au cours de l'allaitement matkret par voie
sexuelle. Le risque de transmission de HIV variefamction du type d’exposition. Une
récente meéta-analyse a estimeé le risque de trasismipour chaque type d’exposition en
'absence de mesure de prévention (3) (TablealLely.résultats de telles analyses doivent
étre considérés avec précaution, il existe unedgramétérogénéité des études prises en
compte (par exemple zones geéographiques, étudegveantionnelles versus études

observationnelles).
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Type d’exposition Risque pour 10000 expositions

Transfusion sanguine 9250
Partage de matériel d’injection chez les 63

usagers de drogue par voie intra-veineuse

Transmission mére-enfant 2260
Rapport anal réceptif 138
Rapport anal insertif 11
Rapport vaginal réceptif 8
Rapport vaginal insertif 4

Tableau 1. Risque estimé de transmission d’HIV par@e en fonction du type d’expositior(d’aprés Patel et al. AIDS
2014).

Certaines populations sont plus vulnérables adatibn par HIV, il est admis que le risque
d’étre contaminé par HIV est 10 fois supérieur chexz travailleurs du sexe et 24 fois
supérieur chez les usagers de drogue par voie@itreuse et les HSH que dans la population
générale (4).

Les premiéres stratégies de prévention instaurdeparmis de trés nettement réduire le
risque de transmission par voie parentérale. Léstie systématique dans le cadre du don
de sang et les programmes de réduction des riggakanges de seringues, substitution aux
opiacés) ont rapidement été mis en place (5). ldagn du traitement des femmes
enceintes et le traitement préventif des nourrissoés de méres infectées par HIV ont
€également tres nettement réduit le nombre de triasgn verticale de HIV (6). En
conséquence, a I'heure actuelle, prés de 80 %ndeselles infections sont liées a une
transmission sexuelle. En 2014, 'ONUSIDA souligrdans son rapport annuel un recul de
I'épidémie a I'échelle mondiale (7). Malheureuseteates données plus récentes et plus
précises mettent en évidence une stagnation dedénce de l'infection par HIV depuis

2005 (8).
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En Europe (Union Européenne, Europe Centrale edffeude I'Est), I'European Center for
Disease Prevention and Control (ECDC) relevait Unaisse de 80% des nouveaux
diagnostics d’infection par HIV entre 2004 et 2008. Le nombre de nouveaux cas
d’infection par HIV dépistés s’est porté a 136 Q@r an en Europe. Cette hausse de
'incidence en Europe est en lien avec l'augmeotaties cas de transmission sexuelle.
Quarante deux pourcents des nouveaux diagnostiosenent des hommes ayant des
rapports sexuels avec des hommes (HSH), 32 % desetavaient d’'une transmission au
cours de rapports hétérosexuels, 5 % des nouveagmastics étaient en lien avec l'usage de
drogues par voie intraveineuse, moins de 1 % desdlles infections étaient liées a une
transmission materno-foetale, et le mode de trasgmigestait indéterminé dans 20 % des
cas. L'augmentation du nombre de nouveaux diagrostin Europe est surtout liée a une
forte augmentation du nombre de cas en EuropeEde IDans les régions les plus orientales
de I'Europe, les nouveaux diagnostics sont esdlemient liés a des transmissions
hétérosexuelles. En revanche, en France le nombedouverte de séropositivité chaque
année reste stable depuis 2007. En 2012, envirf0 Gduveaux cas ont été déclarés, la
maladie a HIV faisant I'objet d’'une déclarationightoire (10). Quarante deux pourcents des
patients nouvellement diagnostiqués étaient des ,H$H5 % des nouveaux diagnostics
étaient liés a des rapports hétérosexuels.
L'ONUSIDA a fixé, en Juin 2016, l'objectif d'uneéduction du nombre de nouvelles
infections par an & moins de 500 000 d'ici 202y d& mettre fin a I'épidémie d’ici 2030.
L’augmentation nette de l'incidence de linfectiarHIV dans certaines régions met I'accent
sur une grande disparité d’'accessibilité aux od@gprévention (Figure 1) (4). Pour réduire
ces inégalités d’accés aux outils de préventi@\NIUISIDA a fixé 5 piliers :

e L’éducation sexuelle des adolescentes et jeunesiénet de leurs partenaires

» L’accessibilité des services de prévention

12



» La mise a disposition des préservatifs
» La circoncision masculine

* La prophylaxie pré-exposition

W =49% decrease B 25-49% decrease 0-24% dacrease
B >49% increase B 25-49% increase 1-24% increase B Data not available

Figure 1. Evolution de l'incidence de l'infection pa HIV chez les adultes agés de plus de 15 a(source ONUSIDA
Prevention Gap report).

Ces données épidémiologiques et les objectifs fioés endiguer I'épidémie d'infections par
HIV incitent a mieux comprendre les mécanismegalesimission sexuelle et a développer de
nouvelles stratégies de prévention de la transamssexuelle (vaccins, prophylaxie pré-
exposition par antirétroviraux, prophylaxie pré-esition -PrEP- par anticorps neutralisants

et/ou microbicides, traitement antirétroviral comouwgil de prévention -TasP-).
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2. Mécanismes de transmission sexuelle de HIV

2.1. Franchissement muqueux de HIV

La transmission sexuelle de HIV fait appel a de tiplgels mécanismes : le passage de
particules virales libres au travers de brechesedn des muqueuses vaginales et anales, la
transcytose de particules virales au travers dethéipms monostratifiés (endocol,
muqueuse anale), transmigration de cellules inéscétl travers des épithéliums génitaux et
digestifs, interaction entre des cellules infectgges HIV et les cellules épithéliales,
interaction entre particules virales, cellules ddipies, cellules de Langerhans et
lymphocytes sous-muqueux (Figure 2) (11). Afin atdir une infection, le virus HIV sous
forme libre ou sous forme associée aux cellulesragit avec les cellules hétes de la
muqueuse génitale ou digestive, est ensuite trangens les ganglions lymphatiques, ou il se

réplique rapidement avant la dissémination a tooganisme.

Vagina Junction Endocervix

Figure 2. Mécanismes de franchissement muqueux dd\H exemple du tractus génital féminin(A : Virus associé aux
cellules, B : particules virales libres, mécaniswexds : passage par breche muqueuse, mécanisogssr: transmigration
de cellules infectées, mécanisme noir : prise eargehdes particules virales par les cellules déqdes, mécanismes
violets : infection des cellules épithéliales, nmésme bleu : transcytose de particules viralegsijpr
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Au cours de la transmission sexuelle, il existe sdlection de variants souvent minoritaires
(12) chez le partenaire a l'origine de la contaridmg caractérisés par une signature
génotypique particuliere et l'utilisation du corpteur CCR5. De nombreuses hypothéses
sont avancées pour expliquer cette sélection deshes dites « R5-tropiques » au cours de la
transmission sexuelle (13) : sélection chez leegpaite a l'origine de la contamination,
sélection au niveau de la muqueuse digestive oitaigrchez le partenaire infecté, et/ou
sélection apres le franchissement muqueux (FiglreCBez le sujet infecté, les souches
virales transmises par voie sexuelle sont caraési par un faible nombre de sites de
glycosylation (14), réduisant ainsi leur susceptévis a vis des anticorps neutralisants (15).
Les virus X4 expriment une glycoprotéine d’enveleppa gpl120 dont la charge cationique
est supérieure a celle des souches R5, ce quiidavimur interaction avec les mucines et
donc leur clairance par le mucus, avant tout freEsgfment muqueux. Les cellules
endocervicales sécrétent un ligand naturel du CXCR4SDF-1(16). Le SDF-1 entraine
l'internalisation du co-récepteur CXCR4 au seinlaleellule, réduisant ainsi le nombre de
co-récepteurs disponibles pour les souches X4 @ges franchissement de la muqueuse
génitale, les lymphocytes CD4 sous-muqueux exprireavent le corécepteur CCR5. Les
macrophages, le plus souvent infectés par dede=IRb-tropiques seraient moins sensibles
a la réponse immunitaire que les lymphocytes. EijnneodR7 jouerait un réle capital dans
I'infection des lymphocytes et est le plus souvargxprimée avec CCR5 (17). Les cellules
de Langerhans sont rapidement infectées par Hldestcellules expriment le corécepteur
CCR5 et en moindre mesure le co-récepteur CXCRge@tant, il semblerait que seules les
souches a tropisme R5 soit transmises entre ladesebe Langherans et les lymhocytes T
(18). L’ensemble de ces mécanismes semble coatridua sélection de ces souches R5-

tropiques au cours de I'événement de transmission.
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Figure 3. Mécanismes de sélection des souches R5caurs de la transmission sexuelle (a) liaison et inactivation
préférentielles des souches X4 par le mucus, (apsaytose préférentielle des souches R5, (c) expneds co-récepteur
CCRS5 par les cellules de Langerhans infectables pdrddhs la muqueuse, (d) expression du co-réce@ER5 par les
lymphocytes CD4 mémoires sous muqueux, (e) les mpheges expriment préférentiellement les CCR5, (fickkiles
dendritiques expriment CCRS5, (g) les souches X4 gloist susceptibles aux anticorps neutralisants egieduches R5, (h)
les macrophages constituent un réservoir de HIVhmeulnérable que les lymphocytes CD4 a la répoytstoxique.

2.2. Virus et sperme : particules virales libres et virus associé aux cellules
Dans les sécrétions génitales (sécrétions cenaginales et sperme), HIV est présent sous
deux formes : sous forme de virions libres et doume de particules virales associées aux
cellules. Le sperme contient effectivement des gk blancs en quantité variable
principalement des polynucléaires neutrophiles, masrophages et des lymphocytes CD4
(19). Ces deux derniers types cellulaires peuveatigfectés par HIV (20). Dans la plupart

des publications, ces cellules cibles sont regresipgous le terme de NSMC (Non
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Spermatozoal Mononuclear Cells). Dans ces celllHd¥, peut étre présents sous forme
d’ADN proviral, en partie intégré a I'ADN celluta, et sous forme d’ARN intracellulaire.
L’ADN total, 'ADN intégré et les I'ARN intracelludire sont mesurables.

Concernant la capacité des spermatozoides a &és par HIV, des travaux ont identifié
de I'ADN proviral dans les spermatozoides. Cependasite détection semble la plupart du
temps relever d'une contamination par des NSMC desisractions cellulaires examinées
(21). Néanmoins, il est possible que de I’ADN pralsoit présent dans des spermatozoides
présentant des anomalies (22). Les spermatozoatesanx ne semblent pas étre des cibles
pour HIV, 'ADN de celui-ci n’étant pas détectaldlans ce type cellulaire (20). Néanmoins,
'expression de certains récepteurs a leur surfage permet de se lier a des particules
virales. S’ils ne sont pas réellement infectables plIV, ils pourraient constituer des
véhicules pour les particules virales (21). Lesrsa¢ozoides n'expriment pas le récepteur
CD4 mais un récepteur dit alternatif appelé GalA@G). Plusieurs corécepteurs de HIV ont
également été mis en évidence a la surface demafaoides, le CCR5 (24), un recépteur
mannose (25) et I'héparane sulfate (26).. Le vii@isaux spermatozoideda I'héparane
sulfate est capable, dans des modelestro, d’étre transmis aux cellules dendritiques. Cette
transmission est d’ailleurs augmentée a pH 6,5\@dinal) (26).

La concentration en leucocytes du sperme est hauatewariable, chez les sujets infectés
comme les sujets non infectés par HIV. Les macrgebaconstituent le type cellulaire
majoritairement infecté par HIV dans le sperme (2Une infection sexuellement
transmissible concomitante est associée a une anigtiom de la concentration en globules
blancs du sperme et donc de cellules potentielleinéctées par HIV (28,29). De plus, les
infections sexuellement transmissibles asymptomatigsont fréquentes chez les patients
infectés par HIV (30)En l'absence de traitement ARV, l'infection par HRAtraine une

déplétion en lymphocytes CD4 dans le sperme.
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Il est aujourd’hui fortement suggéré que le virgsaxié aux cellules est plus facilement
transmis que le virus libre. Plusieurs observatiand dans ce senk vitro, du virus cultivé

a partir de NSMC développe de meilleures capaoi@iécatives que du virus libre provenant
du plasma séminal (28), malgré des quantités irapta$ de particules virales libres dans le
plasma séminal. De plus, I'analyse phylogénétiqomparative des virus isolés chez des
femmes récemment infectées par HIV avec les sousbkes chez leur partenaire a 'origine
de la contamination (virus libre et virus associg ASMC) a montré de grandes similitudes
entre les souches des NSMC et les souches miségidance en phase de primo-infection
(31). Plus récemment, des marquages isotopiquesliidges mimant une infection par HIV
ont permis de visualiser la présence de celluliesi@ées dans des biopsies vaginales, et leur
persistance dans les heures qui suivent I'exposiaginale au virus (32).

Chez la femme, le tissu vaginal et cervical conte#s monocytes, des lymphocytes CDA4,
des macrophages et des cellules dendritiquesyhgshiocytes T contenus dans les sécrétions
cervico-vaginales expriment I'intégrinet37, le co-récepteur CCR5 (19). Le pH acide des
sécrétions cervico-vaginales des femmes en agerat@épr pourrait étre associé a une
inactivation des leucocytes infectés. Par contrepd moins acide lié a la baisse du taux
d’cestrogéne ou a une vaginose bactérienne poliméier I'inactivation de ces leucocytes
infectés et favoriser la transmission de HIV assatix cellules entre une femme infectée par
HIV et son partenaire séronégatif (28).

Chez 'homme, comme chez la femme, le TARV n’élimjpas completement le réservoir

cellulaire de HIV des sécrétions génitales.
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2.3. Le tractus génital masculin: un compartiment pour HIV

Le tractus génital masculin constitue a la foiscompartiment et un réservoir a part entiere

de HIV (Figures 4 et 5). La notion de compartimgeut se définir comme un site

anatomique dans lequel les échanges viraux aveautess sites sont limités (33). Plusieurs

eléments semblent confirmer que le tractus gemmasculin est un compartiment a part

entiere :

Les analyses phylogénétiques apres séquencage nduege, les génotypages de
résistance entre les populations virales du sanguespermeont montré que les
populations virales de certains patients sontrditgs entre le plasma sanguin et le
plasma séminal (34-37). Les souches virales misesvielence dans le sperme ont
des signatures génétiques différentes, une digegghétique moins importante et
moins de sites de glycosylation que les souchdéeisca partir du sang (38). Ces
virus isolés du sperme utilisent préférentiellementorécepteur CCR5 a la surface
des cellules cibles (39).

La persistance de charge virale détectable dardakma séminal, et I'excrétion
intermittente de particules virales dans le spemmaigré un contrdle de la charge
virale dans le plasma sanguin par un TARV plaida&lergent pour I'existence d’'une
véritable compartimentation de HIV dans le traajdmital masculin (40-57). Les
principales études évaluant la persistance de HiWsde sperme sous traitement

antirétroviral sont présentées dans le tableau 2.

Le virus présent dans le sperme sous forme decpkasi libres et associées aux cellules

provient a la fois du compartiment systémique etcdmpartiment génital (58). Une forte

corrélation entre les taux d’ARN HIV du plasma séahiet les charges ADN HIV dans

les NSMC dans le sperme de sujets efficacemernédrasuggere que les particules virales
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libres détectables dans le sperme proviennent diépdication virale locale dans le
compartiment génital (56). Au-dela de ces donméesvo, il a été montrén vitro et ex vivo
gue les vésicules séminales contiennent des celilfiectables et infectées par HIV (59). Les
sécrétions des vésicules séminales constituentpré® % du sperme.

Cette compartimentation et I'existence d’une bagrigémato-testiculaire pose la question de
I'efficacité des antirétroviraux pour limiter la plécation virale dans ce compartiment.
Effectivement, la diffusion des antirétroviraux darte tractus génital masculin est
extrémement variable en fonction des moléculesteGhtfusion est habituellement évaluée
par le rapport des concentrations dans le spermde diquide cervico-vaginal sur les
concentrations les concentrations plasmatiquesusae®gy Les inhibiteurs nucléosidiques et
nucléotidiques de la transcriptase inverse, l&gadtvir et le maraviroc diffusent facilement
dans le tractus génital, avec des concentratiossrebes dans le plasma séminal et le liquide
cervico-vaginal supérieure a celle observée dasang (60). A contrario, les inhibiteurs de
protéase (en dehors de l'atazanavir) et les irgibst non nucléotidiques de la transcriptase
inverse diffusent peu dans le tractus génital (@@&s observations suggérent que le tractus
génital n’est pas exposé a une trithérapie lordgaepatients regcoivent comme troisieme
agent des inhibiteurs de protéase ou de I'efavirelimpact des concentrations d’ARV dans
le tractus génital sur la persistance d'HIV restscuaté. L'utilisation d'un schéma
thérapeutique associant une trithérapie convengitma du maraviroc et du raltégravir chez
des patients naifs n'a pas montré de supérioritd achéma conventionnel pour réduire le
risque de portage intermittent de HIV dans le sge{#8). De plus, deux études ont évalué la
présence de HIV dans le sperme dans des schémasngéfication thérapeutique par
monothérapie d’inhibiteurs de protéase, et I'wiiisn de cette stratégie ne semble pas étre

associée a une augmentation du risque de chaaje ditectable dans le sperme (53,57).
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L’absence de traitement antirétroviral n'est pasdal facteur associé a un portage de HIV.
L’existence d’une infection sexuellement transniilssbactérienne (urétrite) semlassociée

a la détection de HIV dans le sperme (61). Cepeandes études plus récentes n'ont pas
retrouvé d’association entre une co-infection péeisseria gonorrhoeaeChlamydia
trachomatis Mycoplasma genitaliupTrichomonas vaginaliet une production de HIV dans
le sperme. En revanche une association a été elémétc une infection ou une réactivation a
par Herpes Virus, en particulie€ytomegalovirus(CMV) et Epstein-Barr Virus(EBV)
(49,62). La réactivation d’'une infectien a par CVou EBV au niveau génital semble étre
associée a des modifications de I'environnemenvkiyique du tractus génital masculin
stimulant une réplication locale de HIV dans lerape (63). Cependant, une étude cas
contrble n'a pas identifié d’association entre tésence de CMV et de HIV dans le sperme
de patients traités efficacement de leur infectiti, alors que prés de 40 % des patients
inclus avaient une charge virale CMV détectablesdarsperme (56). Le rdle potentiel de ces
Herpes Virus dans l'activation de la production WHa conduit a évaluer I'efficacité
d’antiviraux comme le valacyclovir et le valganowr sur le portage génital de HIV.
L'utilisation de ces molécules a été associee amecréduction de la charge virale HIV dans
le sperme(64,65). Néanmoins, il est difficile diéétencier un effet direct sur HIV, d'un effet
indirect par modification de I'environnement cytokjue liée a la réduction des charges
virales CMV et HSV-2 au niveau génital.

L’activation immunitaire dans le tractus génital soalin est possiblement associée a la
réplication virale dans le tractus génital masc@indonc a la détection de HIV dans le
sperme. Chez des patients naifs de TARV, le nivkagharge virale HIV dans le sperme
semble corrélé a la proportion de lymphocytes CEtvé@s mesurés par cytométrie en flux
(66). L'infection par HIV impacte aussi sur la radse et la diversité du microbiote génital, le

traitement antirétroviral semblant associé a ustatgation de ce microbiote (67). Dans cette
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étude, la « charge bactérienne » séminale et leddl-13 étaient corrélés avec la charge
virale HIV dans le sperme (67). Récemment, la comsation de cannabis a aussi été
montrée comme associée a la détection de HIV darspérme, par un mécanisme non

clairement identifié (51).
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Figure 4. Barriere hématotesticulaire: passage dgsarticules virales libres et cellules infectées padlV (d’apres
Shehu-Xhilaga M et al. (68))
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Virus libre

(a) Prostate, (b) vésicule séminale, (c) testicule, (d)
epididyme, (e) vas deferens, (f) glande bulbourethr  ale
(Cowper), (g) glande uréthrale (Littre)

Figure 5. Notion de compartimentation de HIV danse tractus génital masculin(d’aprés Coombs et al. (69) et Le tortorec etdl)),




Auteurs Année de Population étudiée Variables mesurées Prévalence gortage de HIV dans le sperme
publication
Zhang et al. (40) 1998 Patients sous TARV avec CV dans le sang indétecta ADN HIV dans le sperme 47
N=7 Culture de HIV a partir de NSMC 2/3
Nunnari et al. (41) 2002 Patients sous TARYV efficace 2LTR ADN-HIV circulaire
N=28 Culture de HIV a partir du sperme 8%
Bujan et al. (42) 2002 AMP ARN-HIV 14% des échantillons
N=94 (281 échantillons)
Marcelin et al. (43) 2008 AMP ARN-HIV 5%
N= 145
Shethet al. (44) 2009 Hommes débutant un TARV ARN-HIV 48%
N=25
Halfon et al. (45) 2010 AMP ARN-HIV 3% des échantillons
N=332 (394 échantillons)
ARN HIV dans le sang < 50 copies/mL depuis plu$ de
mois
Dulioust et al. (46) 2010 AMP ARN-HIV 0%
N=541 Hommes (1049 échantillons)
Politch et al. (47) 2012 HSH sous TARV ARN-HIV 30% des sujets et 25% des participants @V dans le sang est
N=101 indétectable
Osborneet al. (48) 2013 HSH sous TARV (standard ou intensif) ARN-HIV 16.4% des échantillons
N= 38 (116 samples)
Gianella et al. (49) 2013 HSH sous TARV avec CV indétectable dans lgsan  ARN-HIV 6%
N=100
Ferraretto et al.(50) 2014 AMP ARN-HIV 19.3%
N=88
Ghosnet al. (51) 2014 HSH sous TARV avec CV indétectable depuis gri6  ARN-HIV 7.6% des échantillons
mois dans le sang
N=157 (304 échantillons)
Mujugira et al. (52) 2016 231 patients débutant une thritéhrapie conventi@ne ARN-HIV 24 % avant 3 mois de TARV, 10 % entre 4 et 6 meiFARYV, 8 % si CV
indétectable dans le sang
Torres-Cornejo et al. 2016 66 patients recevant une monothérapie d'IP/r ARN-HIV 16 % des patients en monothérapie
(53) 61 patients sous trithérapies conventionnelle 28,6 % des patients en thérapie conventionnelle
Du et al. (54) 2016 19 patients sous TARV depuis plus de 6 mois ARN-HIV 16/19
17 avec une charge virale indétectable
Politch et al (55) 2016 60 patients sous TARV conventionnel ARN-HIV dans le pré-éjaculat et le 4 des 8 patients avec CV détéctable dans le sang
8 avec CV plasmatique détectable sperme 1/8 dans le pré-éjaculat
52 avec CV plasmatique indétectable 10 % des patients avec CV indétectable dans leaangne CV détectable
dans le sperme, 0 dans le pré-éjaculat
Gantner et al (56) 2016 HSH sous TARV ARN-HIV dans le sperme Corrélation entre HIV-DNA et HIV-RNA
Etudes cas contrdles (20 patients avec CV détectabl ADN-HIV dans la fraction cellulaire
dans le sperme et 60 avec CV indétectable dans le  du sperme
sperme)
Lopez-Ruzet al (57) 2016 Etude de Switch d’une trithérapie conventiieners ~ ARN-HIV 10 % a l'inclusion

une monothérapie d'IP/r
N=28 avec CV indétectable dans le sang

3 % apres 48 semaines de monothérapie

Tableau 2.Principales études évaluant la persistance de HIVahs le sperme sous thérapie antirétroviraléAMP : Assistance Médicale a la Procréation, H3{dmmes ayant
des rapports sexuels avec les hommes, TARV : inait¢ antirétroviral, CV : charge virale).
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2.4. Réservoir de HIV dans le tractus génital masculin

Le TARV est capable de rendre indétectable la ehangle HIV dans le sang. Cependant,
une reprise d'une réplication virale forte apréseriuption du traitement témoigne de
I'existence d’un réservoir cellulaire de HIV. Auws du TARV, HIV est présent sous forme
latente dans divers types cellulaires (70,71) : plgotytes T mémoires, monocytes,
macrophages, cellules microgliales dans le systaargeux central (72,73). Ces formes
latentes contribuent a la persistance d’'une adiwvaimmunitaire, et sont capables de se
répliqguer a bas bruit pour entretenir une virémasiduelle (70), aprés stimulation d’'une
cellule infectée ou par transmission de celluleldute. Les souches virales de ces réservoirs
sont a l'origine de la reprise de la réplicatiomalé aprés interruption du TARV et
contribuent a repeupler les virus du compartimangsin (70,74). Le réservoir cellulaire de
HIV se constitue, dées la primo-infection dans desphocytes T CD4+ (75). Les différences
de ratio entre les quantités d’ADN et d’ARN HIV détectéesnd les cellules de divers
compartiments anatomiques (tractus digestif, teagiénital, rate, ganglions lymphatiques et
sang) suggerent que les capacités réplicativesviles latents sont variables dans les
différents tissus (76). Cette réplication condula@roduction de virus dits défectifs ou de
particulesaux capacités réplicatives conservées (73

L’infection du tractus génital est un événementcpeé aprés transmission sexuelle de HIV
(77). Par des expérimentatioas vivq il a été établi que les testicules, la prostétegtre
sont permissifs a l'infection par HIV, et constitieles réservoirs a part entieére pour ce virus
(59). La présence d’'un réservoir viral dans lettra@énital masculin a été également été
observéean vivo dans un modéles simien (76). Dans ce modéle tdiimation d’'un TARV
précoce limite mais n’élimine pas la constitutiom @servoir viral dans le tractus génital

male (78).



Comprendre les mécanismes de constitution de eevads est nécessaire afin d’évaluer les
stratégies d’éradication du virus (72). Le résenwamllulaire latent de HIV est constitué
d’ADN viral total comprenantles formes intégrées, IIRDN circulaire 2-LTR, de I’ADN
linéaire, et d’ARN intra-cellulaire non épissé ouwlthépissé (79). Quantifier et évaluer par
biologie moléculaire de maniéere fiable le résendmrHIV dans le tractus génital masculin
pose guelques difficultés. Les méthodes de mesareas formes virales restent peu
standardisées et présentent chacune leurs li(ii2e89,80) (Tableau 3). De plus, elles n'ont
pas toutes été évaluées dans le tractus génitautimtasRécemment, une approche originale
par imagerie nucléaire a été proposée afin de Nssmda persistance de HIV dans le tractus
génital de macaques traités par antirétrovirauxc auee charge virale plasmatique
indétectable, et de macaques « Elite controlléBsl ).

De plus, de nombreux facteurs affectent la dynamigles réservoirs de HIV:
compartimentation, nature des cellules infectéapacités réplicatives du virus intégré dans
les cellules, statut des cellules infectées (astiva quiescentes) (73) (Tableau 4). Au-dela de
la réplication virale, il a été montré qu’il exisiae prolifération clonale des cellules infectées
probablement influencées par les sites d’'intégnatie HIV dans le génome cellulaire. Cette

prolifération participe a la persistance virale,88).
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Méthodes

Eléments mesurés / description

Utilisation pour la
quantification du

réservoir génital

Commentaires

IUPM

PCR Alu-LTR
PCR 2 LTR-circulaires
Quantification de ’ADN viral

total

ARN-HIV non épissé et
multiépissé

PCR HIV-RNA ultrasensible
(permet de quantifier 1 a 2

copies/mL d’ARN HIV)

Co-culture de lymphocytes CD4 latents
avec des PBMC de sujets séronégatifs
Quantification de 'ADN viral intégré
Marqueurs d’infection récente

Mesure I'’ADN intégré et ’TADN 2-LTR

circulaires

Evaluation de cellules infectées

productives

Production virale résiduelle chez les

patients sous thérapie antirétrovirale en

lien avec le réservoir de HIV

Non

Oui

Oui

Oui

Oui

Non

Gold standard

Variabilité entre les laboratoires
Variabilité entre les laboratoires

Bonne corrélation entre ADN-HIV total et
ADN-HIV intégré

Protocole standardisé disponible

Nécessite de gros volumes d’échantillons

Tableau 3. Méthodes d'évaluation des réservoirs délV (d’aprés Lewin et Rouzioux (79))



Facteurs contribuant a la dynamique du réservoir deHIV

Compartiments Types cellulaires Virus Statut des cellules
Infectés infectées
Sang Lymphocytes T CD4 Défectifs Active

mémoires centraux
Tissu lymphoide Lymphocytes T CD4 Réplicatifs Quiescente
associé au tractus  effecteurs
digestif (GALT)
Tissu lymphoide Lymphocytes T CD4
(rate, ganglions) mémoires
transitionnels
Systeme nerveux Lymphocytes CD4
central Naifs
Tractuts génital Lymphocytes T CD4
mémoires médullaire
Monocytes et

macrophages

Tableau 4. Facteurs influengant la dynamique du réseoir viral de HIV (d'aprés Chuet al (73)).

La purge des réservoirs de HIV est actuellement dee voies de recherche dans la
perspective de I'éradication de I'épidémie, afinpdemettre aux patients d’'arréter le TARV
et de limiter I'activation immunitaire (responsahlde la morbidité cardiovasculaire dans
linfection par HIV). Plusieurs stratégies sont eours d’évaluation dont I'intensification

thérapeutique (84) (Tableau 5) par ajout de mavayiun antagoniste du co-récepteur CCR5,
ou de raltégravir, un inhibiteur de l'intégrasere urithérapie par inhibiteurs nucléotidiques

de la transcriptase inverse associés a un inhibiten nucléotidiques ou un inhibiteur de
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protéase. Cette stratégie d’intensification n’a pasntré d’effet sur le réservoir génital

comparativement a une thérapie standard (48).

Stratégie

Description

Effet sur le réservoir génital

Greffe de cellules souches

hématopoiétiques A32 CCR5

Traitement a la primo-infection

Intensification thérapeutique

Vaccinations thérapeutiques

Inhibiteurs des histones

déacétylases ou histones acétyl

transferase

Bloquage de PD-1

Greffe de CSH a partir d’'un donneur
homozygote A32 CCR5

Traitement précoce de l'infection par
HIV conduit a un contréle de la
réplication virale post-traitement
OKT-3, IL-2 (85)

Maraviroc Raltégravir(48)
Protocole de vaccination chez des
patients infectés par HIV pour
éradiquer les réservoirs

Molécules susceptibles de relancer
une réplication virale a partir des
réservoirs cellulaires dans I'objectif
d’intensifier leTARV sur les formes
réplicatives de HIV

Anticorps anti-PD-1, anticoprs anti-
récepteurs de PD-1

Objectif : restaurer une réponse
cellulaire anti-HIV essentiellement

via les lymphocytes CD8

Non évalué

Non publié

Echec
Pas d’effet

Etudes en cours

Etudes en cours

Etudes en cours

Tableau 5. Principales stratégies d'éradication degservoirs viraux de HIV (d’aprés Passaes et Saez-Cirion (84) et

Velu et al. (86))
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2.5. Le tractus génital masculin : un environnement immunitaire a part entiére
A l'instar de ce qui est observé dans le tractgegtif, I'infection par HIV conduit a une
déplétion en lymphocytes CD4 au niveau du tractésitgl masculin (27). La réponse
immunitaire dirigée contre HIV dans le tractus ¢g@ndiffere de celle observée dans le sang,
les organes lymphoides et le tractus digestif. Epléion précoce en lymphocytes CD4

muqueux favorise rapidement la constitution dumé&seviral au niveau génital (27,87).

2.5.1. Anticorps dirigés contre HIV dans le sperme
A la différence du tractus digestif, la réponse immitaire humorale au niveau du tractus
génital masculin fait appel essentiellement aux Ig@7). La concentration
d'immunoglobulines dans le sperme est tres variailedépend en grande partie des
techniques de recueil et de dosages (87). Ces imginbulines présentes dans le sperme
sont le fruit d’'une production locale et provienhewssi d’'un transfert passif depuis le
compartiment sanguin (87). Les cellules producsrd@anticorps sont essentiellement situées
au niveau des glandes de Littré et produisent ntaij@ment des IgA (87). Les IgG anti-HIV
sont majoritaires par rapport aux IgA anti-HIV ddasperme, le rapport des concentrations
IgA/IgG dans le sperme étant d’environ 1:10 (87,88)
Chez les patients chroniguement infectés et chezdiets hautement exposés non infectés
(HENI), des immunoglobulines anti-HIV ont été dééas dans le tractus génital (lavages
cervico-vaginaux, sperme) (89-97). Ainsi, des IgAgédes contre HIV ont été identifiées
dans les lavages cervico-vaginaux de personnest@atian de prostitution (considérées
comme sujets HENI), suggérant un role protectewr Idé& dirigées contre HIV dans le
tractus génital féminin pour prévenir l'infectignar HIV (90,98) (Tableau 8). Néanmoins,
des épitopes neutralisant des ces IgA du tractogafjdéminin n'ont pas été formellement

identifiés, suggérant que les IgA observées darngttus génital féminin pouvaient cibler
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d’autres structures comme les récepteurs et caedaspde HIV a la surface des cellules
cibles. Un réle protecteur des IgA dans le tragisital masculin n’est pas encore clairement
établi. Cependant, des IgA dirigées contre HIV été identifiées dans des écouvillons
urétraux d’hommes considérés comme HENI (96), dassupposer que les IgA sont
corrélées a une certaine protection contre HIV.Degtte étude, les auteurs suggerent que
I'exposition répétée a HIV est nécessaire a layethdn des IgA dirigées contre HIV (96). I

a été observé des IgA neutralisant HIV dans leyméples hommes les plus exposés a HIV
(99). Il a été montré que la réduction du taux A’'lgeutralisant HIV au niveau du prépuce
était associée a une augmentation du risque dtiofe€100) (Tableau 8). Ces résultats sont
issus detravaux ancillaires a une étude d’effiéadé la circoncision menée chez des hommes
du District de Rakai en Ouganda. Par technique ELf&u des ces IgA neutralisant HIV ont
une spécificité pour la gpl20, suggérant que cés dgpables de neutraliser l'infection
seraient dirigées contre les co-récepteurs de Mes cellules cibles, CCR-5 et intégrine
a437 en particulier.

Les immunoglobulines de type IgA peuvent égalenjenér un rdle protecteur au niveau
mugueux en inhibant la transcytose de particuledes, comme cela a été démontré pour les
IgA présentes dans le colostrum ou le liquide ce~viaginal (91,101).Ces observations
n'ont pas été confirmées chez 'hommecontrarig il a été montré que des IgG dirigées
contre HIV du sperme étaient capables d’augmeaténahscytose de particules virales a un
pH acide (similaire a celui du milieu vaginafip le Fc-recepteur néonatal (102). Cet effet
semble concentration-dépendant (102).

A linstar du lait maternel et du liquide cervicaginal, le sperme pourrait également
contenir des immunoglobulines capables de stimudezffet cytotoxique des cellules NK sur
les cellules infectées par HIV (antibody-dependertl-mediated cytotoxicity-ADCC)

(103,104). Cet effet ADCC a été observé dans lgy sdes sujets vaccinés dans l'essai

31



RV144, et associé a la protection modérée obseatage cet essai vaccinal (105). Une étude
a identifié une activitt ADCC dans le sperme deufts chroniqguement infectés sur 11
(106). Les auteurs de cette étude suggerent qte adivité ADCC pourrait contribuer au
faible taux de transmission sexuelle.

Au total, le sperme pourrait ainsi contenir desnitralisant HIV, des IG inhibant et/ou
facilitant la transcytose de particules viraleowtdes Ig susceptibles d’entrainer un effet
ADCC. La réponse humorale au niveau de tractustajémiasculin est donc complexe mais

encore peu explorée.

2.5.2. L’environnement cytokinique du sperme

Le sperme contient de nombreuses cytokines a la fob-inflammatoires et anti-
inflammatoires, produites dans les testicules eidlement par les cellules de Leydig et
Sertoli, la prostate, les vésicules séminales épididyme. Ces cytokines et leur
concentration semblent influencer la fertilité mdswe. Les infections sexuellement
transmissibles entrainent un déséquilibre en augmees concentrations de cytokines pro-
inflammatoires (107). Linfection par HIV est égalent associée a des modifications de
'environnement cytokinique dans le sperme avec amgmentation des concentrations en
cytokines pro-inflammatoires, en particulier auadgs les plus avancés de I'infection (108).
Les cytokines du sperme pourraient influencer Iggge de HIV dans le sperme et moduler
la transmission sexuelle de HIV en participant ecrutement des cellules dendritiques et a
I'activation immunitaire au niveau de la muqueukezle partenaire sexuel en participant au
recrutement des cellules immunitaires (cellulesddégues) et leur activation au niveau de

la muqueuse du partenaire (109-111).
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2.6. Le sperme : un acteur dans la transmission sexuelle de HIV

Le sperme contient une quantité variable de virl $bus forme particules virales libres et
associées aux cellules. De nombreux facteurs péunvuirencer la concentration virale dans

le sperme : I'environnement cytokinique, la taile réservoir viral, les coinfections par les
Herpesvirus, la réponse immunitaire. Le spermerl@me pourrait moduler la transmission et
le franchissement muqueux des particules viralesfiat, sa compostion est complexe. Les
analyses protéomiques ont permis d’identifier plies 2000 voir 2500 protéines dans le
sperme : des enzymes, mais également des cytoKid@sl13) qui peuvent jouer un role

facilitant ou protecteur dans la transmission ske{&14). Par exemple, ILe plasma séminal
induit la sécrétion de cytokines pro-inflammatoidemns le tractus génital féminin pouvant
favoriser la transmission sexuelle de HIV (115). plasma séminal module également
I'expression des co-récepteurs de HIV au niveaucediales épithéliales du col de l'utérus

(116). La charge virale HIV dans le plasma sém@dé charge provirale dans les NSMC ne
sont donc pas les seuls déterminants du risqueadsntission sexuelle. L'ensemble des
facteurs du sperme susceptibles de favoriser auiregth transmission sexuelle de HIV est
présenté dans le tableau 6.

La transmission sexuelle de HIV est donc un phé&rantomplexe qui résulte effectivement
de la présence de particules virales ou de virgec#s aux cellules mais aussi d’'une
conjoncture entre des facteurs favorisants ou itghils a la fois chez le partenaire infecté et

le partenaire exposé (Figure 6).
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Facteurs Role facilitant Role inhibiteur Références
Complément (117)
Semen-derived enhancer of (118,119)
virus infection fibrils (SEVI)

IL-1 R (120)
B-défensines (121)
Cathélicidines (122)
Secretory Leucocyte Protease (123)
Inhibitor (SPLI)

Lactoferrine (124)
TGF-R (111,125)

Tableau 6. Facteurs séminaux susceptibles d'influeacla transmission sexuelle de HIV.

Earteurs chez le sujet expasd: co-infection 1ST, Eacteurs cheg le sujet exposé: peptides
lésions mugueuses anti-microbiens, gA neutralisantes, IgA
bloguant |a transcytose, génotypes

protecteurs (432 CCRS)

Augmentation du risque de
transmission

Figure 6. Facteurs pouvant influencer le risque dé&ransmission sexuelle de HIV.

Réduction du risque de
transmission
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3. Stratégies de prévention de la transmission sexuelle de HIV
Nous disposons, a I'heure actuelle, de nombreuXsodé prévention de la transmission

sexuelle de HIV, qui peuvent se regrouper au sei skratégies (Figure 7).

Prévention générale Prévention pré-exposition
Préservatifs Microbicides
Circoncision Prep

Traitements des IST Vaccins

Sérothérapie

Prévention post-exposition Dépistage et traitement de tous
TARV post-exposition les patients infectés par HIV
Vaccins, sérothérapie Tasp

Figure 7. Stratégies de prévention de la transmissn sexuelle de HIV én noir, les stratégies disponibles, en gris, les
stratégies en développement).

3.1. Préservatifs

Une utilisation continue du préservatif au cours depports sexuels aurait une efficacité de
80 a 95 % pour réduire le risque de transmissi@b)(1L’'ONUSIDA estime que pres de 50
millions de contaminations ont été évitées graserautilisation (127). Il s’agit de la seule
stratégie permettant de prévenir les grossessesdgsiméesainsi que les autres IST.
L’accessibilité des services de prévention et lapaiibilité des préservatifs restent
insuffisantes, en particulier dans les populatiessplus vulnérables : transgenres, prostitué-
e-s (128). Lors des enquétes conduites par 'ONWSIEes sujets interrogés (HSH
ettravailleurs du sexe) ne rapportent 'usage @sgnvatif que dans 50 a 60 % des cas lors du

dernier rapport sexuel a risque (7).
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3.2. La circoncision masculine

La circoncision masculine permet de réduire leugsd’infection par HIV de 50 a 60 % chez
’homme (129). La présence d'un épithélium pseudati§ié non kératinisé, d’'un milieu
humide, riche en cellules cibles de HIV au niveawptépuce explique en partie l'intérét de la
circoncision (130). Les études randomisées quimahtré une efficacité notable de la
circoncision, ont été effectuées en Afrique subagehne, chez des sujets majoritairement
hétérosexuels. L'efficacité de la circoncision pptgvenir I'infection par HIV chez les HSH
semble moins évidente (131,132). De méme, la adis@mn d’'un homme infecté par HIV ne
semble pas réduire le risque de transmission a aster@aire (133-135). Néanmoins,
'augmentation de la prévalence de la circoncisipacte actuellementl’incidence globale

de l'infection par HIV (136).

3.3. Traitements des IST
L’existence d’'une infection génitale par gonocodlelamydiaou HSV-2 augmente a la fois
le risque de transmettre HIV et celui d’étre inéeau cours d’'un rapport sexuel (137-139).
Ces observations ont donc naturellement suggéré lqudraitement des infections
sexuellement transmissibles réduirait le risquefdition par HIV. Malheureusement, les
études cliniques de traitement des IST n'ont pastrée une efficacité notable de cette
stratégie dans la réduction du risque d’infectian HIV (140). Bien que le traitement par
aciclovir (traitement anti-herpétique) soit assoééune réduction des charges virales
plasmatiques et génitales de HIV, les études dasgn’ont pas permis de prouver son

efficacité pour prévenir la transmission sexuedeHlV (141-143).
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3.4. Anti-rétroviraux et prévention de la transmission sexuelle de HIV

3.4.1. Prophylaxie post-exposition

Les antirétroviraux dirigés contre HIV ont rapidemeau-dela de leur intérét thérapeutique,
été mis en avant dans des stratégies de préveadidam transmission sexuelle. La premiére
stratégie utilisant des antirétroviraux, a concdéangrophylaxie post-exposition dans le cadre
des accidents d’exposition au sang ou a un ligbidegique, et des accidents d’exposition
sexuelle (144). Le traitement post-exposition (TRR)ES une exposition sexuelle est ainsi
recommandé dans les 48 heures apres le rappafuer{(145). En France, le TPE sexuelle
est indiqué aprés évaluation du risque, en preeantompte le type de rapport sexuel, le
statut sérologique du partenaire ou son appartenana groupe a risque (partenaires sexuels
multiples, originaire d’'une zone a forte prévalentgager de drogues) (145). Des facteurs de
risque d’acquisition de HIV comme des ulcératiogsitples ou le viol chez le sujet exposé
conduit a la prescription d'un TPE. Les recommaiodat européennes, britanniques et
americaines sont unanimes concernant I'évaluatidividuelle du risque de transmission ou
d’acquisition de HIV avant de débuter un TPE (148)1 Concernant le délai entre le
rapport sexuel et linitiation du TPE, il peut étéendu a 72 heures. Cette stratégie
d’évaluation individuelle du risque est justifiearples études de codt-efficacité, qui avaient
pointé le colt élevé de stratégies plus universellEPE systématique devant tout exposition
sexuelle (149,150). Dans I'ensemble des recommamdataucun TPE n’est recommandeé si
le sujet source est infecté par HIV mais avec urage virale indétectable depuis plus de 6

mois dans le sang.
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3.4.2. « Treatment as Prevention » ou TasP

La corrélation entre la charge virale HIV plasmaéget le risque de transmission a
rapidement suggéré que la réduction de cette charge grace a la thérapie antirétrovirale
permettrait de réduire le risque de transmissiotualée. Une méta-analyse regroupant de
multiples études observationnelles a méme contlabaence de risque de transmission de
HIV par voie sexuelle lorsque la charge viraleslBnplasma sanguin était inférieure a 450
copies/mL (151). Cette méta-analyse ne regroupe dgee études chez des couples
sérodiscordants hétérosexuels (151). L'ére duetraht comme outil de prévention de la
transmission ou « Treatment as Prevention-TasRilera débuté (152). L'essai HPTN 052
figure comme l'essai clinique pilier en matiére TesP. Dans une cohorte de 1763 couples
sérodiscordants hétérosexuels, un démarrage immagi@s le diagnostic de séropositivité,
comparé & une initiation guidée par le compte daphocytes CD4 (350/minselon
I'Organisation Mondiale de la Santé en 2011) dthémapie antirétrovirale hautement active
réduisait de plus de 96 % le risque de transmisaiorpartenaire séronégatif (153). Ces
résultats intermédiaires ont conduit & proposeersémble des participants linitiation du
TARV. Les résultats définitifs dHPTN 052 ont étéhtiés en Juillet 2016. Le traitement
antirétroviral instauré des le diagnostic de sésdpité réduit le risque de transmission de
HIV, cet effet est immédiat et persiste dans lep®ifl54). Les cas de transmission ont été
observés dans les 90 premiers jours de traitenmgimé@moviral chez le sujet index ou aprés
un échec de ce traitement. De plus, un diagnostia ¢raitement précoce réduisent la charge
virale communautaire ainsi que l'incidence de ldadi@ dans une population (155). Cette
stratégie ne peut étre payante que si le dépistsigeystématique. HPTN-052 a apporté une
preuve de concept pour la stratégie de TasP. Die®liniques en conditions réelles sont

actuellement en cours (156,157). L'ONUSIDA a fpbésabjectifs chiffrés pour 2020 :

38



* 90 % des personnes infectées par HIV, dépistées

* 90 % d’entre eux recevant un traitement antirétedvi

* 90 % des patients traités avec une charge virals ldasang indétectable.
Afin d’atteindre de tels objectifs, I'Organisatidiondiale de la Santé (OMS) recommande
un traitement universel depuis 2015. Une telleté&gia ne peut étre efficace sur I'épidémie
gue si le dépistage est effectivement universég thitement débuté dés le diagnostic établi.
Les données épidémiologiques francaises démorguenméme dans un pays industrialisé, il
existe une divergence notable entre le hombre idiithas infectés et le nombre de patients
traités efficacement par traitement antirétrovralitement actif (145). En France, environ 50
% des sujets infectés par HIV recoivent un traiteinaatirétroviral efficace avec une charge
virale sanguine indétectable. Cette proportionéggirement inférieure dans les pays de haute
endémicité comme le Kenya (158) (Figure 8). Das9keys a faible et moyen niveau de vie,
la proportion de patients traités est plus impdeatans les pays a forte prévalence pour HIV
(159). En France, pres de 20 % des sujets infgeédIV ignorent, leur séropositivité et
sont a l'origine de pres de 60 % des nouvellesasoimations (160).
Pour impacter fortement I'épidémie, une stratég@d dsP nécessiterait que plus de 80 % des
patients infectés soient dépistés et traités. mstige devrait étre réalisé tous les ans chez
les plus de 15 ans et le traitement débuté demémastic dans les zones de forte endémicité
(161).
Cette stratégie de prévention apparait dans ledegtaliniques comme l'une des plus
prometteuses, mais elle est conditionnée par uistdge universel, et la réduction du délai
entre I'infection par HIV, le diagnostic et le codle de la charge virale par le traitement
antirétroviral (145). En France, le dépistage ursigks’est heurté a de multiples difficultés,
et le faible nombre de diagnostics établis danspigmilations a faible risque a conduit a

retirer cette stratégie des recommandations aesi€ll45). Les dernieres recommandations
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encouragent le dépistage ciblé dans les populatesplus a risque : migrants, HSH et
milieu carcéral. Ce dépistage peut faire appel &@gks rapides a orientation diagnostique
(TROD) réalisables hors les murs, en particuliensdées lieux de rencontre des ces
populations a risque (145). Raccourcir le délareefd contamination par HIV et le contrble
de la charge virale reste un vrai enjeu, en Frdeadélai médian entre I'infection par HIV et
I'obtention d’'une charge virale indétectable s'@etvencore a 6,1 ans (162). Le délai entre
contamination et réalisation du dépistage impagsttement le délai entre contamination et
obtention d’'une charge virale indétectable.

A I'échelle individuelle et a long terme, le TARVud partenaire séropositif réduit le risque
de transmission au partenaire séronégatif maisétienine pas compléetement. Dans une
récente étude, le risque de transmission a cowmyemet long terme de HIV dans un couple
sérodiscordant a été modélisé en fonction desegiest utilisées (utilisation du préservatif,
traitement du sujet infecté, combinaison du tragetrdu sujet infecté et de I'utilisation du
préservatif) (163). A moyen et long terme, maldudilisation de stratégies combinées, le
risque d'infection du partenaire séronégatif ne ldenpas nul (163). Plusieurs facteurs
peuvent expliquer les quelques échecs comme la axtimentation de HIV et I'existence
d’un réservoir de HIV dans le tractus génital.

De plus, il est important d’observer que la plupdes études cliniques de TasP se sont
attachées a des couples sérodiscordants, le pliversohétérosexuels (plus de 90 % dans
'essai HPTN 052) (153). Le risque accru d’infentipar HIV au cours des rapports anaux
réceptifs, la prévalence plus importante des irdastsexuellement transmissibles, comme la
syphilis chez les HSH, conduit a craindre une ma@refficacité de cette stratégie dans cette
population. Dans I'étude internationale Partnemtdbjectif est d’évaluer I'impact d’'un
TARV sur le risque de transmission dans un couplediscordant, cette stratégie est trés

efficace dans les couples hétérosexuels, mais Hmaoi#é est plus incertaine chez les
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couples HSH (164). Afin déclaircir ces résultatyyn deuxieme volet de

I'étude intitulé « Partner 2 » sera poursuivi juieq 2017chez les couples HSH.

120
100
80 uPVVIH
E Diagnostiquées
60
“ Suivies
U Traitées
40
L CV controlées
20
France Comté de Ndhiwa

Figure 8. Cascade de prise en charge de l'infectigrar HIV en France et dans un comté du Kenyadlaprés Superviet
al. The spectrum of engagement in HIV care in Frastengths and gaps.2Conference on Retroviruses and
Opportunistic Infections 2013 et Mamanal. (158)). (Charge virale contr6lée: CV HIV <40 cegfimL pour la France,
<1000 copies/mL pour le Kenya. PVVIH : personnesnt avec le VIH.).
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3.4.3. Antirétroviraux et Prophylaxie pré-exposition (PrEP)

Avec 6000 nouvelles infections par jour dans le deres stratégies de prévention de la
transmission sexuelle de HIV doivent étre combinéasPrEP utilisant des antirétroviraux
constitue une approche intéressante. Les premiedeles chez les primates ont permis
d’établir que I'administration de ténofovir dispibXumarate et d’emtricitabine avant
I'exposition était efficace pour réduire le risqie transmission de HIV par voie génitale et
rectale (165). Le premier essai clinique a été ipubh 2010 avec I'étude CAPRISA 004
(166). Cette étude menée en Afrique du Sud avait pbjectif d'évaluer I'efficacité d’'un gel
topique de Ténofovir 1%, appliqué au niveau vagibas résultats présentés a I'International
AIDS Society (IAS) en Juillet 2010 étaient impressiants en comparaison aux données
habituelles des études de prévention de la trasgmisLe risque d’infection par HIV était
réduit de 39 % dans le groupe utilisant le gelselde tenofovir. Dés cette premiére étude, le
lien entre observance et efficacité des stratédgeBrEP semble établi. L'efficacité de cette
stratégie atteint 54 % dans le groupe de femmes ladrservance est la plus importante et
descend a 28 % dans le groupe de femmes avec he@lbee la moins bonne (166).
L'utilisation d'un gel vaginal se justifie par dedonnées pharmacologiques, les
concentrations vaginales de ténofovir obtenuessayme prise orale sont moins importantes
gue les concentrations observées apres I'applicatipgel de ténofovir a 1 %, évalué dans
cette étude (167). Depuis les études de PrEP sépheaut, leurs principaux résultats sont
présentés dans le tableau 7. L'efficacité de cestégfies de PrEP varie en fonction des
études. Les études objectivant la plus grandeagffie ont été conduites chez les HSH. Cette
stratégie semble moins efficace chez les femmassiquirs explications peuvent étre
avanceées : moindre diffusion du TDF dans la muqeewsinale que dans la muqueuses

anale (168), moindre perception du risque, cragi@da stigmatisation (169). L'observance

42



est un élément clé de la PrEP (Figure 9). De pdudors d’évaluationsn vitrocertains
microbicides apparaissaient efficaces, le spermepg@aticulier du fait du SEVI) semble
réduire I'activité de ces composés (antirétrovirmuxdes anticorps neutralisant) appliqués
localement, expliquant en partie des résultatsomadiscordants chez les femmes (170).
Seule I'activité du maraviroc semble préservée dansontexte (170).

Dans un couple sérodiscordant, le risque de treassom persiste dans les 6 premiers mois de
traitement antirétroviral du sujet infecté (171)n#, la PrEP peut aussi étre envisagée en
association a une stratégie de TasP. Dans une é@nudeite au Kenya et en Ouganda dans le
Partners Demonstration Project et présentée a @IE@R 2015, l'utilisation du TDF+FTC
chez le partenaire séronégatif d’'un patient infeeteHIV traité depuis moins de 6 mois par
ARV réduit le risque de transmission de 96 % (1Tds résultats, obtenus dans des pays de
haute prévalence avec une cohorte constituée & 88 femmes, sont encourageants. Dans
cette situation, la PrEP est utilisée en attent#apleine efficacité du traitement antirétroviral

chez le partenaire séropositif.
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Figure 9. Corrélation entre observance et efficadét dans les principales études de PrEP.
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La plupart des études de PrEP reposent sur lafiitis de I'association d’antirétroviraux :
ténofovir et emtricitabine. Des essais sont acosdint en cours avec la rilpivirine en
particulier lorsque celle-ci est administrée paieviojectable et a longue durée d’action. Le
maraviroc, un antagoniste du récepteur CCR5, esledgnt en cours d’évaluation dans
plusieurs études. De méme, le cabotégravir, unbiteir d’intégrase qui sera aussi
disponible par voie injectable et a longue duréctibin, est testé dans des essais pour le
moment essentiellement de pharmacocinétique.

L’'observance aux PrEP utilisant des antirétroviragkextrémement variable en fonction de
la population a risque traitée. Les résultats sentbéxcellents chez les HSH et beaucoup
moins bons chez les femmes africaines. Des stestélgasées sur d’autres molécules
(antirétroviraux et composés non spécifiques d’HBY) d’autres mode d’administration
(anneau vaginal, hydrogels, nanoparticules, filmmemprimés) pourraient limiter les
difficultés d’observance (173).

La PreP est aujourd’hui recommandée chez les H®ldoréant des rapports sexuels non
protégés avec des partenaires multiples ou aveamtésédents d’IST, chez les personnes
vulnérables ayant des rapports sexuels a risqeleeetles personnes transgenres.

La PrEP basée sur les antirétroviraux pose plusiguestions. Cette stratégie est-elle codt-
efficace ? La relation co(t-efficacité de la PrEBuatout été évaluée dans des populations
d’'HSH a haut risque. Dans cette population, cettatégie semble colt-efficace, en
particulier lorsqu’elle est limitée aux HSH en clauavec un sujet séropositif pour HIV
(174). Qui seront les prescripteurs d’'une tellatségie ? Quels seront les effets secondaires
de ces médicaments hautement efficaces prescdes sujets sains ? Il a été montré que
I'exposition au ténofovir en PrEP est associée@haisse du débit de filtration glomérulaire
(175). D’autre part, quel sera l'impact de la PrEf I'émergence de résistance aux

antirétroviraux, en particulier lorsque le traitethesera poursuivi au cours de laprimo-
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infection en cas de transmission ? Des donnéedsitance ont été recueillies chez les sujets
ayant présenté un séroconversion HIV au cours uteplarticipation a I'étude Partners PrEP
(176) . Une résistance a I'emtricitabine (FTC) (MY8 a été décrite chez 57 % des sujets
ayant recu l'association TDF/FTC, alors que le rwage pharmacologique était en faveur
d'une observance (176). Quelle sera I'observanceierréelle et a trés long terme des
sujets (177)?

Enfin, les antirétroviraux auraient une efficacit@riable sur la transmission de cellule a
cellule de HIV qui pourrait étre 'un de modes densmission du virus associé aux cellules
au cours de la transmission sexuelle (178). De plipose la question de la transmission des
autres IST et du virus de I'hépatite C chez les HSH

En somme, compte-tenu de leurs limites, I'efficaaitajeure de stratégie comme le TasP
oula PrEP ne doit pas pour autant faire oublieriteéréts de stratégies vaccinales ou

d'immunothérapie.
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Etude Molécules évaluées Année de Population étudiée Réduction du Observance Echec/ réussite
publication risque
Caprisa 004 TDF gel 2010 FemmesAfrique du Sud 39 % 70 % Réussite
(166)
Iprex (179) TDF-FTC oral 2010 HSH et femmes transgenres 44 % Echec (objectifs non atteints)
FEM- TDF-FTC oral 2012 Femmes Afrique du Sud, Kenya et 6 % <40 % Echec
PreP(180) Tanzanie
Partners PrEP ~ TDF oral 2014 Couples sérodiscordants 67 % 92 % Réussite
(181) TDF-FTC oral Hétérosexuels en Ouganda et Keny@5 %
62 % d’hommes

Voice (182) TDF oral 2015 Femmes Afrique du Sud, Ougandza -49 % 25230 % Echec

TDF-FTC oral Zimbabwe -4,4 %

TFV gel 14,5 %
Proud (183) TDF-FTC oral 2015 HSH au Royaume-Uni 86 % 88 % Réussite
Ipergay (184) TDF-FTC oral 2015 HSH en France 86 % 72-80% Réussite

Intermittente
Aspire (185) Anneau vaginal de 2016 Femmes 27 % 60 a 80 % Efficacité variable dans les différents

dapivirine

Malawi, Afrique du Sud, Ouganda

et Zimbabwe

groupes d'age

Tableau 7. Principales études de prophylaxie pré-gwsition faisant appel a des antirétroviraux(TFV : ténofovir, TDF
ayant des rapports sexuels avec les hommes).

: ténofovir disoproxil fumatey FTC : emtricitabine, HSH : hommes
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3.5. Anticorps et vaccins pour prévenir la transmission sexuelle de HIV

3.5.1. Vaccins
L’infection par HIV est une infection avant tout queuse. Le premier contact entre HIV et
les cellules cibles se fait a ce niveau. La muga@éhitale ou anale doit donc constituer le
premier rempart a I'infection par HIV. L’absencettiérapie curative contre HIV a conduit a
ce que la recherche d’'un vaccin débute rapidenmeais plus de 30 ans apres la découverte
de HIV, aucun candidat vaccin n'a atteint les sewlefficacité fixés dans les études
cliniques.
Les sujets HENI, les patients dits « Elite conewl», capables de maintenir une charge
virale indétectable en I'absence de thérapie dniwiale, et les patients non progresseurs a
long terme constituent des modeles de protectidmrelle. Comprendre les mécanismes de
leur résistance a l'infection est un élément priedr au développement de stratégies
vaccinales. Les mécanismes de résistance mis dar@é dans ces populations particulieres
sont présentés dans le tableau 8. Une autre paputié patients reste a mieux caractériser :
les controleurs post-traitement. lls ont été idergtides 2010 au sein des patients ayant recu
un TARV deés la phase de primo-infection (186). itrruption de celui-ci, ces patients ne
développent pas de rebond virologique et leur vésecellulaire de HIV est tres limité. On
estime que prés de 15 % des patients traités eropnfection pourrait étre des contrbleurs
post-traitement (187).
Les sujets HENI ont rapidement constitué un gradipgérét pour identifier des corrélats de
protection, vers lesquels la vaccination devraidte. La résistance a l'infection par HIV
chez des prostituées kenyanes a été décrite en(1889% Plusieurs mécanismes semblent en
cause, le premier décrit est une mutation homozeyglt gene codant pour le récepteur
CCR5 : mutationA32 CCR5 (189). Cette mutation reste rare chez lgstssnoirs et ne

constitue donc pas le seul mécanisme protecteur lgseprostituées kenyanes. Plusieurs
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études ont montré un réle protecteur d’lgA présentae spécificité vis-a-vis de certains
épitopes du virus et capables de neutraliser dacaépn, et/ou étant capables d’inhiber la
transcytose de particules virales (89-96,100) €tabl8). De méme, l'infection par HIV
conduit chez une minorité de patients dits « Bllautralizers » a la production d’anticorps
neutralisants dans un délai rapide apres la con&timn (190). Ces anticorps neutralisants
agissent sur une grande diversité de souches sjiratmtrairement a ceux isolés de sujets
chroniguement infectés. Ces anticorps d'intérétrigoent étre utilisés en prévention de la
transmission sexuelle de deux fagons : une immtiorsaite passive par transfert par voie
générale ou locale d’anticorps neutralisants, oualecination, dont I'objectif est d’obtenir
une production prolongée d’anticorps neutralisaat lfindividu. L’association d’'un vaccin
ALVAC-HIV (Vecteur Canaripox exprimant la protéi@ag d’'un sous-type B et de la gp120
d'un sous-type recombinant CRF01-AE) au vaccin AMBX constitué d’'un antigéne de
type gpl120 d'un virus de sous-type B dans I'eseapliase 11l RV144, est & ce jour la seule
combinaison ayant démontré une efficacité parti@d). Il s’agit de la plus grande étude de
phase 1l de vaccins préventifs contre linfectigar HIV. Elle a permis de mieux
appréhender les facteurs de protection ou de ristudinfection par HIV sur le plan
immunologique. En particulier, le facteur génétidleA A02 et le polymorphisme des génes
codants les Fc récepteurs contribuent a une pratedians cet essai (105). Les travaux
complémentaires ont montré que l'activité neuteadts des Ig dirigées contre HIV obtenues
aprés vaccination n’était pas le facteur majeur ptdetection (192). Les corrélats de
protection, observés dans les études ancillaioed,essentiellement le développement d’'lgG
dirigées contre les régions V1-V2 de la gpl120 etdpacité des IgG a médier une activité
ADCC (193). Au décours de cet essai, la présenstémsyque d’IgA dirigées contre

'enveloppe de HIV était associée a une réductier’efficacité vaccinale, et I'hypothéese
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retenue sera celle d’'une compétition entre ces égAes IgG capables de médier un
cytotoxicité des cellules NK sur les cellules oifes (193).

Plusieurs vaccins font I'objet d’études de Phags I]. Ces études mesurent la capacité des
vaccins a étre immunogénes mais n’en évaluent 'pffcdcité a partir d’'un critéere de
jugement dit « dur » : la réduction du risque dgtfon par HIV. Une étude de phase llI
(HVTN 702), dont I'objectif est d’évaluer la rédiant du risque, va débuter en Afrique du

Sud fin 2016 (donnéegww.avac.org,.
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Sujets non progresseurs a long terme

Sujets « Hitontrollers » Sujets hautement exposés non infectés

Définition

Facteurs virologiques

Facteurs génétiques

Roéle de 'immunité innée

Role de 'immunité humorale

Role de 'immunité adaptative

CD4 durablement > 500 /nim

Charge virale HIV < 10 000 copies/mL en I'absenedrditement
Progression lente et retardée vers le stade SIDA

Infection par des souches moins virulentes ou nautaprécoce au
décours de linfection conduisant a une réductices ccapacités
réplicatives du virus

Polymorphisme de MIP«], CC3L1, RANTES, APOBEC

Impact du polymorphisme des Toll Like récepteurdymorphisme de
Mannose-binding Lectin
Faible role des anticorps neutralisants mais miseé\ddence d’'une

population d’ « Elite Neutralizers »

Mutation hétérozygota 32 CCR5
Polymorphismes génétiques des co-récepteurs CCR2
Réle des lymphocytes T cytotoxiques (Patient HLAZB®u HLA-

B27)

CD4 durablement > 500 /mim Sujets qui demeurent séronégatifs malgré des diqusiépétées
Charge virale HIV < 50 copies/mL en 'absence dé&e¢ment
Progression possible et parfois rapide vers leesBiBA
Infection par des souches moins virulentes ou nautaprécoce au
décours de linfection conduisant a une réducties dapacités
réplicatives du virus
Polymorphisme de MIP«, CC3L1, RANTES, APOBEC
Forte concentration de protéase au niveau de laieusg génitale

féminine : Lactoferrine, secretory leukocyte preahibitor

Maintien du niveau de cellules dendritiques Roéle des cellules dendritiques au niveau muqueuie Rles
Réle des Cellules NK cellules NK au niveau muqueux

Faible réle des Anticorps neutralisant IgA neutralisantes dirigées contre HIV

Activité ADCC ? Inhibition de la transcytose par les IgA

Augmentation de 'ADCC par les IgG

Maintien des capacités de prolifération des LymptexCD4 ? Mutation homozygoteé 32 du co-récepteur CCR5
Maintien des Lymphocytes T-Régulateurs ? Prolifération de lymphocytes CD4 au niveau de laquause
Mutation hétérozygota 32 CCR5 génitale

Roéle des lymphocytes T cytotoxiques (Patient HLA?BBu HLA-  Réponse lymphocytes T cytotoxiques au niveau deudgueuse

B27) liée a I'exposition a risque

Tableau 8. Facteurs identifiés comme protecteurs €fz les patients non progresseurs, « elite contralge» et HENI (d’aprés Poropatich et Sullivan (194) , Blanksbale(195), Poudrier et

al. (196))
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3.5.2. Anticorps monoclonaux
Obtenir une réponse immunitaire efficace et surtteg anticorps neutralisants inhibant la
majorité des souches de HIV transmises sembleitiffiNéanmoins, 'immunisation passive
a partir d’anticorps neutralisants constitue urgtepen terme de prévention. Les principales
cibles des anticorps neutralisants sont les soilésugpl120 et gp4l de la glycoprotéine
d’enveloppe, dont la grande variabilité est a fore de la diversité génétique des souches de
HIV. Peu danticorps présentent un large spectre ndatralisation vis-a-vis d'isolats
primaires. Les principaux anticorps monoclonauxsgdant ce type de caractéristiques sont
présentés dans le tableau 9. A 'heure actuelhés t’entre eux sont en cours d’évaluation
chez 'hnomme dans des stratégies d'immunisatiosipagessentiellement essai de phase | et
II) : VRCO1 dans I'essai HVTN 703, 10-1074 essai MO885, et enfin P2G12 essai CRC
282 (données clinicaltrials.gov). Les anticorps @€l le 2F5 ont également été évalués chez
’lhomme dans des études de phase | essentielldd®it Dans des modeles de primates non
humains, certains de ces anticorps ont été évanésombinaison en prévention de la
transmission sexuelle de HIV (198,199).
Ces anticorps sont spécifiguement dirigés contr&/ Ht les épitopes cibles sont
essentiellement la gpl120, et la région MPER depélg Cependant, d’autres stratégies
peuvent étre envisagées, notamment [utilisatioanticorps interférant avec les co-
récepteurs de HIV a la surface des cellules cifi¥SR5et intégrinendfi7 en particulier).
Cette approche a été évaluée récemment dans udanmodéaque en utilisantune eCD4-IgG
combinée a un sulfopeptide mimant le co-réceptdDRE (200). Cette construction a été
insérée dans un vecteur adénovirus puis adminiatl@enacaques. Ces derniers ont ensuite
recu 6 injections par voie intraveineuse de virgose croissante. Aucun macaque traité n'a
développé d’infection par SIV contrairement a 4 ataes controles. L'avantage de cet

anticorps est un effet neutralisant sur de nombrisolats primaires compte-tenu de sa
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capacité a se lier a une zone conservée de la gplR@e capacité de neutralisation a faible
concentrationln vitro, cet anticorps a montré des capacités de neutralisstipérieures aux

anticorps monoclonaux habituellement utilisés : ,2FBRC01, 10E8 (200). Par ailleurs, un
anticorps monoclonal dirigé contre I'intégrindp7 semblerait, toujours dans un modeéle
macaque, réduire le risque d'infection aprés chgheviral par voie vaginale, et, en cas
d’infection, impacter la taille du réservoir cellire de HIV en particulier au niveau de la

muqueuse digestive (201).

Anticorps Site de reconnaissance de  Dépendance des sites de Pourcentage des isolats primaires
HIV glycosylation de la gp neutralisés

B12 gp120 non 48 %

PG9-PG16 gpl120 oui 70-80%

4E10 gp41 MPER non 96 %

2F5 gp41 MPER non 58 %

VRCO01 gp120 non 90 %

10E8 gp41 MPER 98 %

2G12 gpl120 oui 27 %

Tableau 9. Principaux anticorps monoclonaux a largspectre dirigés contre HIV(d'aprés Hefferon (202))
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Objectifs de cette these
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Ce travail de these est dans la continuité de travdédiés a la visualisation et la
modélisation de l'infection par HIVde la muqueusenm et pluristratifiée génitale féminine
et d’études sur le réle du sperme dans la trangmiss

Dans ce contexte et dans un premier volet, congie-tles éléments plaidant pour une
transmission de virus associé aux cellules, nongasagouhaité évaluer la compartimentation
de HIV dans le sperme, et en particulier dansders®ir cellulaire. A I'ére du TasP, évaluer
la dynamique de ce réservoir cellulaire sousdnaént antirétroviral efficace nous semblait
important. Dans un second volet, alors que plusigavaux au GIMAP se sont intéressés a
'effet de certains composants du plasma séminail@, TGF-31) sur la transmission
sexuelle de HIV (111,120), nous avons cherché &uéwée role facilitateur (augmentation
de la transcytose de particules virales) et/ouggtetr (neutralisation ou effet ADCC).

Cette thése a été réalisée au sein du groupe Inéndes Mugueuses et Agents Pathogénes
(EA 3064) de I'Université Jean Monnet, PRES Ursitérde Lyon. La compréhension des
mécanismes de transmission sexuelle de HIV, I'étleléa réponse immunitaire mucosale
vis-a-vis de cet agent et I'évaluation de stratgie prévention (substances a visée
microbicide, immunothérapie et vaccination par vaiqueuse) sont d’importantes

thématiques développées au sein du groupe.
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Patients et méthodes



Population étudiée

Les travaux de cette thése ont été réalisés a parfprélevements de sang et de sérum de
patients infectés par HIV ou de sujets considéx@eges non infectés.

Les patients infectés par HIV ont été inclus aipae la cohorte de patients suivis dans le
service de Maladies Infectieuses et Tropicales HlW @e Saint-Etienne (Pr Lucht). L’étude
était proposée a 'ensemble des sujets de sexallimda période d’inclusion s’est étendue
de 2009 a 2014. Le consentement écrit des patétais recueilli. L’étude a recu l'avis
favorable du CPP Sud-Est I. Le seul facteur digsion était I'incapacité a recueillir le
consentement du patient (patient sous protectiogigue).

Le sperme de sujets non infectés par HIV mais eégp@sovenait de sujets inclus dans
I'étude Ipergay, dans le centre investigateur denL{Pr Chidiac, Dr Cotte). L'étude Ipergay
est une étude clinique dont I'objectif était d’é@wa I'efficacité d’une prophylaxie a la
demande par Tenofovir disoproxil fumarate et enéiine chez des HSH a risque élevé
d’infection par HIV. Il s’agissait d'une étude mia&ntrique, randomisée en double aveugle.
Le risque élevé d’infection par HIV était retenusigue les sujets rapportaient au moins
deux rapports sexuels anaux non protégés dans desnéers mois avant I'inclusion. Les
participants a I'étude Ipergay rapportaient en mogeune dizaine de rapports sexuels dans
les 4 semaines précédant l'inclusion et 8 partesasexuels difféerents dans les 2 mois
précédant linclusion. Nous ne disposons pas denéks spécifigues concernant les
participants a Ipergay dont les prélevements densét de sperme ont été utilisés dans

notre travail.
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Méthodes

1. Echantillons

Le sang a été recueilli par ponction veineuseifenyd mL) dans des tubes contenant de
'EDTA. Les PBMC et le plasma sanguin ont été sépallu sang total par gradient de
densité (Ficoll Lymphoprep ®Abcys, France). Le plasma sanguin a été recuadllisd
certains cas apres une simple centrifugation (4§@&ndant 10 min).

Les différentes fractions du sperme ont été sépaf@eermatozoides, NSMC et plasma
séminal) par un gradient de densité Puresperm®a(dia, Suede) apres centrifugation (400
X g, 20 min). Les NSMC ont été dénombrées sur d#dales de KOVA sous microscope
optique, puis aliquotées par million de cellulesouP certains sujets, une simple
centrifugation du sperme a été réalisée pour récattiguement le plasma séminal (400 x g,
20 min).

L’ensemble des prélevements ont été conserves @ {@nhdant toute la durée de I'étude.

2. Biologie moléculaire

L’ARN viral a été quantifié par RT-PCR en tempsl dans le plasma sanguin, le plasma
séminal et le surnageant de culture cellulaire g@cotocole Abbott m2000 real-time HIV-
1 assay (Abbott molecular, Rungis, France).

L’ARN intracellulaire a d’abord été extrait a parti’aliquots de 10 cellules (PBMC,
NSMC) a l'aide de la trousse RNeasy Mini Kit (Qiag€ourtaboeuf, France) puis quantifié
en utilisant la trousse Biocentric Generic HIV Virnaoad assay (Biocentric, Bandol,

France).
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Afin d’évaluer l'activité de I'ARN HIV intracellulae, TARNmessager déat/rev/nefa été
amplifié par RT-PCR en deux étapes. Le gene d&dibineétait utilisé comme contrble
interne cellulaire. La taille des produits de POReaus était respectivement de 402, 219,
225 et 203 paires de bases p@tjrev,nefet 3-globineg(203).

L’ADN total de HIV a été extrait des PBMC et NSMCpartir d’aliquots de Focellules
grace au kit QlAamp® DNA mini Kit (Qiagen). La régi Long Terminal Repeat (LTR)
été quantifiée d’apres le protocole décrit par ¥iat al. (204). Une gamme étalon a été
utilisée pour établir la courbe standard a parime dilution en série de cellules 8E5
(cellules lymphoblastiques intégrant une copie @ par cellule). Le seuil de détection de
cette PCR en temps réel a été établi & 100 coph&N\d10° cellules. Lorsqu’un signal était
détecté en PCR mais en dessous de la valeur ketékultat était rapporté comme détecté
mais non quantifié.

Afin de quantifier 'ADN HIV intégré, une PCR nickéen temps réel détectant les
séquenceslu-LTR a été réalisée sur un automate Light Cyclevctie Applied Science)
selon le protocole développé par le laboratior®idelogie du CHU de Toulouse (Dr Sauné,
Pr Izopet). La premiére PCR a été réalisée a pdiAIDN extrait dilué au 1/58" dans 20
pL d’un mélange de réactifs contenant les amorers E-M667 a la concentration de 100
nM et une amorce Alu primers a la concentratior3@@ nM. Le produit de cette premiére
PCR a été dilué au 1/4% dans une mélange contenant des amorces sens Lansio@anM

et antisens AAS5 M a 500nM associé a une sondgbddation LTR FL & 500 nM. Le
nombre de copies d’ADN intégre a été déterminérérmune gamme de dilutions en séries

d’'un standard d’ADN HIV-1 intégré préalablement ii@05).
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3. Cullture des NSMC de sujets infectés

Afin d’évaluer la capacité réplicative de HIV-1 ¢enu dans les NSMC, nous avons cultivé
les fractions de NSMC isolées a partir de 3 sperfdétectés positifs pour 'ADN total et
intégré de HIV). Les cellules ont été cultivéesgaant 7 jours dans un milieu contenant du
RPMI et du sérum foetal bovin & 10 %, et un mélaaigatibiotiques. Les NSMC ont été
activés a JO avec de la Phytohémagluttinine A (®lLyy/ de l'interleurkine 1 (100pg/mL) et

du récepteur a l'interleukine 2 (50 U/mL). Le miliétait remplacé quotidiennement. A J7,
les surnageants ont été récoltés et la charge -1 a été mesurée dans ces surnageants

par RT-PCR.

4. Quantification des cytokines

Afin d’évaluer lI'impact de I'environnement inflamnoére sur le réservoir viral, les
cytokines suivantes : GM-CSF, IB1IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, TNF-a et IL-10 ont été dosées
dans le plasma séminal et le sang par Bio-Plex@&yASystem (BioRad, Marnes la

Coquette, France).

5. Dosage des antirétroviraux

Dans la premiére partie de cette thése, nous asloerehé a évaluer le réservoir viral de
HIV dans le tractus génital masculin de patientstidant leur charge virale sanguine sous
TARV. Nous avons donc pris en compte la diffusias dntirétroviraux dans le tractus
génital masculin en rapportant la concentration urées dans le plasma séminal a la
concentration mesurée dans le sang au méme mobesntoncentrations d’antirétroviraux

ont été mesurées dans le sang et le plasma sép@ndahromatographie Liquide Haute

Performance couplée a la Spectrométrie de Massbo(atire de Pharmacologie, Dr
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Gagnieu, CHU de Lyon). Les concentrations mesudzes le plasma séminal ont été

comparées aux concentrations minimales efficacisie® dans le sang.

6. Immunoglobulines dirigées contre HIV dans le plasma sanguin et le plasma séminal :

identification, quantification, purification

La spécificité des immunoglobulines A, G, et M aisisde la gp120, gp41, p31, p24 et pl7
a été recherchée par ImmunoBlot, en utilisant dasse commercialdlew LAV Blot |
Biorad (Marnes la Coquette, France). Ces protosolgsadaptés pour détecter les anticorps
de type IgG. Pour les IgA et les IgM, nous avorisatun conjugué anti-lgA humaine et
anti-lgM humaine de chevre, couplé a la phosphatésaine (MP biomedical, lllkirch,
France).

Les IgG et les IgA ont été dosées dans le plasmgusa et le plasma séminal par une
techniqgue ELISA « maison ». Une courbe étalon aé&ésée a partir d’'un pool de sérum
dont le dosage des IgG, IgA avait été réalisé pathade standardisée au Laboratoire de
Biochimie du CHU de Saint-Etienne (ELISA Automajisé

Les IgG et IgA du plasma séminal ont été purifiédans le méme temps, sur billes
magnétiques composées de protéine G (Thermosaentikirch, France). Le plasma
séminal a été dilué au ¥ avant d’étre purifié. dredement de la purification a été évalué par
ELISA en comparant la quantité d’'lg obtenue dagtudit avec la quantité d’'lg dans le

plasma séminal avant purification. Le rendemenballa été de I'ordre de 80 %.
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7. Transmigration des IgG et IgA présentes dans le plasma séminal

Nous avons évalué la capacité des immunoglobuéinesverser un épithélium monocouche.
Ces cellules HEC-1A permettent de réaliser un neod@émplifié d’épithélium génital
féminin monocouche. Elles ont été cultivées aveendieu Mc Coy, avec 10 % de serum
foetal bovin et des antibiotiques. Les cellules HECont été déposées sur des filtres
disposés au sein de plaques 6, 24 a 96 puits kelo@nipulation. La transmigration a été
évaluée dans deux conditionsde pH : neutre a Zgdé¢ a 6 (pH observé au niveau vaginal).
Des IgAl, IgA2, et IgG couplées a une luciférasen(apécifiques de HIV), précédemment
décrites pour leur capacité a franchir une mondeewellulaire par transcytose (Invivogen,
Toulouse, France) ont été utilisées dans un preramps (206). Ces immunglobulines ont
été placées au niveau du pdle apical, puis la lestence a été évaluée dans le milieu basal
et le milieu apical aprés 24 heures de contacedgtet cellules HEC-1A. La luminescence
étant corrélée a la concentration des Ig, le rap®iconcentration entre pble apical et pble
basal a été établi afin d'évaluer le pourcentaggsdayant traversé la monocouche.
L'intégrité de cette derniere a été évaluée de dagrns difféerentes : (1) mesure de la
résistance électrique transeépithéliale avant etsapransmigration, (2) utilisation de billes
fluorescentes de 0,2 um. Nous avons, dans un seéeonp$, effectué la méme manipulation
en ajoutant du plasma séminal de sujets infectésipacontenant des Ig G et de des IgA
spécifiques de HIV afin de mettre en évidence uentuel effet de compétition entre les
IgA1l, IgA2 et IgG et les Ig du plasma séminal. Danglernier temps, nous avons realisé la
méme manipulation de transcytose, en utilisant ldsnpa séminal seul. La révélation des
Igs du plasma séminal ayant transmigré a été égapar western blot a partir des milieux

recueillis au pole basal et au p6le apical.
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8. Test de Neutralisation

L’effet neutralisant des anticorps du plasma séhangté évalué sur des cellules reportrices
TZM-bl et en utilisant deux pseudovirus, I'un awectropisme pour le co-récepteur CXCR4
(LAI), dilué au 1/1000, le secondprésentant un isioe pour le co-récepteur CCR5
(SF162), dilué au 1/600. Les manipulations oneffigctuées a partir de 3 pools d’anticorps.
Le premier était constitué d’'lg purifiés provenagi plasma séminal de 6 patients
chroniquement infectés. Le deuxieme était compaséldsmas séminaux de 4 patients
HENI. Le troisiéme était constitué de 2 plasmaiséox de patients HENI, contenant des
IgA mis en évidence par western-blot . Apres intwbades cellules & 37 °C pendant 48
heures en présence du virus et des anticorps,niindéscence a été mesurée dans les
surnageant a l'aide d’un luminometre, (BertholdleAlagne). Nous avons retenu un effet
neutralisant lorsque nous observions une réduct®B/3 au moins de la luminescence par

rapport au controle (cellules +virus).
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Résultats
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Article 1. Persistent but not replicating HIV-1 cell-associated
DNA in semen of long-term ART experienced men
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Persistent but not replicating HIV-1 cell-associatd DNA in semen of
long-term ART experienced men

Amandine Gagneux-Brun8f Dorsaf Nasfi®, Rachel Terras&k Karine Saurfé Marie-
Claude Gagni€iiAnne Frésarty Olivier Deleza§, Jacques Izop&tBruno Pozzetft’,
Frédéric Luctt®and Thomas Bourl&t

& Groupe Immunité des Muqueuses et Agents Pathog@héaP EA3064, CIC1408, Université de Saint-Etienne,
Université de Lyon, Saint-Etienne, Francervice de Maladies Infectieuses et Tropicales, tt€ehospitalo-
Universitaire, Saint-Etienne, Franctervice des Agents Infectieux et d’Hygiéne, Centrgpitalo-Universitaire, Saint-
Etienne, FranceINSERM U1043, Centre de Physiopathologie de Toel#uspan, Toulouse, Franc8;aboratoire de
Pharmacologie, Centre Hospitalo-Universitaire deohyFrance. tParticipated equally to this work

Background. The semen of HIV-1 infected men represents thewedtor of HIV-1 spread following sexual
transmission of cell-free or cell-associated viso®bjective. The present study aimed to assess the impact
of HAART on HIV-1 RNA/DNA and on inflammatory endnment in the semen of long-term HAART-
experienced men. Methods: Forty-five paired samples of semen and blood wareined from 37
consenting men, 10 untreated and 27 under HAAR®Bod@land seminal HIV RNA and DNA loads were
guantified by the Abbott RealTime m2000rt assay andin-house real-time PCR protocol, respectively.
Tat/rev/nef intra-cellular mRNA was tested by qtadive PCR. Interleukin (IL)f}, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8,
IL-10, GM-CSF and TNE were quantified in 20 paired samples by Bio-ples®ayResults:No semen was
found HIV RNA positive in men under HAART. Twentixspercent of semen samples from HAART-
experienced men remained positive for HIV DNA. SeahiHIV DNA was significantly associated with the
duration of infection and the HIV DNA load in bloodo seminal mononuclear cells were found positbre
intracellular HIV RNA in HAART experienced men. Alie tested chemokines exhibited significantly kigh
concentration in semen than in blood in both tebadéed untreated men. No effect of HAART on
cytokines/chimiokines loads was observ€dnclusion. These results demonstrate the efficacy of HAART
on the reduction of seminal RNA HIV-1 loads destthie persistence of local inflammation. Moreoverpur
hands the seminal cell-associated virus reservag mot reactivated in an inflammatory environment.

Keywords: HIV-1; semen; viral load; antiretroviral therapyt\HDNA; genital tract.

1. INTRODUCTION behavior, and, recently, cannabis use in men wive ha

. . sex with men (MSM) [11-13].
Worldwide, semen represents the main vector for
HIV-1 spreading. It is well established that thekrbf The effect of HAART on seminal HIV DNA reservoir
sexual transmission is associated with a high bloodhas been poorly investigated. Nevertheless, thig [
HIV-RNA load [1]. In serodiscordant couples, thelga crucial since several studies have recently sugdest
treatment of the infected partner reduces dramibtica that seminal cell-associated particles are prefiaign
the risk of HIV-1 transmission [2]. The succesghi$ transmitted through the cervicovaginal mucosa [5}—1
so-called "treatment as prevention” (TasP) strategy

: At the era of TasP combined to an early initiatafn
may be related to the efficacy of HAART on the o : .
reduction of HIV RNA viral loads. However, HAART, it is essential to evaluate the efficacy of

; : : ; longed therapy on HIV shedding in semen Our
discrepancies between blood and seminal HIV viral pro . .

loads are reported in different clinical studies, ‘;tIL\ﬂy alrgegl\}zassgss thef;mpacttof HAART on H,:V'l
suggesting the existence of intermittent sheddifhg o an » and on inflammatory environment in

HIV-1 in semen, related to a local replication et the semen of long-term treated men.

genital reservoir [3-10]. Several factors have been<address correspondence to this author at the GIMAPoupe
associated with a persistence or a reactivatioHof Immunité des Muqueuses et Agents Pathogénes, Eaalst
replication in semen, namely sexually transmitted médecine J. Lisfranc 42023 Saint-Etienne, Cedex Beance;
infections (STI), genital inflammation, high-rislexs
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Tel/Fax: +3-347-742-1467;
thomas.bourlet@chu-st-etienne.fr

2.1 Patients

+3-347-742-1486 E-mail:

Thirty-seven consenting HIV-1 infected men followed
at the Infectious Diseases Department of the Usityer
Hospital of Saint-Etienne were enrolled. The folilogv
criteria were collected: age, clinical stage, roofe
transmission, duration since the diagnosis of HIV-1
infection, duration of HAART, history of STI.

2.2 Methods
2.2.1. Samples

Forty-five paired samples of semen and blood were

obtained. Semen was collected by masturbationanto
sterile container after at least 24h of sexualinbste.

Three men gave sequential samples.
collected in EDTA-coated tubes.
processed within 4h of collection. Blood plasma and
PBMC fractions were separated by gradient of dgnsit
(Lymphoprep™, Stemcell Technologies, Grenoble,

(data not shown). When a signal was detected under
this threshold, the result was considered as “tedec
but not quantified”.

2.2.4. Quantification of HIV-1 cell-integrated DNA

A real-time nested PCR assay detecting alu-LTR
sequences was performed on a Light-Cycler Instraimen
(Roche Applied Science). Briefly, the first round o
PCR was carried out from cell DNA diluted 1:50 in a
20 pl reaction mixture comprising 100 nM L-M667
forward and 300 nM Alu primers, respectively. The
PCR products were then diluted 1:10 in a reaction
mixture comprising 500 nM Lambda forward, AA55 M
500 nM reverse primers and 500 nM LTR FL
hybridization probe. The integrated HIV DNA copy
number was determined in reference to a standard
curve generated by serial dilutions of an integtaiév/

Blood waspa standard, as described elsewhere[19].
Samples were

France). The seminal plasma was collected after2.2.5. Culture of NSMC fractions

centrifugation of one milliliter of semen at 800fay

10 min. The non spermatozoal mononuclear cell

(NSMC) fraction was collected after centrifugation
through a three-layer

three-times in BM1 medium (Ellios Biotek
Laboratories, Paris, France). All fractions wereret
at —80°C until use.

2.2.2. Quantification of HIV-1 RNA

HIV-1 RNA was quantified in blood, seminal plasma

and culture supernatants by the Abbott m2000 real-
time HIV-1[1 assay (Abbott molecular, Rungis, France).

Intracellular RNA was extracted from aliquot fracts

of 106 cells by the RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France) and quantified by the
Biocentric® Generic HIV Viral Load assay
(Biocentric®, Bandol, France).

Detection of HIV tat/rev/inef mMRNA in PBMC and
NSMC

Tat/revinefmRNA was amplified by using a two-step
RT-PCR protocol, as previously described [17]. The

size of the PCR products was 402, 219-225 and p03 b

for tat, rev, nefand R-globin, respectively.
2.2.3. Quantification of HIV-1 total DNA

Total DNA was extracted from aliquot fractions &1
cells by the QlAamp® DNA mini Kit (Qiagen) and
LTR HIV-1 DNA was quantified by real-time PCR,
according to a protocol described by Viard et &][1
The quantification was done by reference to a stahd
curve based on serial dilutions of 8E5 cells. Resul
were expressed as number of DNA copie¥/élls. The
threshold of detection was established at 100 sopie

discontinuous Pure-Sperm®
gradient (Nidacon, Gothenburg, Sweden) and washingg

Three NSMC fractions-tested positive for HIV DNA
were cultivated for 7 days in RPMI 1640 suppleménte
with 10%-fetal bovine serum and antibiotics and
ctivated at day 0 by PHA (5ug/ml), IL1 (100 pg/ml)
nd riL-2 (50 U/ml). The medium and IL-2 were
replaced daily. At day 7, supernatants were reaaler
and tested for HIV-1 RNA loads.

2.2.6. Quantification of cytokines

GM-CSF, IL-18, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, TNF-o and IL-
10 factors were quantified in blood and seminaspla
by using the Bio-Plex® Array System (BioRad,
Marnes la Coquette, France).

2.2.7. Dosage of antiretroviral drugs

The concentration of antiretroviral (ARV) drugs was
determined in 20 paired samples of blood and sdmina
plasma by HPLC/MS/MS. Their rate of diffusion in
MGT was obtained by calculating the [seminal plasma
concentration]/[blood plasma concentration] rafibe
observed concentrations in seminal plasma were
compared to the minimal efficient concentration (®)E
defined in blood.

2.2.8. Statistical analysis

A chi-square test was used for the comparison of
categorical variables. Student T or non-parametric
Mann-Whitney tests were used for the comparison of
continuous variables. Statistical analyses and giok-
diagrams were done by using the R Studio program.

3. RESULTS

3.1 Patients’ characteristics
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Thirty-seven men participated to the study, 27 unde experienced men: duration since HIV diagnosis witho
HAART (median of duration: 8 years and 9 months [6 HAART and total HIV DNA in blood at the time of
months-19 years]) and 10 untreated. Mean age wasampling. Higher concentrations of pro-inflammatory
45.4 (+7.5) years in patients receiving HAART, and cytokines were quantified in semen exhibiting HIV
41.6 (x8.4) years in HAART naive patients (p=0.22), DNA, but the differences were not statistically
time since diagnosis of HIV infection was respedlyy  significant between the 2 studied groups.
9.41 (£5.9) and 4.5 (¥4.4) years in HAART recip&gnt
and HAART naive patients (p=0.03), blood CD4 3.4 Diffusion of antiretroviral drugs in semen
positive cells count was not significantly diffeten
between the two groups (654 + 266 504 + 377). ARV drug concentrations were obtained for 19 men.
Routes of transmission by HIV were homosexual (27), The ratio between seminal and blood concentrations
heterosexual (7), intra-venous drug injection (l9od  was superior than 1 for RAL, TFV, FTC and 3TC.
products transfusion (1) and unknown (1). No chhic None, one, and more than 2 out of 3 drugs, reatted
STl was evidenced at the time of sampling for any MEC in the semen of 2, 5 and 10 men, respectivaly.
patient. all patients receiving a TDF/FTC combination, the
MEC was reached in semen. The diffusion rate of ARV
3.2 Effect of HAART on HIV RNA and DNA loads  drugs was not associated with HIV in semen.
in blood and semen
3.5 Markers of viral replication in NSMC fractions
The mean (sd) of HIV RNA load in blood was 165,700 (Table 2)
(839,159), 744,980 (1,740,090) and 160 (520)
copies/ml in all 37, 10 untreated and 27 HAART- |ntegrated HIV DNA was quantified in 3 NSMC
treated men, respectively. Three out of 9 (33.3%)fractions tested positive for total HIV DNA. The
semen from untreated and none from HAART-treatedintegrated/total DNA ratio was 0.94 and 0.44 in 2
men were found positive for HIV RNA (positive vatle  treated men and <0.05 in an untreated one. One NSMC
170, 2235 and 7570 copies/ml). fraction was found positive for intracellular HIVNR
(untreated patient). That/rev/nefmRNA was detected
Total HIV DNA was detected positive in 20 out of 34 in 6 out of 7 NSMC fractions.
(58.8%) [<100-271,405 copiesfl@ells] and in 6 out . .
of 9 (66.6%) [<100-26176 copiesfl@ells] PBMC To check the ability of HIV DNA to produce particles,
fractions of treated and untreated patients, raiypdg. ~ batches of 500,000 NSMCs from 3 HIV DNA positive
It was detected positive in 9 out of 34 (26.5%)(qe1l samples (patients 1, 7 and 8) were cultured 10 days
detected-271,405 copiesfl6ells] and in 2 out of 10 with IL1-f and rIL-2. No RNA production was
(20%) [<100 detected-26176 copies/kklls] NSMC detected in culture supernatants at day 10.

TNF-a

fractions of treated and untreated patients, resedy. A B
HIV RNA loads in blood and semen of untreated men T h
were strongly correlated (r=0.93, p<0.005). PBMd an . — I

NSMC HIV DNA loads were correlated in all patients
(r=0.85, p<0.05).

pg/mi

100

GM-CSF

The following parameters were significantly higlier
untreated than in treated men: duration of infectiad
HIV RNA loads in blood and semen. No difference 1
was found for HIV DNA loads in PBMCs and NSMCs Tq Pr8sse
between treated and untreated patients. In alkipiti 1 i
the means of concentrations of GM-CSF, R.-1L-2, 1 ij
IL-6, IL-7, IL-8, TNF-a pro-inflammatory and IL-10  w# = °] i
anti-inflammatory factors were significantly highier
semen than in blood. No effect of HAART was i —
observed on these factors neither in blood noeimen i L

(Figure 1). p223e" —— [ o —

o —_— p=0.22 —

3.3 Parameters associated with the presence of HIV e |

DNA in semen (Table 1) nz § s ——‘

The following parameters were found associated with
the presence of HIV DNA in sperm of HAART ’ —
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-3 -
" | p=0.0001 p=0.25

e R HIV genotype (n)
L - B 6 8 0.07
- Non B 4 0
B i — Peripheral CD4 cells count
g — — — ‘ (/mm3)e Mean
o | peo.005 p=0-28 (sd) 318(191) 230 (125)
‘ <200 (n) 3 4 0.25
g1 >200 (n) 13 4 0.51
wr o g E] | i Total HIV DNA in blood
3 (logcopies/106 cells)
i i Mean (sd) 272 (1.12)  2(0.43) 0.04b
ol —— — Cytokines in blood (pg/1)
| p=0.013 - p=0.30 T Mean (Sd)
| ’ 1L-18 1.67 (0.94)  2.58(0.70) 0.14
IL-2 2.08(0.21) <2 0.45
1L-6 IL-7 7.8 (4.11) 1027 (3.39) 025
L ¥ i 1L-8 12.61(6.87) 11.96(4.42)  0.87
¢ _ ' 1L-10 1593 (7.55)  14.77(3.76)  0.79
o TNF-at 2.65 (3.97) 1.76 (1.53) 0.68
| — — ] /— 48.27 70.58 (24.5)  0.23
: (27.54)
g pe6.48e” T P07 ‘# Cytokines in semen (pg/1)
! Mean (sd)
IL-1B 9.06 (3.49) 10.17 (1.68)  0.58
E T E IL-2 29.41 3934 (7.56) 017
A 7 IL-6 (11.48) 89.78 0.12
. B ‘ IL-7 52.14 (48.45) 0.54
a—— - 1L-8 (20.56) 781 (314) 0.61
- ; — ‘ 1L-10 661 (274) 1244 (1228)  0.08
Blood Untreated HAART TNF-a 910 (761) 49.21 (2.91) 0.16
FIG. (1).( :on of chemo 1Is 1 4560 (3.88) 234 (48)
and blood of all patients (column A) and in semen of 188 (44)
ART experienced vs untreated men (column B); p > 2 ARV drugs over the
values were calculated by using Student t test, threshold of therapeutical 12/80 4/66.6 048
boxplots display whiskers with min and max values. conc. in semen (n/%)
Table 1. Univariate analysis of risk factors associated n: number tested; 2 delay between HIV seropositivity diagnosis
with the presence of HIV DNA in the semen of the 27 and start of HAART;> by Mann Whitney test; ¢ at the time of
HAART experienced men. starting HAART.
HIV DNA in semen
Criteria Negative Positive P 3.6 Sequential longitudinal samples
i i i i - - b
EXX‘;‘T‘T ofinfection 1‘(,,";2:2;“ %1[81)%] 41112019 0.04°ge4ential paired samples were obtained from 3 men.
in months [range] (n) Five seminal specimens were obtained from the first
case, one before and 4 after the initiation of HAAR
Duration of HAART 132[6-228] ~ 94[14-228] 047" Seminal viral loads were 3.35 logcopies/ml befard a
Z’Sd’"” inmonths [range] (18) ©) not detected at months 1, 2, 6 and 9 after initiatf
HAART. HIV DNA in NSMCs was not detected in any
Period with detectable 25[1-192] 63 [1-144] 0.25* sample. Four samples were obtained from the second
RNAemia Median  (18) ©) case, one before and 3 after the initiation of HAAR
inmonths [range] (n) Seminal viral loads were 3.88 log copies/ml befame
AIDS clinical stagec (n/%) 4/18 5/9 0.29 not detected at months 1, 3 and 6 after HAART
Route of transmission (n) initiation. I_-|IV DNA was detectable but under 100
MSM or bisexual 12 6 0.90 copies/ml in NSMCs before therapy and undetectable
Heterosexual 5 2 after. In the third case, 2 samples were obtained,
Others 1 1 before and another 12 months after the initiatién o
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HAART. Seminal viral loads were <0.6 logcopies/ml patients, suggesting a limited effect of therapytios
in both samples. The HIV DNA value was 2.16 log inflammatory status in this reservoir. Interestingh
copies/ml in the first sample and could not beetstn persistent high-level of IL-7 in the semen of HAART

the second one (insufficient quantity of cells). experienced men was found. Similarly, a previous
study described levels of IL-7 around 200 timeshhig
4. DISCUSSIONS in semen than in blood [23]. This cytokine is knoten

play a role in the persistence of memory T cells

- potentially harboring cell-associated HIV. It issal
HAART on HIV in semen of long-term treated men. \ o established that primary infection by- or

We confirmed that HAART is effective to reduce HIV- o5 ivation of- sexually transmitted agents favors
1 RNA load in semen, since none of the 27 HAART- /1 replication [24—26]. A significant link betvea
experienced MSM was positive for HIV RNA in semen, (1o microbiome load, the level pro-inflammatory

contrary to previous studies reporting a residual cyiskines and HIV shedding in semen was recently
replication in a weak proportion of treate_d pasefd, described [27]. In our study, no clinical STI sympis
6-8, 10] (Table 3). The mean duration of drugs  ere identified at the time of sampling. HoweveF)sS

exposure in our patients was greater than 8 yéais.  may he asymptomatic and no routine screening was
in accordance with other studies suggesting thatperformed

HAART exposure exceeding three years is effective t
reduce HIV-1 shedding in semen [20]. The absence ofAchieving optimal ARV drug concentration in seminal
viral free particles in our patients could also be reservoir is an important goal to reach for prewent
explained by a low baseline seminal viral load4daat ~ HIV replication. Except for abacavir, our drug
available), in agreement with Marcelin et al who concentrations in semen are similar to those oérsth
suggested that seminal HIV shedding in men under[28]. However, no clear correlation between seminal
HAART could be correlated to the baseline seminal drug concentration and HIV RNA shedding could be
viral load before HAART [5]. Three men were established, particularly in 7 out of 19 men in who
prospectively tested for the presence of HIV ineem zero or only one drug reached the MEC. This
before and until 12 months after initiation of HAAR  observation suggests the blood compartment as the
No reactivation or intermittent shedding of HIV RNA primary source of seminal virus. Altogether, these
in semen was observed in these 3 men. These gisdin observations address the question of the origiHIvf

are in agreement with those of other studies [2], 2 in semen. Moreover, the definition of MEC of drugs
but not with that of Sheth et al. [7] describinglied MGT needs further investigations. In our work, no
seminal HIV shedding in 48% of men, within 6 months difference was observed between HIV-1 DNA loads in
after starting HAART, with a close relationship semen of HAART-treated patients and untreated ones,
between the baseline seminal viral load before HAAR suggesting the persistence of a seminal cellular
(at least 4 logcopies/ml) and these isolated simgddin reservoir despite therapy. This persistence of HIV-
our study, the absence of viral free particles in DNA in NSMC has already been described [26].
HAART-experienced men could be explained by a low Interestingly, in one patient treated at the time o
baseline seminal viral load (although this data wats ~ primary infection, we did not detect HIV-1 DNA in
available for confirming this hypothesis). As désed NSMC at the time of HAART initiation and 6 months
by Osborne et al., the duration of HAART seems to after. By contrast, HIV-1 DNA remained detectabie i
play a major role in the reduction of intermittent the semen of patients starting HAART at later stanfe
shedding in semen since no isolated shedding wagnfection (data not shown). Early HAART may
observed in subjects from this study after 3 yeddrs contribute to a reduction of seminal reservoir d¥H
HAART [20]. Our findings are in agreement with this We observed strong correlations between HIV-1 RNA
observation since the median of HAART duration was viral load in blood and semen, and between HIV-1
more than 8 years. The time intervals between sssnpl DNA viral load in blood and semen. In a recent gtud
seems have to be taken into consideration sincédlV-1 RNA in semen of HAART treated patients was
intermittent shedding of HIV-1 in semen was regentl associated with HIV-1 DNA in PBMC, and cannabis
reported by analyzing semen sampled at short iatern use [13]. Both observations encourage using HIV-1
(1 hour) [13]. DNA load in PBMC as a predictive marker of HIV-1 in
men.

Our study aimed to investigate the effect of

. . se
We failed to observe an association between

inflammatory environment and HIV-1 shedding in High percentage values of hiv dna integrated forms

semen, in contrast with a previous_ study [11]. Heig were obtained in nsmc fractions. Moreover, no
concentrations of GM-CSF, of pro-infiammatory 18;1 intracellular rna could be quantified in these fi@ts.

:ll:iO”E:(?[oII(IInZs }I(;fe’nl-cl)\ll([i:r;gsar\]/\?e?; a(:‘gis'ienrtlgg"innatggnenAt the oppositetat/rev/nefmrna was detected in all but
y one of these cell fractions. This could be dueh® t

g;zaminlgl b(looodk.inl(\elo Ig\'/zfsrer:;estré’ft’é(ej fgﬁgd ut;ﬁxvaeteegretention of mrna in the nucleus of resting cedls,
yt previously described [27]. These observations are
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consistent with the work of nunnari et al., sugipest We are indebted to Dr Marius Dorkenoo for
that hiv persistence in nsmcs of haart-experiemeed excellent assistance in statistical analysis.

is mostly due to proviral latency [29]. As the itlilof

the seminal provirus to be reactivated and to predu

cell-free virions is of high importance, we atteegbto REFERENCES

cultivate hiv dna positive hsmc batches stimuldtgd

Inﬂamm_atory cytokines. In_ our hands, no viral [1] Attia S, Egger M, Miiller M, Zwahlen M, Low N. Sexual
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Table 2. Virological markers in 8 semen from men tested positive for RNA or DNA in seminal plasma or

NSMC.
ARV regimen
Integrated/ Tat, rev,
) ) Duration  RNAVL in  Total DNA Total DNA Intracellular  nef NSMC

Patient  Ongoing (months)  semen logcopies/ml  ratio RNA mRNA culture
therapy

1 FTC/TFV/EFV 14 <1.6 2.39 0.94 <1.6 POS Negative

2 None / 3.35 <2 nd <1l.6 POS nd

3 FTC/TFV/EFV 48 <1.6 <2d? nd <1.6 NEG nd

4 FTC/TFV/EFV 60 <1.6 <2d nd <1.6 POS nd

5 FTC/TFV/EFV 31 <1.6 <2d nd <1.6 POS nd

6 None / 3.88 <2d nd POS POS Nd

7 FTC/TFV/ 176 <1.6 2.39 0.44 1Q 1Q Negative
DRV/RAL

8 None / <1.6 2.16 <0.05 <1.6 POS Negative

ARV: antiretroviral; VL: viral load; nd: not done; NSMC: non spermatozoal mononuclear cells; I1Q: insufficient quantity; FTC:
emtricitabine; TFV: tenofovir; EFV: efavirenz; DRV: darunavir; RAL: raltegravir.
1 detected but not quantified (signal under the threshold of 100 copies/10¢ cells).



Authors Date Study population End-point Prevalence of HIV she

Nunnari et al. [29] 2002 Patients receiving HAART HIV-1 2LTR circular DNA
N=28 Culture of HIV from semen

Marcelin et al. [5] Assisted reproduction program HIV-1 RNA
N= 145

Halfon et al. [8] 2010 Assisted reproduction program HIV-1 RNA 3% of samples
N=332 (394 samples)
Blood HIV-RNA <50 copies/mL for at least 6 months

Politch et al. [11] 2012 MSM Receiving HAART HIV-1 RNA 30% (overall) and 25
N=101 undetectable blood H

Gianella et al. [26] 2013 MSM receiving HAART with undetectable blood HIV- ~ HIV-1 RNA 6%
RNA load N=100

Ghosn et al. [13] 2014 MSM receiving HAART HIV-1 RNA 7.6% of the samples
Blood HIV-RNA <50 copies/mL for at least 6 months
N=157 a(304 samples)
Table 3: Principal studies evaluating HIV-1 shedding in HAART treated HIV-infected patients (HAART: highly active
anti-retroviral therapies, MSM: men having sex with men, ART: antiretroviral therapies)
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Au total, trente sept patients ont été inclus daade (27 patients traités, 10 patients non
traités). La charge virale HIV dans le sperme dgsts traités était indétectable, seulement 3
patients non traités avaient une charge virale HI¥0 copies/mL dans le plasma séminal.
Pour ces 3 patients, la charge virale HIV danaigy$tait de 913 000 (sperme 7 570), 20 200
(sperme 2 235), 170 (3 330 copies) copies/mL. Pémpatients non traités, 3 ont eu des
prélévements aprés mise sous TARV, dans un dét@ntade 2 & 6 mois apres mise sous
TARV. Dés le premier prélévement sous TARV, la geavirale HIV dans le plasma séminal
était en dessous du seuil de 40 copies/mL. De I'Abtsl HIV a été détecté dans les NSMC
chez 26,5 % des patients traités, et 20 % de®matinon traités. Il n'y avait pas de
différence significative entre les patients tragésion traités pour '’ADN total HIV dans les
NSMC, ni dans les PBMC. Nous avons mesuré I'’ADN Hitégré dans les NSMC chez 3
patients : 2 patients traités et 1 patient nonéraChez les patients traités, la proportion
d’ADN HIV intégré variait de 44 a 94 %, et n'étgiie de 5% chez le patient non traité. De
’ARNm tat/rev/nefa été identifié dans les NSMC, mais seul un patient traité présentait
une charge virale HIV intracellulaire positive ddes NSMC. Nous avons tenté de réactiver
les NSMC de trois sujets traités pour lesquel$ AlBN HIV avait été détectén vitro, et
aucune production virale n'a été observée. Le umaénital masculin constituant un
compartiment en part entiere, nous avons évaludiffasion des antirétroviraux dans le
sperme en comparant les concentrations dans lenglaanguin a celles observées dans le
plasma séminal chez 19 patients. Les concentrationgnales effectrices étaient obtenues
dans le plasma séminal pour les 3 molécules du TAR&Zz 10 patients ; chez 2 patients,
aucune des molécules n'avait atteint les concéntimieffectrices. Cependant, nous n’avons
pas identifié d’association entre des concentratinfra-thérapeutiques dans le tractus génital

masculin et la présence de particules virales tlasperme. Nous avons également évalué
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'impact de I'environnement inflammatoire sur laépence de particules virales HIV dans le
sperme, en dosant les principales cytokines dangldsma séminal. Nous n’avons pas
identifié d’'association signicative entre la présende particules virales HIV et une

augmentation de concentration des cytokines ptasmhatoires.

Notre travail présente plusieurs limites. Les sutié quantification du réservoir cellulaire ne
sont pas parfaits : ’ADN HIV total mesure de 'ADNtégré et non intégré dans des cellules
avec une infection a HIV productive, ou dans ddtules latentes. La quantification de
'’ADN intégré est difficile. De plus, 'ARNmat/rev/nef et 'ARN intracellulaire peuvent
aussi étre identifiés dans des cellules a I'étatlatence. L'utilisation d’'une PCR HIV
ultrasensible avec un seulil inférieur a 1 copiesffahs le plasma sanguin aurait pu permettre
une quantification plus précise. L'effectif de rmoteétude était limité. Pour ['étude
pharmacologique, nous n'avons réalisé que des desagin instant donné, I'idéal pour ce
type d’étude aurait été de réaliser des dosagedé®plans le plasma sanguin et le plasma
séminal sur 24 heures pour réaliser des aires lsoogurbe. Cependant, il est difficile de
réaliser chez un nombre important de patients dsagks répétés dans le plasma séminal
afin de comparer I'exposition du tractus génitalsmdin au compartiment sanguin. La
diffusion des antirétroviraux fait appel a des nmémmes de transport passif et des
mécanismes de transport actif. Au-dela des rapplertoncentrations dans le plasma séminal
et le plasma sanguin, d’autres parameétres sorgrad@ en compte, des molécules diffusant
peu comme le dolutegravir atteignent néanmoinscdasentrations suffisantes pour inhiber
la réplication virale dans le tractus génital méiacuDe plus, les capacités de liaisons aux
protéines du plasma séminal sont variables selsnntelécules et impactent sur les

concentrations de molécules libres actives.
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En conclusion, nos résultats montrent globalemeard bonne efficacité des traitements
antirétroviraux actuels sur le virus libre au nivesminal chez des patients compliants et
traités depuis plusieurs années. Surveiller al&Eifacteur de réactivation. Question de la

transmissibilité des NSMC infectés ?

Ratio [plasma séminal]/[plasma sanguin]

<1 =1 >1
Inhibiteurs de protéase Maraviroc Emitrictabine
Efavirenz Abacavir Tenofovir disproxil fumarate
Enfuvirtide AZT Didanosine
Rilpivirine Indinavir Raltégravir
Dolutegravir Neévirapine Lamivudine

Elvitegravir

Tableau 10. Diffusion des antirétroviraux dans le tactus génital masculin (ratio plasma séminal/plasmsanguin)
d’'apres Elset al(60),Greeneet al. (207), Imazet al. (208), Mora-Peris (209).
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Article 2. Seminal anti-HIV IgG and IgA able to cross a tight
epithelial barrier: another potential risk for HIV transmission ?

Soumis
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Le sperme est un environnement complexe qui canéida fois des facteurs favorisant ou
limitant l'infection par HIV. Il renferme notammermkes immunoglobulines dirigées contre
HIV dont le rble dans la transmission sexuelle d¢ tste peu décrit. Il a été monirévitro
gue des IgG d'origine séminale dirigées contre fdVorisaient la transcytose de particules
virales. Dans cette étude, nous avons souhaitéomxplla prévalence des anticorps
spécifiqgues de HIV dans le plasma séminal de sgj@tsniquement infectés,et d’hommes
exposés non infectés. Dix-huit patients chronigueniefectés suivis dans le service de
Maladies Infectieuses et Tropicales du CHU de Saiienne ont été inclus. Six patients
participant a I'étude Ipergay ont également paréiciLes données présentées dans l'article 2
sont issues des patients chroniquement infectés.

La prévalence des anticorps dirigés contre HIV dansang et le plasma séminal des 18

patients chroniquement infectés est présentéeldaableau 11.

IgG IgA IgM
Sang Sperme Sang Sperme Sang Sperme
gpl120 18 (100) 14 (78) 13 (72) 10 (56) 16 (89) 6 (33)
gp41 18 (100) 18 (100) 18 (100) 17 (94) 18 (100) 13 (72)
p31 15 (83) 14 (78) 8 (44) 4 (22) 13 (72) 3(17)
p24 18 (100) 12 (67) 14 (78) 11 (61) 13 (72) 8 (44)
pl7 17 (94) 8 (44) 9 (50) 6 (33) 15 (83) 7 (39)

Tableau 11. Prévalence des anticorps dirigés contkV dans le sang et le sperme de sujets chroniquemt infectés

(n (%)).

Concernant les 6 patients non infectés de I'étpéeghy, des IgA anti-HIV ont été mises en
evidence dans le sang et le plasma séminal den&rel’eux. L’absence d’infection par HIV
chez ces patients a été démontrée par la réatisd¢igérologie et western-blot dans le sang,
et une mesure de la charge virale HIV plasmatiqies immunoglobulines spécifiques
étaient essentiellement dirigées contre la gpl26s immunoglobulines des plasmas
séminaux de ces trois patients exposés non infectegté purifiees puis poolés, et nous
avons realisé un test de neutralisation sur lestssuLAl et SF162. Une faible activité de

neutralisation a été identifiee a I'encontre dedache LAI a tropisme X4. L'origine des ces
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IgA du sperme de sujets exposés non-infectés mastheureusement pas aisée a préciser :

une production locale dans le tractus génital essiple.
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Abstract

Semen of HIV-1 infected men contains HIV-1 speci§& and IgA mostly directed against
envelope glycoproteins. We described here thetglofiseminal HIV-specific IgG and IgA to
cross a tight epithelial monolayer barrier. Intéregy, purified IgG and/or IgA fractions
exhibited a high rate of neutralization of a X4 Imat R5-tropic HIV strain suggesting that
HIV-specific immunoglobulins may be involved in tkelection of R5-tropic strains during
transmission. These findings demonstrate that saniiV-specific antibodies may play a
dual role by facilitating the transcytosis of H\&ficles through the mucosal barrier and by

neutralizing X4-tropic HIV strains in semen.
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Introduction

Although new strategies as pre-exposure prophyl@Ri&P) and treatment as prevention
(TasP) are successful to prevent HIV new infectibfisan HIV-vaccine is still needed to
circumvent the difficulties in adherence and acakitity of PrEP or TasP. According to the
UNAIDS, in 2013, eighty to ninety percent of thewnénfections were related to sexual
transmissiorf, via semen and cervicovaginal fluid (CVF), whiclyrharbor cell-free and/or
cell-associated HIV forms. Semen and CVF are comfligds, containing antimicrobial
peptides, antibodies and various factors such askiogs and chemokined that may
influence HIV-infection. The semen of HIV-1 infedtenen contains anti-HIV-1 specific
immunoglobulins, that may play a dual role in HiMrismissiorf. On the one hand, anti-
HIV-1 specific immunoglobulins may protect indivials from HIV acquisition’ or HIV
disease progressidnby several mechanisms: inhibiting HIV transcytpsisutralizing HIV
particles, or favoring in combination with Natudiller cells an antibody-dependent cell
cytotoxicity (ADCC) °. On the other hand, it was previously demonstraat-HIV-1
specific 1gG purified from semen, aie vitro able to enhance HIV-1 transcytosid
Obtaining anti-HIV specific protective Igs at muabsites after vaccination is a goal to
achieve but could be a double-edged sword. Bettdenstanding about the role of HIV-1
specific mucosal derived Igs is needed. Our aim wasssess the prevalence and the
functionality of anti-HIV-1 specific immunoglobulin(lgG and IgA) purified from the semen

of HIV-infected patients to cross an intact gengpithelium.

Key-words: HIV-1, semen, IgG, IgA, sexual transmission.
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Methods

Studied population

Eighteen consenting men chronically infected by HI\&nd followed at the departments of
Infectious Diseases of the University Hospital dadirs-Etienne, and of the University
Hospital of Lyon (France), were enrolled in thedstbbetween 2010 and 2015. Their clinical

and immune-virological characteristics are depiateslipplemental Table 1.

Samples collection and processing

Semen was obtained by masturbation in a sterildagmr after three days of sexual
abstinence. After liquefaction at room temperatuseminal plasma was separated by
centrifugation (450 g for 20 minutes). Whole blosds sampled by venipuncture and blood
plasma was separated by centrifugation (480 g fbminutes). All samples were stored

before processing at -80°C.

Detection of anti-HIV-1 antibodies

The specificity of antibodies towards HIV-1 proteiwas detected by using NEW LAV
BLOT | assay (Biorad, Marnes la Coquette, Frané®y. the detection of IgG and IgA
isotypes, the manufacturer's conjugate and a platapé alkaline labeled anti-human goat

IgA (MP biomedicals, lllkirch, France) were useelspectively.

Quantification of total IgG and IgA in blood andnsen

Concentrations of total IgG and IgA were measungdrbin-house immunocapture ELISA in
blood and seminal plasma. Plates were coated va#tt gnti-human IgG and an IgA (MP
biomedicals, lllkirch, France), both 1:300 dilutaeld incubated overnight at 4°C. Plates were
washed with phosphate buffer saline and 0.05% TW€enThe plates were saturated for one
hour at 37°C with PBS and 4 % bovine serum alburAiter 3 washes, 1:100, 1:10,000,

1:20,000 diluted seminal plasmas were incubate@7atfC for 2 hours. After 3 steps of
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washing, a horseradish peroxidase labeled anti-hugya and alkaline phosphatase labeled
anti-human IgG conjugates (both 1:10,000 diluted)enadded. The plates were incubated for
one hour at 37°C. After 3 steps of washing, pNP& BMB substrates were added for IgA
and IgG detection, respectively. A standard cunees vibuild with serial dilutions of a
calibrated pooled serum (concentrations ranginm fid2 pg/mL to 0.00129 pug/mL for 1gG
and from 13.7 pg/mL to 0,00013 pg/mL for IgA). Afte neutralization step with HCI 1M,
the optical density was measured at a wavelengdb0fnm. The threshold of detection was

established at 0.5 pg/L for IgG and IgA.

Transmigration Assay

HEC-1A (endometrial derived) cells were cultivated modified Mc Coy’'s 5A medium
supplemented with 10 % fetal bovine serum, and mi%of antimicrobials (amphotericin B
25 pg/mL, streptomycin 10 mg/mL, penicillin 10,000mL). Fifty thousands HEC-1A cells
were added in 0.4 mm membrane hanging transwedirtmgMillipore, Saint Quentin en
Yvelines, France), inserted in a 96-well plate. Timgpndred microliters of culture medium
were placed in the lower chamber of the insert. ddglemonolayer integrity was assessed by
the measurement of transepithelial electrical taste (TEER) before and after the
transmigration assay and by checking the inabdityuminescent microbeads to cross the
monolayer. To validate our model, we first used kibvi-specific luciferase-labeled IgG, and
IgAl and IgA2 (Invivogen, Toulouse, France), aldectoss a cell monolayer as previously
described™. Three different concentrations of Ig were testg@d, 1 and 0.1 pg/mL). The
experiment was repeated in the presence of semplaaima from an HIV-infected patient.
Under the same conditions, we next tested antisoffiem 4 seminal samples. Seminal
plasmas were 1:50 diluted and placed in the uppamber. After 24 hours, fluids were
collected from the upper and lower chambers and-HBpecific IgG and IgA were detected

by immunoblotting, as previously described.
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Purification of IgG and IgA from semen

IgG and IgA fractions were purified from the 4 semereviously used in transmigration
assay and 1:2 diluted by Thermoscientific Piercetgin L magnetic beadd (lllkirch,
France). After purification, antibodies were cortcated on 30 K Amicon Ultra-4 centrifugal
filter (Millipore, Molsheim, France). Final conceations of purified immunoglobulins

ranged between 250 and 400 pg/mL.

Neutralization assay

To evaluate the ability of seminal anti-HIV IgG algh to neutralize HIV-1 infectivity, we
performed a neutralization assay based on the usesbusing TZM-bl cells. Briefly, ten
thousands cells diluted in 200 uL of DMEM high glse were coated in each well of a 96-
well plate, and incubated for 24 hours at 37°C.18E a R5-tropic strain (500 pg/mL) and
LAl a X4- tropic strain (50 pg/mL) 1:1 diluted inEAE dextran, were first added to cells.
Then, 1:2, and 1:3 diluted purified IgG and IgActians were added to cells and virager

48 hours of incubation, infection levels were deili@ed by measuring the luciferase activity
of cell lysates using the luciferase assay systmniega, Charbonnieres-Les-Bains, France).
A strong neutralizing effect was defined when tl@lvinfectivity was decreased by more
than 2/3 in the presence of antibodies. A monodlantbody IgG1 B12 was used as control

(NIH, USA).
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Results

Prevalence of HIV specific antibodies in blood aednen

Total IgG and IgA amounts were evaluated in theesewf the 18 enrolled men. The mean
(xSD) were 199 (+ 122.3) and 20.8 (17.6) ug/mLIfgg8E and IgA, respectively.

Anti-gp120 IgG and IgA were detected by immunolihgitin 14 (78%) and 9 (50%) seminal

samples, respectively. Anti-gp4l IgG and IgA websearved in 18 (100%) and 17 (94%)
seminal samples, respectively. Distinct profiledHd¥ antibodies between blood and semen
were observed in 3 patients (some antibodies detestsemen but not in blood), one for IgG

(anti-gp120) and 2 IgA (anti-gp41) (data not shawn)

Transmigration of IgA and IgG through a HEC-1A setionolayer (Figure 1)

To validate our model, we first demonstrated thaiférase labeled IgAl, IgA2 and IgG were
able to cross a HEC-1A cells monolayer, as preWodsscribed™’. TEER remains stable
during the transmigration assay (170 mOhms), andniwobeads crossed the monolayer
confirming the monolayer integrity. The concentvai of transmigrated of IgG were
significantly higher at pH=6 than at pH=7.4 (p<Qp®hatever the concentration tested, At
pH=6, the percentage of Igs transmigrated rangewh 19.48 to 0.65 for IgG, from 0.1 to
0.619 for IgA1, from 0.046 to 0.546 for IgA2. Asastn in figure 1, the percentage of
transmigrated IgG and IgA1 was significantly highethe concentration of 10 pg/mL. In the
presence of HIV positive seminal plasma, the tragsation of luciferase labeled IgA1l, IgAZ2,

and IgG was reduced by 87 to 98 %.

Transmigration of HIV-1 specific semen derived landies (IgG and IgA) across an
epithelial monolayer
In this assay, 4 seminal plasma were tested. Fee thf them (1, 8, 18), a transmigration of

HIV-1 specific IgG and IgA was observed, mainly fgs directed towards gp41 IgG and IgA
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(Table 1). In one patient, the immunoblot assay mexgative ate the basal level suggesting no

or very low quantities IgG and IgA which crossed Harrier.

HIV-1 specific Igs purified from semen may exhileititralizing activities
The percentage of neutralization was different leetwpatients ranging from 4 % to 42 % for
SF162 and from 37 % to 68 % for LAI (figure 2). Takeility of to neutralize X4 strain was

significantly higher in 2 seminal samples of poolg@ and IgA (patients 1 and 8).

Discussions

In this study, we confirmed the presence of ant-Hlspecific antibodies directed against
gpl120, gp4l, and p24 in the semen of men chrogic#kcted by HIV-1. IgG was the main
isotype concentrated almost 10 fold more than kphfirming previous finding& ™4

Recent observations have suggested that HIV-spdgi® may facilitate HIV transcytostS.

In our study, we evaluated the ability of semenweer IgG and IgA to transmigrate through
an HEC-1A cells monolayer, mimicking an endocenviggithelium. We first demonstrated
that non HIV-specific IgG and also IgA1l and IgA2 reeable to transmigrate, particularly
under acidic conditions as found in cervicovagifiaids. The decrease of the rate of
transmigrating non HIV-specific Igs in presenceaddeminal plasma from HIV-infceted man
might be due to a competition between seminal astkd Igs, or to an increase in pH due by
adding semen. Secondly, we found that anti-HIV-&cdr 1gG and IgA from 3 out of 4
semen were able to transmigrate through an epthelonolayer both under neutral and
acidic conditions. Guptat al. previously suggested that anti-HIV-1 specific Ig@ able to
bind viral particles and enhance HIV sexual trassion®®. Our findings demonstrate that the
same mechanism may involve IgA under acidic (vdpiaad neutral (seminal plasma)
conditions. It has also been previously shown thatosal HIV-specific IgA may contribute

to the protection in highly exposed seronegativemenw by inhibiting HIV particles
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transcytosis>, but data are missing for HIV-specific IgA derivéom semen of ClI men.
However, we do not evaluate the ability of IgG #gl to bind HIV patrticles, and to favor or
block HIV transcytosis.

In addition to the ability to transmigrate, we otvs&l a strong neutralizing activity of Igs
purified from the semen of one patient. Interesyinthis activity was observed on a X4-
tropic virus suggesting that this phenomenon may ifmelved in the preferentially
transmission of R5-tropic strains. It could be fagting to test ADCC properties of semen
derived antibodies described in our study. Recemihibody-cellular cytotoxicity of HIV-
specific IgG in semen was describ8duggesting that seminal anti-HIV-1 Igs may mockilat
sexual transmission and in part explain the reddtiw risk of transmission per sexual act.

On the one side, the ability of HIV-1 specific datilies to cross genital epithelium have to be
taken into consideration for the development ofciraes aiming to elicit a protection at the
mucosal level’® Such deleterious properties have to be screenpeetlinical studies. On
the other side, the use of IgAs able to cross aatager epithelium as a vector for various
antigens is an interesting way to explore in vamcigy *°. Our data confirm the dual role of
anti-HIV-1 seminal antibodies in HIV-sexual transsion. Complementary studies are
needed to better characterize their propertiescedpeon cell-associated viral forms, which

are probably preferentially transmitted by sexoaite.
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HIV viral load (Copies/mL)

MSM 1

|

130 <40 615

O~ >

w

MSM 11

<40 <40 521

ol

ND 1

@

41 <40 233

~

MSM 5

>

<40 <40 1242

©

Blood 26
transfusion

>

147 <40 727

=
[N

MSM 19

>

<40 <40 333

13 MSM 6

@

40 <40 232

@

15 heterosexual 4 89 <40 82

>

17 heterosexual 5 <40 <40 615

Supplemental Table 1 Characteristics of 18 chronidly HIV-1 infected men enrolled in the study* CDC classification, MSM: men having sex with men
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IgG IgA

Apical Basal Apical Basal Apical Basal Apical

8 gpl20 + + + + - - - -
gp41 + + + + + - + +
p31 + + + + - - - -
p24 + + + + - - - -

18 gpl20 + + + + + - + -
gp4l + + + + + + + -
p31 + + + + - - - -
p24 - - - - - - - -
pl7 + - + - - - - -

Table 1 Characterization by immunoblotting assay oHIV-specific IgG and IgA before (apical chamber) ad after transmigration (basal chamber) through a HEC-1A cells
monolayer under neutral and acidic conditions
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Dans ce second travail, nous avons montré quentgsogps dirigés contre HIV du
plasma séminal étaient capables de traverser timé#pm monocouche mimant I'endocervix.
Ce phénoméne pourrait favoriser la transmissiorHté si ces anticorps se liaient a des
particules virales libres présentes dans le spefPoeir compléter cette observation et
confirmer cette hypothése, une manipulation destrgiose en présence de particules virales
est nécessaire. Idéalement, pour évaluer le cagaatfectieux de ce virus lié aux anticorps du
plasma séminal des cellules reportrices tellesdgsel ZM-BL pourraient étre ajoutée au pble

basal (Figure 8).

Anticorps purifiés du
Virus \ plasma séminal

Pale
apical ‘ \ .'I |
I

| |
\ \ L] Cellules HEC

'\Lu y - p 1§ J

| |
Péle basal | p = - r|
I J

Cellules TZMBL

Figure 8. Manipulation de transcytose de particulesirales en présence d'anticorps du plasma séminal.

Nous avons également montré dans ce travail quamtesorps dirigés contre HIV dans le
plasma séminal pouvaient avoir un effet neutratisam particulier sur une souche a tropisme
X4. La question de l'impact des ces immunoglobudirdgrigées contre HIV du plasma
séminal sur la sélection des souches a tropismauR&ours de la transmission sexuelle se
pose. Sur cet aspect, notre travail a des limiteas n’avons réalisé nos tests neutralisation

gu'a partir de deux souches LAl et BAL, facilemerdutralisables. L’utilisation d’autres
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souches et surtout d’'isolats primaires dans degusa ultérieurs permettrait de mieux

explorer cet effet. Au-dela de cet effet de neigadilon, nous avons cherché a identifier une
activité ADCC de ces anticorps dirigés contre HMalheureusement, nous n’avons pas
identifié cette activité mais les concentrationsndhunoglobulines purifiées dans le cadre de
cette manipulation étaient faibles. Notre protocdée purification et de concentration des
immunoglobulines du plasma séminal doit encorea@télioré.

Notre objectif initial était aussi d’identifier leépitopes cibles des anticorps neutralisant
provenant du sperme. Malheureusement, la quangtémdtériel et les concentrations

d’anticorps du plasma séminal n’ont pas permig#isation de techniques de mapping. Une
fois encore, I'amélioration de notre protocole deification et de concentration pourrait

permettre de réduire ces difficultés.
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Article 3. Humoral responses against HIV in male genital tract: role
in sexual transmission and perspectives for preventive strategies
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Abstract

Most of the new HIV-1 infections occur by sexualtea The induction of protective anti-HIV
antibodies in genital mucosa is an important goaktluce HIV transmission. Mucosal HIV-
antibodies may play a dual role by protecting facilitating HIV infection. Protective
properties against HIV-1 of mucosal IgGs and IgAsileiting neutralizing or Antibody
Dependant Cells mediated Cytotoxicity (ADCC) adies have been described in Highly
Exposed SeroNegative individuals. Conversely, sog@&s may facilitate the crossing of
HIV-1 free particles through epithelial barriers ignscytosis. Therefore, the knowledge of
the mechanisms underlying HIV-1 antibodies producin the genital tract and their exact
role in sexual transmission may help to developr@mated preventive strategies based on

passive immunization or mucosal vaccination apgreac Our review focused on the
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characteristics of the humoral immune responsemstgdlV-1 in the male genital tract and

related prevention strategies.
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Introduction

Before Highly Active Antiretroviral Therapies erdne development of an effective vaccine
against HIV was crucial to inflect to AIDS pandenaind it is still the case. Although new
strategies as pre-exposure prophylaxis (PrEP) aedtntent as prevention (TasP) are
promising [1,2], a vaccine would circumvent thefidiflties in adherence and acceptability
[3]. More than 2 millions of people are newly infed each year [4,5], this incidence remains
stable. These new infections are mostly relatedetaial transmission. Per-act risk of HIV
acquisition during sexual intercourse varies betwdeto 138 for 10,000 exposures [6].
Semen and cervicovaginal secretions are the maitorgeof HIV. Both fluids are complex
because they contained cell-free and/or cell-aatstiHIV forms, but also antimicrobial
peptides, antibodies and various proteins, cytakisned chemokines [7]. These free-virions
and infected cells are both able to cross the glemucosa by different pathways: through
disrupted epithelia, transcytosis across the mgeolaells, transmigration phenomenon,
capture by sub mucosal immune cells, and/or afterction of epithelial cells (Figure 1).
Consequently, obtaining an efficient immune respots block this crossing remains a
challenge. Since 1996, individuals were identifigsl Highly Exposed and SeroNegative
(HESN) [8]. Identifying correlates of protection imghly exposed seronegative women and
men (sex workers or partners of seropositive imtligls) became a priority for designing a
vaccine against HIV. Different protective factorgre identified including the geneti32
homozygous deletion in the CCR5-chemokine recegémre [9], mucosal innate immunity,
cell-mediated and humoral immune responses (pé&tlgugA secretion) [10]. Most of the
studies dealing with anti-HIV response in genitakt included women but the knowledge

about male genital tract (MGT) immunity against Hi®mains limited. As HIV incidence
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seems to increase in male having sex with men (MSMbetter understanding of MGT
mucosal immunity mechanisms against HIV is neettedhis review, we focus on anti-HIV
humoral response in MGT, its role in HIV transnugsior acquisition and on the potential

perspectives in the field of the prevention.

Measuring humoral response in male genital tract

Semen contains immunoglobulins displaying differgmoperties [11]. In contrast with
intestinal tract, milk, saliva or tears exhibititeyge amounts of secretory IgA (SIgA), the
predominant isotype in genital tract is 1gG. Atsthevel, the observed IgG/Sighatio is
around 10:1 [11,12]. The total amount of Igs waargtiied in the semen of 14 HIV-infected
men by Haimoviciet al [12]. The mean (x SD) values were 85.1 + 48.7,#434, 8 £ 5.9
pa/mL, for IgG, A and M, respectively. Indeed, Isvef immunoglobulins in genital tract are
highly variable, depending on the method of coitettand processing of samples [11]. In
semen, the three molecular forms-secretory, dimsrecmonomeric- of SIgA are present and
IgAl is the most predominant [11]. Sexually trarn$ed infections, intestinal pathogens and
also systemic immunization lead to a humoral respan genital tract, suggesting that these
mucosal Igs originate both from local and systeoumpartments [13]. Urethral glands of
Littré contains antibody secreting cells [12], lWdaerived antibody producing cells present in
genital tract may locally produce Igs.

In HIV-infected men, HIV-specific IgGs were moretarf detected than HIV-specific IgAs
and IgMs in semen and in larger concentrationslpl]1,The respective prevalence values of
Igs reported by Haimovici et al were 93 %, 71 % aad% for HIV-1 specific IgGs, IgAs,
and IgMs [12]. In this study, the seminal amounts HIV-1 specific IgGs (mean
concentration + SD 54.4 + 20.9 pg/mL) were higlantthose of IgAs (1.1 + 1.1 pg/mL) and

IgMs (6.9 = 5.8 pg/mL). In another work, a correat between HIV-1 specific 1gGs
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concentrations in blood and semen was reportedestigg a systemic origin of IgGs [14]. By
contrast, no correlation was observed between systand seminal HIV-1-specific IgAs
concentrations.

There is a great heterogeneity in the resultswafies evaluating mucosal responses in MGT
of HIV-positive and HIV exposed subjects. Thesedipancies may be first due to different
factors. Study populations are different: sex woskbeterosexual men in regular partnership
with HIV-infected women, MSM [15]. In clinical stugk, acceptability of mucosal sampling
is variable: great for oral fluids, lighter for sem and CVF; and weak for rectal samples [16].
This difference of acceptability result in a reddiagisponibility of mucosal samples, for
subsequent studies. Elucidation of local immungarse in mucosa requires standardized
and reproducible methods for sampling[17]. Methdais fluids processing are extremely
variable and may affect the ability to recover attarly IgA from seminal fluids [18].
Moreover, semen contains proteolytic enzymes, wpafticularly deteriorate 1gG, IgM and
monomeric IgA[18]. Semen also contains mucins dgdogroteins affecting quantitation and
purification procedures. To preserve antibodiesvddrfrom semen, immediate addition of
protease inhibitors, antibiotics and EDTA after gehfluid isolation is probably useful to
recover Igs [18]. Due to relative low levels of lgssemen, methods for immunoglobulin
purification are crucial, and multiple steps chreogaaphic purification are probably useful

[18].

Seminal antibodies and selection of a transmittedsinder virus during sexual
transmission

HIV sexual transmission results in a selection &¥ Wariants exhibiting specific patterns
especially orenv gpl120 (less glycosylation sites, shorter V1-V4pls[d9]). Differences in

sensitivity to neutralizing antibodies were obsdrbetween transmitted/founder variants and
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other variants in chronically infected subjects,pA). Curiously, transmitted/founder viruses
were more sensitive to donor autologous antibode$ved from blood [22]. The role of

antibodies in donor genital fluids in selectionti@nsmitted/founder virus remains unclear. In
a recent study in transmission pairs, no differamas observed for sensitivity to neutralizing

antibodies and replicative capacity of recipiemtd gansmitters virus [23].

Protective anti-HIV IgA in semen

In 1997, the presence of HIV-specific IgAs in uriaad cervicovaginal fluids (CVF) of
seronegative women in a regular relationship with/-kfected people was reported,
suggesting that these antibodies could play a ¢ieee role against HIV infection [24].
Consequent studies reported higher concentratibasteHIV IgAs in CVF collected from
HIV-uninfected sex workers than in HIV-infected weakly exposed seronegative women
[24]. These observations suggest that mucosalHiNtiSIgA are protective. If no IgAs
neutralizing epitopes were clearly evidenced in Gélples, some as MPER were identified
in serum, parotid saliva and breast-milk [25-299wdver, discrepancies between the lack of
HIV-specific detectable IgA and the detection ofitnalizing activities suggest that natural
mucosal neutralizing IgA may target some cellutanctures [30].

In 2003, Lo Caputet al first reported the presence of anti-HIV IgA iretbemen of 11 on 14
HIV negative men with a prolonged history of unpiied insertive sex with HIV-infected
women [31]. The protective role of anti-HIV IgA @eted in urethral swabs was not clearly
demonstrated, since the presence of IgAs of thexiall partner was not completely ruled out.
However, the absence of anti-HIV 1gG in urethrabbs from HESN men, whereas CVF of
seropositive partner contains both anti-HIV 1gG dgW, is not in favor of the partner origin
of these IgA. In this report, other immune corretabf protection were observed: a high level

of HIV-specific CD4 cells and HIV-specific interiam secreting CD8 cells in blood [31].
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Moreover, the exact mechanism by which anti-HIV $gprotect from HIV transmission
(inhibition of viral transcytosis or neutralizindgfect for example) was not explored in this
study. The authors also observed that the amourdntfHIV IgA was greater in men
reporting having at-risk sex closer to the timesaifples collection. This observation suggests
that repeated HIV exposure is necessary to maiat@irotective mucosal immunity in HESN
[31]. This hypothesis is supported by previous repm HESN women. In this population, a
decline of IgAs levels in sera after cessation ighhrisk sex suggest that the production of
anti-HIV-1 specific IgAs is associated with repebéxpositions to HIV-1 [15, 22]. However,
this correlation between exposure to HIV and ani-#l specific IgAs in CVF was
inconstantly observed [33,34].

The main described mechanism by which IgAs prefremd HIV-1 acquisition is their ability
to neutralize viral strain activity. This phenomanaas first observed in CVF [35]. IgA were
purified from blood, saliva and CVF from 15 sex wens (10 fulfilled criteria for being
considered HESN) and in unexposed to HIV contrisutralizing activities (on a primary
isolate Clade B) were observed in 73 % of blood @asm and 79 % of saliva and CVF
samples, and no samples from lower risk women vewoad positive. To determine if
neutralizing activity was related to IgA in fluidsaliva from HESN was IgA depleted, and no
neutralizing activity was observed [35]. In menVHieutralizing IgA were first reported in
saliva [36]. Saliva from HESN and from unexposedtauls (blood donors) was analyzed in
neutralization assay. Saliva from both groups eidubneutralizing activity. After IgAl
purification, only IgA from HESN exhibited neutralng activities. The presence of
neutralizing IgAs in foreskin was also describedaasimmune correlate of protection of
HESN men [37]. In this study, IgAs were purifiedrn preputial swabs of 18 HESN and 37
controls circumcised people. HESN men was in mship with HIV-positive women

without antiretroviral therapies for a mean of @angeand reported in most cases: unprotected
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sexual intercourse. Fifty percent of them had ratiaing IgA whereas 10.8 % of controls
(men in regular relationship with HIV-negative wamy@xhibited neutralizing activity against
a Rb5-tropic primary isolates (clade C) [37]. Adadlital correlates of protection were also
identified in HESN men: a decreased number of ThHFA£lls, a greater amount of CD3 T-
cells in foreskin, and a decreased production ef ihiF-a pro-inflammatory cytokine [37].
The exact epitopes of these neutralizing IgA on Hifticles at the seminal level has not
been widely explored.

In another clinical trial evaluating the efficieno§ male circumcision to prevent from HIV
infection, a reduced neutralizing IgA level in thereskin of uncircumcised men was
associated to HIV acquisition [38]. Once again, $pecificity of neutralizing IgA for HIV
epitopes was not assessed. In this study, antibialeo peptidesn vitro inhibiting HIV
infection were also measured in foreskin samplegghét concentrations of human
neutrophils peptides and serine protease inhikgaretory leukocyte protease inhibitor were
associated with an increased risk of HIV acquisi{i88]. In the same way, another important
factor that may influence HIV transmission and log@mmunity may be the semen
microbiome, as recently suggested [39].

Since the first animal models of PreP, the abiityenofovir to induce immune response to
HIV in uninfected subjects was observed. In NHRptevir may enhance T cells response in
mucosal sites after a viral challenge [40-42]. iimlans, this “vaccinal” effect of PreP was
not confirmed but T cells activation was measunmedlood [43]. In the same cohort of
women, it was observed that 19 % of the PreP regetenofovir had IgA neutralizing IgA in
CVF, whereas no women, receiving placebo, had akzitrg IgA in CVF [44]. In women
receiving tenofovir, the level of neutralizing Ig#as associated with HIV sexual exposure.
To date, no data were published in men. Therefere,analyzed semen samples from 6

subjects enrolled in Ipergay study [45] for preseatanti-HIV specific Ig. We observed HIV
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specific IgA in 2 on 6 men (absence of infectionswehecked by HIV viral load
guantification) and neutralizing activity was obsst (unpublished data). These preliminary
results must be confirmed in a greater populatemg using several virus and primary

isolates.

Anti-HIV seminal immunoglobulins facilitating HIV t ranscytosis

Transcytosis is one of the mechanisms suggestexpiain the passage of HIV free-particles
across the genital mucosa. Free virions or HIV as#lociated-particles, are able to enter and
cross through epithelial cells without replicatiE$,47] Figure 1). Immunoglobulins may
play a crucial role by facilitating or inhibitingpis phenomenon. It was demonstrated that HIV
specific secretory IgAs and IgGs purified from &ttom and CVF of infected women were
able to inhibit HIV transcytosis vitro [48]. In HESN, the ability of HIV-specific IgAs to
block viral transcytosis may also participate ia firotection against HIV-1 acquisition. This
was evaluated for IgAs purified from plasma, ceoviaginal washes and saliva sampled in a
HESN Kenyan sex workers cohort and in healthy wut®d low risk women [49-51]. Only
IgAs purified from HESN women were able to inhibitV-1 clade Bin vitro transcytosis
across a tight epithelial monolayer constitutedCaifco-2 intestinal cells [50,51]. Another
report evidenced the ability of specific anti-HIgAs directed to the ELDKWA conserved
epitope of gp41l to block the crossing of HIV frestles through an epithelial monolayer
by transcytosis [52,53]. However, this propertyad restricted to anti-HIV specific Igs, since
it has been shown that IgAs directed towards tts éxtracellular loop of CCR5 co-receptor
were also able to block HIV-1 transcytosis [54]. &svhole, HIV specific and non-specific
Igs isolated from CVF might be involved in inhibiti of HIV-1 transcytosis. Similar studies

dealing with Igs purified from male genital trace anissing.
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Conversely, env-specific IgGs present in genitarettons seem to be unable to prevent
sexual transmission but rather may facilitate HIVAlicosal transmission. A proportion of
HIV virions may be coated to IgG in semen. Guptaakt hypothesized that these
immunological complexes may result in an increasédiV transcytosis through a genital
epithelium. They demonstrated that env-specificsg@onoclonal antibodies and semen or
CVF derived 1gG ranging from 50 to 200 pg/mL) enterrHIV-1 transcytosis in a dose
dependent manner and at acidic pH [55] across @atltells (HEC-1A cells) forming tight
junctions. This mechanism was confirmed with R5, 26 dual tropic primary strains and
pseudotyped viruses. The role of FcRn was confirtmgdhe absence of viral transcytosis
across FcRN knocked down HEC-1A cells. This medranis related to the neonatal Fc
receptor heavily in columnar epithelial cells exgsed in endocervix and penile urethra. HIV
and IgGs may form immune complex able to crosspthaium, as it has been shown for
anti-HIV-1 monoclonal broadly neutralizing antibedi [55]. However, in this study, the
infectivity of the viral particle after transcytssivas reduced. These observations was not
confirmed in a recent work also using HEC-1 A cedlisd similar methods and reagents [56].
Interestingly, in this latter study, authors usetnary isolates from HIV positive subjects
recently infected and isolates from the transngtipartners. They observed that HIV-lg from
transmitting partner decreased viral transcytastdi-free virons and cell-associated virus) at

acidic pH [56].

Antibody dependent cells-mediated cytotoxicity irsemen

Antibody-dependent cells-mediated cytotoxicity (ADCis mediated by specific antibodies
and innate immunity cells (NK lymphocytes, monosyt@acrophages and polynuclear cells).
ADCC activity was demonstrated in CVF from HIV-iofed women [57], and was associated

with a lower mucosal HIV viral load [58]. ADCC meded by IgAs purified from CVF, was
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observed in HESN women, and seemed to be assowd@tedrotection against HIV infection
[59]. Similarly, an ADCC activity mediated by amii’V IgAs in breast milk was associated
with a lower risk of mother-to-child transmissid®0]. In RV 144 vaccine trial, the ability of
IgG purified from blood to mediate ADCC was alss@sated with protection [61]. In RV
144 vaccine trial, the presence of systemic Enwifipanonomeric IgAs was associated with
a decrease in ADCC activity induced by Env-speapecific IgGs, and consequently with a
loss of efficacy of the vaccine [62,63]. HoweverD@BC activity was not evaluated at
mucosal sites . Only one study evaluated the ADCWity mediated by seminal IgGs [64].
CEM.NKr CCR5 cells were coated with HI\V6A gpl120. Antibodies were purified with
protein G and enriched by ultracentrifugation @gitlto observe ADCC. This study included
11 HIV-1 chronically infected men. ADCC activity waespectively identified in 11 blood
and 9 semen samples, respectively. An ADCC actiwgs observed with 1:10 diluted
seminal plasma and 1:1000 diluted blood plasmahdust suggested that this phenomenon
may, at least in part, explain the relative loweraf sexual transmission during sexual
intercourse [64]. Furthermore, a greater ADCC agtin genital mucosal of HESn may in
part in part explain resistance to HIV- infectidhESN subjects may have NK cells with a
higher functional potential [65]. This ADCC properis also of high interest and to be taken
into considerations for the development of mucesatines.

Antibodies may also mediate phagocytosis: antiboegiated virus internalization. This
property may in part explain the protective eff@ft a vaccine against acquisition of
neutralization virus in non-human primates [66].almecent study, this effect was observed
with mucosal anti-HIV 1gG from the genital tract idfV-infected women [67]. This property

was not to date described in semen.
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Future perspectives for prevention strategies

Far less is known about immune response in malgayéract than is known about immune
response in female genital tract. The improved Kadge of the role of Igs, specific or non-
specific for HIV-1, present at the genital tractde may help to develop more pertinent
strategies in the field of HIV transmission prevent Natural HIV infection leads to the
production of neutralizing antibodies (NAbs) in soiIV-infected patients [68]. Most of the
studies explore these NADbs in sera and not in gfhiids. One can expect that Igs in genital
fluids might be more specific of sexually transeuktvariants [69,70]. Therefore, identifying
such antibodies able of ADCC and/or inhibiting HPdnscytosis is challenging in the aim to
develop preventive strategies of HIV sexual traission. More specifically, the following
properties are desirable: (i) neutralizing IgA atuaosal surfaces, (i) HIV-specific
neutralizing antibodies targeting cell-free vir(ig) neutralizing antibodies targeting cellular
HIV receptor and co-receptors, (iv) antibodies atbeinitiate ADCC, (v) neutralizing
antibodies or FR-mediated antibodies inhibiting HIV cell-to-celahsmission [71].

Two crucial characteristics (the potency and theatith) are needed for HIV specific Nabs.
First, the potency is evaluated by the inhibitooypcentrations rate and, secondly, the breadth
is the abilty to neutralize a large diversity ofnpary isolates [72]. It has been previously
demonstrated that a passive transfer of broadly N@E5 and 2G12) protected non-human
primates from HIV-infection after SHIV intra-vaginahallenges [73]. Since 2009, new
broader and more potent monoclonal NAbs were ifledtj74]. Intravenous infusion of these
antibodies (VRCO01, PG9, 10E8) targeting CD4 bindsitg protects NHP from SHIV
infection after intravaginal or intrarectal chalijgs [75]. After a successful evaluation phase
of safety and tolerability of this approach, phHdeials are now in progress [76]. The list of
NAbs currently evaluated in clinical trials is détd in Table 1. To be used in PrEP

strategies, NAbs need also to confer a protectgaingt a large panel of primary isolates.
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Combining different NAbs is an interesting altermatto circumvent the large diversity of
HIV strains [77]. Moreover, NAbs should confer andpterm protection. It is therefore
important to conduct longitudinal studies includirepeated challenges to check this point
[77]. If most of the studies were conducted witlramenous infusion of Nabs, a topical
formulation of VRCO1 demonstrated its efficacy totpct from HIV acquisition after vaginal
challenge in a humanized mouse model [78]. Theeptvie effect of NAbs locally applied
was recently confirmed bgx vivoexperiments [79]. The protective effects was ritacéed

by semen, and was greater in colonic tissue thaatmcervical tissue [79]. Different isotypes
and administration mode of NAbs might be combinegilieventive strategies. It has been
described that rectally applied dimeric IgA deriviedm bNAb HGN194 could effectively
protect nonhuman primates from rectal challengeSby [80]. In a recent work, a 100 %
protection from mucosal SHIV challenges in Rheswscaques (RM) was observed after
intravenous administration of IgG version of bNAWGN194 associated with mucosal
administration of the digA2 version of this bNAbL|8 whereas only administration of IgG
resulted in an infection of all treated RM, and #ukministration of only digA2 subtype of
this bNADbs resulted in the protection of only 17 d¥%the RM. Most of these previously
developed NADbs originated from blood of HIV-infedtpatients. These observations suggest
that broadly NAbs may be used in pre and post-axgosrophylaxis, after passive transfer or
local application. PreP strategies using antibodiggt be an alternative to drugs-based Prep,
particularly in women. Indeed, it was reported tbaigs-based PreP was less efficient in
women than in men [3,82].

Mechanisms of bNAbs protection are not fully untmrd. In a recent study in NHP,
mechanisms of the bNAb PGT121 (intravenously adstenéd) protection were evaluated
[83]. All treated RM were protected against SHI\ts SHIV-RNA and SHIV-DNA were

detected in distal tissues (female reproductivet tigastrointestinal tract, lymph nodes) in the
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first day following intravaginal SHIV challenge iRGT121 treated rhesus monkeys (RM),
and in controls. The SHIV-RNA viral load was greate PGT121 treated RM than in
controls. Authors suggested that PGT121 may fat#litmucosal translocation of SHIV.
Secondly, they did not observe any difference inmpkiocytes T responses. Then,
transcriptomic analysis demonstrated that PGT12dirgdtration induced activation of innate
immunity and of antiviral pathmways. Ten days afflV challenge, SHIV was cleared
from tissue previously exhibiting SHIV-RNA, or SHHUNA in treated RM. Furthermore,
PGT121 did not affect the replicative capacity &' in treated RM, as virus recovered
from treated RM was replication-competentvitro [83]. Further researches are needed to
elucidate the mechanism of bNAbs protection.

The identification of mucosal IgA in HESN subjeetsd of highly neutralizing IgA in saliva
[28] and milk [29] are in favor of a protective eft of IgA at mucosal sites. Female genital
tract contains dendritic cells (DC) exerting amawiresponses [84] and these cells exhibit IgA
receptors. Anti-HIV IgA may reinforce DC recruitnteand antiviral activities. Moreover,
bNAbs like 2F5 and 4E10 cross-react with self-anigy Developing new bNAbs less
autoreactive, than 2F5 and 4E10 with an IgA subtgoel easily producible is challenging.
Using murine hybridoma, two new broadly neutralizigAl were produced directed against
conserved epitope of MPER region: F4.30, C6.11.[85]

Other antibodies mediated protection strategieh wiher targets were evaluated. Recently,
an adeno-associated vectored eCD4 Ig, a fusion® @ with a small CCR5 mimetic
sulfopeptide, was demonstrated to be efficient iiyamuscular route in a macaque model
[86]. In addition to NAbs, antibodies targetinglair HIV receptors and co-receptors may
protect individual from HIV-acquisition. In a muammodel, antibodies targeting 3 integrin
used as candidate microbicides protected mice tdvhinfection after vaginal challenges

[87]. However, the disadvantage of passive transffétlV-specific NAbs, or NAbs targeting
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cellular receptors and co-receptors is the risthefrapid reduction of their concentrations at
the mucosal sites, and a decrease in efficiencgirtamvent these difficulties, immunization

remains the best alternative to achieve a durabieosal immunity, but immune response in
genital tract might be assessed in pre-clinicalisgiand clinical studies.

Then, as HIV is able to disrupt mucosal barrieerifiteraction between gp120 and HIV co-
receptors on mucosa, molecules, able to block iftamnmatory response and activation of
different pathways involved in tight junctions diption, might be alternative or additional

strategies [88].

To date, antiretroviral based PrEP and TasP arbdkepreventive strategies for HIV sexual
transmission. Identifying broadly neutralizing datiies, antibodies able to interact with HIV
receptors expressed at the surface of host caliboalies involved in ADCC and ADVI, and
antibodies blocking viral transcytosis in HIV-infed or HESN individuals is crucial to
develop immunological prophylactic approaches aoinfg long-term protection. Most
studies focused on antibodies identified in senatibddies identified in genital fluids might
be more specific of HIV sexually transmitted vatgnbut their purification and analysis
remain difficult. Evaluating the role of HIV-speidfin genital fluids is challenging whereas

genital tract is the primary source of HIV and afi¢he primary site of infection.
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Antibody

Target site

Breadth
(percentage of neutralized primary isolates)

Evaluation to prevent HIV sexual transmission

B12

4E10

2F5

VRCO1

10ES8
3 BNC 117

10-1074

2G12

gp120

gp41 MPER

gp41 MPER

gp120

gp41 MPER
gp120

gp120

gp120

48

96

58

90

98
82

65

27

Evaluated in a humanized mouse model in
combination with B12, 2F5, 4E10, and 2G12 [78]
Evaluated in a humanized mouse model in
combination with B12, 2F5, 4E10, and 2G12 [78],
Phase | study [89]

Evaluated in NHP[73], Evaluated in a humanized
mouse model in combination with B12, 2F5, 4E10,
and 2G12 [78]

Evaluated in a humanized mouse model [78]

and in combination with 3BBNC117, VRCO1-LS, and
10-1074 in NHP [77]

Demonstrated safety and tolerability [76]

Starting Phase 2b in the USA and South Africa
(HVTN 703 and HVTN 704)

Undergoing development

Evaluated in combination with 3BNC117, VRCO1-
LS, and 10-1074 in NHP [77]

Undergoing Phase | trial in combination with 10-
1074

Undergoing Phase | trial alone and in combination
with 3 BNC 117

Evaluated in NHP [73]

Table 1 : Main neutralizing antibodies evaluated ounder evaluation for prevention of HIV sexual transmission (adapted from
Mascola and Haynes [72]ywww.avac.organd https://clinicaltrials.gov)
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Vagina Junction Endocervix

Figure 1: Mechanisms involved in HIV crossing womergenital epithelia. A: Cell-associated HIV, B: freeHIV virions, green lines: HIV crossing epithelia tirough
disrupted epithelia, red lines: transmigration ofinfected cells, blue lines: transcytosis of free nions, purple lines: infection of epithelial cells,black line:
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Au niveau mondial, I'épidémie liee a HIV est enukedNéanmoins, avec 6 000 nouvelles
infections par jour, touchant majoritairement desngs femmes dans les pays de forte
endémicité et essentiellement des jeunes HSH @angalys occidentaux, le développement
de stratégies de prévention de la transmission eflexweste crucial. Le TasP donne
d’excellents résultats dans les études cliniquess sur le terrain, une réduction du nombre
de nouvelles contaminations nécessite un dépistdfigace et une cascade de soins
favorable avec une accessibilité majeure au TARY PLtEP basée sur les ARV a montré
son efficacité dans des populations HSH dans lgs pacidentaux, les résultats dans les
pays de forte endémicité et chez les femmes étasinpodestes. Ces discordances prouvent
gu’'a I'heure actuelle, il n’existe pas de stratégie prévention unique de la transmission
sexuelle universelle et qu’il convient d’'une pagtabmbiner les approches et d’autre part de
proposer une solution adaptée a la population .cteeffet, a chaque profil de sujets a
risque, une stratégie doit étre proposée en texmmpte des particularités épidémiologiques
et comportementales ainsi que des capacités dicses.

Le sperme reste le principal vecteur de transmmissie HIV. Les stratégies de TasP
pourraient étre mises en défaut du fait de la cotimpantation entre le tractus génital
masculin et le compartiment systémique ce qui p@geobleme de la biodisponibilité des
ARV au niveau tissulaire. Dans la premiere paréendtre travail, nous avons effectivement
observé des concentrations d’ARV variables damddema séminal (témoin de la diffusion
dans le tractus génital masculin), avec des talwserwBs supérieurs aux concentrations
systémiques efficaces requises pour seulement RR\2chez plusieurs patients. A I'ére
des stratégies d’allegement thérapeutique, nosébsngsoulignent la nécessité d’évaluer la
présence de HIV dans le sperme, en particulieglegda stratégie d’allegement fait appel a
une monothérapie d’inhibiteurs de protéase. Laugliféin des inhibiteurs de protéase dans le
tractus génital masculin est limitée.

De plus, les NSMC constituent un réservoir de VHilig latents chez les patients traités, et
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pourraient potentiellement jouer un role dans damgmission sexuelle, dans des conditions
d’'inflammation locale par exemple. Le TARV ne seenpbs réduire le taux d’ADN viral
dans les NSMC. L'impact de ce virus latent en tedaetransmission reste une question
majeure. Les virus latents sont le plus souvenwias défectifs, incapables de se répliquer,
en particulier lorsqu’ils présentent plusieurs sitBintégration dans le génome cellulaire
(152). Effectivement, nous avons tenté de cultdes NSMC infectés purifiés a partir du
sperme de patients traités, et nous n'avons pa\absde reprise d’'une réplication virale en
'absence de TARV. Ces résultats sont a confirnagsda mesure ou seulement 3 spermes
ont été utilisés et que nous n'avons pas évalmé@iebre et la nature des sites d’intégration
de HIV dans ces NSMC. Nous n'avons pas non plutuéva capacité des ces cellules a
transmettre des virions par contact de cell ulelilepar des techniques de co-culture. De
méme, des marqueurs viraux complémentaires commefolenes 2LTR ou [I'ARN
multiépissé n’'ont pas été utilisés pour évaluetalle du réservoir génital. Cette latence
virale est un obstacle majeur aux stratégies diées Cure » définitive du réservoir viral a
'origine d’'une activation immunitaire persistantainsi que d'un rebond viral en cas
d’interruption du TARV. De multiples stratégies sen cours d’évaluation afin de réactiver
ce réservoir latent pour mieux I'éradiquer. Sealstratégie d’intensification thérapeutique
(maraviroc et raltégravir en plus du TARV habitualgté évaluée dans le tractus génital
masculin, et n’a malheureusement pas été efficace @radiquer ce réservoir. A I'ére du
TasP, il parait essentiel et naturel d’évaluerdlation du réservoir génital de HIV dans les
stratégies d’'éradication virale ou pour la commaide différentes lignes thérapeutiques.
Plusieurs études actuellement promues par I'’Agé&lat®nale de Recherche sur le SIDA et
les hépatites virales (ANRS) comporte un voletcatte évaluation.

Le TasP et la PrEP sont des stratégies efficacas lmadéveloppement d’'un vaccin
préventif (conférent une protection prolongée) eows bien sdr tout son intérét dans la

perspective de I'éradication de I'épidémie. Un degeils est bien évidemment la grande
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variabilité de HIV en particulier de la gp120, etld gp41. Il est donc difficile d’obtenir des
anticorps a large spectre capables de préveniiediion par le plus grand nombre de
souches virales. Dans la seconde partie de cdltmwas nous sommes attachés a étudier la
réponse humorale dirigée contre HIV dans le speNoes avons formulé I'hypothése que
du fait de la compartimentation de la réponse hafeatans le tractus génital masculin, les
anticorps produits localement pourraient avoir wrande affinité pour les souches
virales transmises par voie sexuelle (souvent mdiffies et correspondant a un variant
minoritaire chez le sujet source). Nous avons futds IgG et IgA du plasma séminal de
patients Cl et de sujets HENI. Les capacités déralesation de ces Ig ont été évaluées sur
des souches virales de laboratoire (LAl X4-tropidslel62 R5-tropique). Les Ig purifiées a
partir du plasma séminal de sujets Cl et de sejgi®sés non infectés (présentant des IgA
HIV spécifiques dans le plasma séminal,) ont éfgalokes de neutraliser le virus LAI (a
tropisme X4). Ces capacités de neutralisation dentaétre explorées vis-a-vis d’isolats
primaires, afin d’identifier des anticorps neusalit a large spectre. Par ailleurs, la capacité
des Ig G et A dirigées contre HIV a traverser uith&ium monocouche pose la question
d’un rdle facilitateur des anticorps pour le fraisskement muqueux des particules virales de
HIV. Concernant les IgG, il a été montré que ceanéxtne dépendait du Fc-récepteur, qui
pourrait donc étre une cible pour une stratégiprdeention. Nous avons mis en évidence la
capacité de transcytose des IgA. Ces IgA, emasé dux particules virales HIV, pourraient
aussi jouer un tel role faciltateur. Par ailleutdne meilleure compréhension des
mécanismes de transcytose des IgA pourrait ouarivdie vers de nouvelles cibles. Ces
capacités de transcytose pourraient aussi étreséaeti comme moyen de transport et
d'adressage d’antigenes pour entrainer une réponsmunitaire locale efficace. Ceci
constitue un axe de recherche important dévelopjp&kkement au sein du GIMAP.

Les résultats obtenus au cours de ce travail dseTteivent étre poursuivis et complétés.

En particulier, I'évaluation du réservoir viral dales NSMC et du risque de transmission
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lite aux cellules infectées a partir du sperme deitpoursuivre. Les facteurs de risque
pouvant entrainer une réactivation des formestiasegt donc conduire a la transmission des
guasi-especes de ce réservoir doivent étre precisegarticulier dans les populations
infectées par HIV et contrdlées par un TARV effeau niveau systémique. En effet, a
I'heure ou il semble admis, que le risque dendmaission par voie sexuelle est limité
lorsque le partenaire infecté est efficacemmité il serait intéressant d’'identifier des
profils des patients « a risque de transmissioralgr@ une charge virale indétectable au
niveau systémique (i) en terme de pratiques sesaudl risque, (i) consommation de
drogues, (iii) nature du TARYV, et sa biodispontéildans le tractus génital masculin, (iv)
profil biologique avec possibilité d’établir uncse a partir de différents facteurs mesurés
dans le sperme (cytokines, complément, SEVI, ADN Idital, ARN HIV ultrasensible).
Nos travaux chez les patients infectés par HI¥heiz des patients exposés non infectés de
la cohorte IPERGAY concernant la caractérisation/'é@ude de la fonctionnalité des
anticorps dirigés contre HIV sont également a pgurs, afin de mettre en évidence des
anticorps a large spectre capables de neutralsgrsduches d’origine séminales, et/ou
d’entrainer une activité ADCC. Ces anticorps diiétépourraient étre utilisés dans des
stratégies préventives a base de substances a miméebicide, d'immunothérapie ou
permettre de définir des épitopes d'intérét powg steatégies vaccinales. Notre implication
dans le CIC INSERM 1408 Vaccinologie pourrait ndosner 'opportunité de participer a

des essais de préventions et/ou thérapeutigueéd@&dies approches innovantes.
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Article 4 : Current and future microbicide approaches aimed at
preventing HIV infection in Women
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Current and future microbicide
approaches aimed at preventing
HIV infection in women

Expert Rev. Anti Infect. Ther. 10(2), 167-183 (2012)

Women from developing countries, in which the prevalence of HIV infection is very high, are
at risk of becoming infected without having the possibility of personally controlling this risk.
Therefore, there is an urgent need to develop anti-HIV vaginal microbicide strategies. This review
considers the modes of entry of HIV through the mucosa of the female genital tract, the different
classes of vaginal microbicide compounds, the mode of delivery of these drugs, the aims and
methods of in vitro and animal experiments at the preclinical stage, the results of the Phase Il
trials conducted in different countries, including the ongoing assays, and the future orientations
for the next 5 years with a discussion relative to antiviral resistance, combination strategies and

development of new-generation compounds.

Kevworos: antiretroviral e female genital tract ® HIV o microbicide e pre-exposure prophylaxis e prevention

o sexually transmitted diseases ® woman

According to the latest evaluation of UNAIDS
[201], a total of 33.3 million people are infected
with HIV worldwide. In 2009, approximately
2.6 million individuals became newly infected
with this agent. Most of the infections are
acquired via heterosexual intercourse, most nota-
bly in the parts of the world where the number
of HIV-infected people is particularly high, as
in sub-Saharan Africa.

As depicted in Tasie 1, a large number of strate-
gies have been proposed for controlling the spread
of the HIV outbreak. Some of them have been
shown to be very successful, as exemplified by
the correct and consistent use of male condoms
during sexual intercourse [1], the treatment of
HIV-infected subjects with HAART combining
at least three drugs since 1996 [, the prevention
of mother-to-child transmission of HIV by using
short-term antiretroviral (ARV) prenatal treat-
ment [3] o, more recently, circumcision of the male
partner, which was found to reduce heterosexual
transmission of HIV by 50% [4-¢], as well as the
oral prophylactic use of ARV, either before or after
blood or sexual exposure [7-9]. By contrast, to date,
most attempts to develop a global vaccination pro-
phylaxis against HIV have failed [10,11].

In light of the above considerations, it is very
important to stress that men and women are
not equally concerned by the different strategies

listed in Taste 1. In the regions of the world where
HIV prevalence is highest, two-thirds of infected
individuals are women. Several factors could
explain this greater vulnerability of women to
HIV infection in the case of sexual exposure:

* In unprotected heterosexual intercourse, the
probability of getting infected is two- to four-
times greater in women than men;

* The current means of HIV prevention (con-
doms and circumcision) are less easily
controlled by women than men;

* Social, cultural and economic factors contrib-
ute to a greater exposure of women to sexually
transmitted infections (ST1s), including HIV;

* Additional physiological circumstances such
as pregnancy [12,13] may increase the risk of
getting infected by HIV.

All of these reasons plead for a special need of
dedicated means of HIV prevention that could
be under the exclusive control of women.

The concept of microbicides has been set up
in this context of greater susceptibility of women
to HIV infection, even if it can be extended to
homosexual transmission. Topical microbicides
can be defined as chemical entities that can be
applied vaginally or anally with the aims of
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preventing STTs, including HIV. This review will look at the
evolution of vaginal microbicides, their rationale, preclinical and
clinical trials demonstrating their safety and efficacy and the way
forward towards their implementation in clinical practice. Until
2010, the prophylactic use of vaginal microbicides failed to dem-
onstrate effectiveness [14]; with the CAPRISA 004 study [15], a
new era has begun, which suggests that a validated use of vaginal
microbicides could contribute to control the spread of HIV in
women. The deceptions and hopes generated by anti-HIV vagi-
nal microbicides strategies are outlined in the following sections.

Basic concepts regarding male-to-female sexual
transmission of HIV

A description of the initial steps leading to HIV infection during
heterosexual intercourse is useful to help develop drugs aimed to stop
or at least reduce this transmission. It includes the mechanisms that
explain the crossing of the female genital epithelial barrier by the virus
and the modalities of viral entry into the cells (for reviews, see [16-18]).

Vehicles & targets of HIV at the mucosal level

At the tissue level, the virus load transmitted via ejaculate is con-
stituted of both cell-free particles present in the seminal plasma
and infected nonspermatozoal mononuclear cells (NSMCs); the
respective role of these two populations is difficult to elicit pre-
cisely and depends in part on the integrity of the female epi-
thelium, but both of them have been shown to be infectious in
animal models [19.20] and in human cervical explant studies [21].
From an anatomical point of view, the virus can infect either the
pluristratified vaginal and exocervical mucosa or the endocervical
and endometrial monolayer. Whereas the multilayed squamous
epithelium represents the largest area for virus entry, the columnar
monolayer is particularly susceptible to HIV crossing, notably at
the junction between exocervix and endocervix due to its thin-
ness (despite the presence of tight junctions between cells), the
frequency of ectopies that compromise the impermeability of the
epithelium and the accumulation of target cells (Langerhans cells
[LCs], macrophages and CD4* T cells) for HIV [22-24].

Table 1. Synopsis of available or putative strategies for the
prevention of HIV infection.

o

Mechanisms of HIV crossing
Five main different mechanisms have been identified that could
contribute to the crossing of HIV:

¢ Presence of breaches in the epithelium (favored by repeated

microtraumas of the mucosa during sexual intercourse and by
other STTs);

More or less abortive infection of epithelial cells;

Transcytosis of viral particles through epithelial cells without
infection;

Transmigration of NSMCs through the genital mucosa;

Capture of virions by the dendrites of LCs that infiltrate the
mucosa.

A clear understanding of the respective part played by these
different mechanisms in HIV infection would be essential for
proposing adapted local prophylactic strategies. In fact, except for
the first mechanism, whose role in HIV passage seems evident,
it is very difficult to delineate at the present time which of these
strategies is/are privileged by the virus to cross the female genital
mucosa.

HIV entry via CD4

At the cellular level, HIV entry is also very complex; the virion
has to attach to various receptors before allowing the fusion of
its envelope to the cell membrane. It has been shown relatively
recently that the fusion process occurred after endocytosis of HIV
into endosomes [25]. For cells equipped with this receptor at the
mucosal level (T lymphocytes, macrophages, monocytes, den-
dritic cells [DCs] and LCs), the CD4 molecule interacts with
the CD4 binding site of gp120, which initiates a series of events
leading to the fusion process via the interaction between CXCR4
or CCRS5 coreceptors and the gp41 protein of HIV.

HIV entry via alternative receptors

Besides CD4, alternative receptors can contribute to cell attach-
ment and possibly entry of HIV into
the cell. Galactoside ceramide (GalCer),
present at the surface of epithelial cells
(26,27], is able to recognize the V3 loop of
gpl120 or the ELDKWA epitope of gp4l

(28]. DCs can bind to gpl20 via type-C

Prophylactic vaccination Female, male

Global lecis h h
HAART in infected subjects Female, male ¢ctins such as macrophage—mannose
e - - . receptor [29], mannose-binding lectin [30],
Specific risks _ Prevention of mother-to-child transmission ~ Female DC-specific ICAM-3-grabbing noninteg-
(targeted populations; IDU programs Female, male

rin (DC-SIGN) or langerin (a lectin spe-
cific of LC) [31]. Other alternative receptors
have been identified: HSPG [32] or synde-
can [33]; receptors for the Fc fragment of
immunoglobulins and complement frac-
tions; receptors able to recognize molecules
inherited from the host cell present at the
surface of HIV particles (LFA-1 targeting
HIV ICAM-1, HLA-DR); gp340 located

pregnant women, Female, male

IDUs, blood exposure)

Oral antiretroviral postexposure prophylaxis

Abstinence/faithful

Condoms

Male circumcision

Oral antiretroviral pre-exposure prophylaxis
Oral antiretroviral postexposure prophylaxis
Vaginal microbicides

HAART: Highly active antiretroviral therapy; IDU: Injecting drug users.

Female, male
Male, (female)
Male

Female, male
Female, male
Female

Sexual exposure
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at the surface of epithelial cells (34] or monocytes [35] and capable
of attaching the V3 loop of gp120; or integrin a:4B7 present at
the surface of activated T lymphocytes [36] specific of the V2
loop of gp120. Even if all theses interactions are responsible for a
limited percentage of HIV infections, they constitute interesting
pathways to be taken into consideration through microbicidal
strategies, notably for preventing HIV attaching to CD4 and
crossing the mucosa, as described in the next section.

Role of environmental factors

To conclude this rapid overview of interactions between HIV
and the female genital mucosa, it is noteworthy to stress the role
of local conditions [37] and notably of the bacterial microflora,
as well as the role of the hormonal impregnation and of adventi-
tious STTIs that can all create a favorable environment for HIV
penetration and infection. Last but not least, the seminal plasma
is not a passive carrier of virions [38]; it contributes to a reduction
in the protective acidic pH of vagina [39], it favors the attachment
of virions to target cells [40] and it enhances the production of
epithelial chemokines that recruit new target cells [41].

Classification of anti-HIV vaginal microbicide
compounds

The anti-HIV vaginal microbicide compounds include a great
number of products (more than 50) that are very heterogeneous in
both chemical composition and mode of action, from lime juice (a
substance used by sex workers in Nigeria to prevent HIV infection
and now formulated in a microbicide known as Unipron® [42))
to sophisticated nanoparticulate systems [43]. Tase 2 summarizes
some of these microbicide compounds classified according to their
mode of action, when known. Basically, microbicide compounds
can be classified into two groups according to the selectivity of
their action against HIV.

HIV-nonspecific compounds

Most HIV-nonspecific compounds constitute first-generation
compounds that failed to demonstrate an accurate effectiveness
against HIV in clinical trials (see below). The potential interest
lies in their capacity to be active against several agents of STIs
and, for some of them, to have spermicidal activity.

The surfactants include compounds able to disrupt cellular
and microbial membranes as well as viral envelopes. Despite this
broad-spectrum activity, their relatively high toxicity has led to
most of them being discarded (see below).

The vaginal defense enhancers are able to preserve the physio-
logical acidity of the vagina despite the neutralizing effect of
seminal plasma. Their activity against HIV is usually modest but
they can be used as excipients to dilute more active compounds.
Lactobacilli are responsible for the natural acidity of the vagina;
substituting this flora by recombinant lactobacilli able to produce
microbicide compounds such as cyanovirin [44], or to neutralize
HIV virions has been suggested [45].

Polyanions are a class of microbicides that are not cytotoxic
and are active against a wide variety of STI pathogens includ-
ing viruses and bacteria. They interfere with microbial binding

to target cells via heparan sulfate receptors. In addition, many
polyanions are contraceptive, notably by inducing premature
acrosomal loss in a Ca?*-dependent manner [46]. Different poly-
anions (PRO2000®, CAP, PPCM and so on) are intended to
serve as excipients in combination with a more active anti-HIV
compound.

Several other drugs act as nonspecific entry inhibitors of HIV.
For instance, C5A is an 18-amino acid peptide derived from the
NS5A protein of hepatitis C virus that was shown to disrupt
the integrity of viral membranes, including HIV, by blocking
dihydrosphingomyelin [47.48].

HIV-specific compounds

In contast to the precedent category, these compounds are able to
block at least one specific step of the HIV replication cycle. They
are much more effective against HIV but usually lack activity
against other STI agents and have spermicidal effects. Some of
them are already used in HAART, whereas others are dedicated
to a topical administration.

Inhibitors of HIV entry

As described in the previous section, HIV can bind to a large
number of molecules at the surface of cells located within the
vaginal mucosa. Many compounds have been shown to be able to
link either to viral surface components (mainly gp120 and gp41)
or cellular receptors (main receptor CD4, coreceptor CCR5 or
alternative receptors).

The neutralization of HIV particles can be obtained via anti-
bodies, although monoclonal antibodies are rarely neutralizing.
Optimized dendrimers were specially constructed to achieve this
goal. A dendrimer is a complex nanomolecule mimicking the
structure of a tree (dendron in greek) and comprising a core, a
branching unit and a dendromer surface [43]. SPL7013, called
VivaGel™, is the prototype of this new class of HIV entry
inhibitors. After having proven successful protection of pig-tailed
macaques treated by a vaginal route and challenged by SHIV, it
was authorized for a Phase I trial on 61 women in the USA; the
results should be available soon.

The gpl20 protein of HIV is targeted by several microbicide
candidates (Tasce 2), including notably monoclonal antibodies
(mAbs), cyanovirin N (an 11-kDa protein from the cyanobac-
terium Nostoc ellipsosporum, eliciting a high affinity for gp120
(491), the Griffithsin lectin derived from red algae (50, different
oligonucleotides and syndecan (or HSPG) [s1].

The gp41 protein of HIV is also a very interesting target for
HIV microbicides since its inhibition can prevent the fusion
between the viral envelope and the cell membrane. Besides
peptides such as T20 already licensed for salvage HAART,
retrocyclins deserve special attention. These small lectins, which
belong to the B-defensin family, are tetracyclic 18-residue pep-
tides with three cysteine disulfide bonds; they are not expressed
in humans (unlike nonhuman primates) due to the presence of a
stop codon. The products of these six pseudogenes were recreated
synthetically and called ‘retrocyclins’. They inhibit HIV replica-
tion by preventing six-helix bundle formation in gp41 [s2,53].
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Table 2. Classification of a selection of microbicide compounds in the clinical or preclinical stage of
development according to their mechanism of action towards HIV.

Surfactants (nonspecific lysis of Nonoxinol-9 or N-9 Interrupted [81-86]

cellular and microbial membranes  C31G (SAVVY®) Interrupted 1871

and of viral envelopes) Sodium lauryl sulfate (Invisible Condom?®) Phase II/111 [931
Octylglycerol Preclinical

Vaginal defense enhancers Carbopol 974P (Buffer gel®) Phase Il [90]
ACIDFORM (Amphora®) Phase | [103]
Unipron® (citric acid as main active drug) Preclinical [42]

Entry inhibitor polyanions Cellulose sulfate (Ushercell®) Interrupted 88]
Carrageenan (Carraguard®/PC-515) Interrupted 89]
Naphtalene sulfonate (PRO 2000®) Phase lII/I 0]
Cellulose acetate phthalate (CAP) Preclinical
Sodium rutin sulfate Preclinical [46]
Dextrin sulfate Preclinical [104]
PPCM (poly-acidic-oligomer also called SAMMA [sulfuric-acid Preclinical [105-107]
modified mandelic acid])

Nonpolyanion entry inhibitors C5A Preclinical [47.48]
PEHMB (poly ethylic hexamethylene biguanide) Preclinical [108]
Nisin (bacteriocin naturally produced by Lactococcus lactis) Preclinical [109]

Virus entry/fusion

HIV neutralization Optimized dendrimers: SPL7013 (Vivagel®) Phase | [110]
Recombinant Lactobacillus (x-REPLAB) Preclinical (4]
gp120 targeting Monoclonal antibodies Preclinical
Cyanovirin N Preclinical [44.49)
Plant lectins (Griffithsin) Preclinical [50]
Oligonucleotides
- BMS-599793 Preclinical [1]
- BMS-378806 Preclinical
- ISIS-5320 Preclinical
Syndecan (HSPG) Preclinical [51]
gp41 targeting Peptides
— Enfuvirtide (T20) Preclinical (112]
- T1249 Preclinical [112]
- C52L Preclinical [9¢]
— L'644 (L34-Chol) Preclinical
Retrocyclins (RC101) Preclinical [52,53]
D-peptides (PIE-12) Preclinical [55]
CD4 targeting Monoclonal antibodies (ibalizumab) Preclinical [56]
Green tea flavonoid (epigallocatechin gallate) Preclinical [57]
Cyclotriazadisulfonamide (CADA) Preclinical [58]
CCRS5 targeting Maravinoc Preclinical [96]
1860167 Preclinical
TAK 779 Preclinical
CPMD 167 Preclinical
RANTES-analogs Preclinical
Monoclonal antibodies Preclinical
Targeting of alternative HIV Anti-DCSIGN monoclonal antibodies Preclinical [59]
receptors (notably at the surface of Mannans Preclinical
Langerhans cells) Syndecan-FC Preclinical
Anti-ICAM-1 monoclonal antibodies Preclinical

RTI: Reverse transcriptase inhibitor.
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Table 2. Classification of a selection of microbicide compounds in the clinical or preclinical stage of
development according to their mechanism of action towards HIV (cont.).

RTIs

Nucleotidic RTls Tenofovir gel/PMPA
KP1/KP17

Nucleosidic RTIs EFdA

Non-nucleosidic RTIs TMC-120 (dapivirine)

UG781

MIV-150

Pyrimidinediones (IGQP-0528)
DABO compounds

Integrase inhibitors Raltegravir
GS9160

Diterpene (118-B-24)

Darunavir
Ritonavir
Saquinavir
Lopinavir
Fullarenes

Protease inhibitors

Glycerol monolaurate
Praneem polyherbal
Zinc compounds

Zinc tetra-ascorbo-camphorate derivative (C14)

RTI: Reverse transcriptase inhibitor.

RC-101, a microbicide candidate belonging to this family and
developed as a film, was recently shown to exhibit excellent
in vitro and ex vivo performances [s4]. Another group of peptides
called D-peptides, whose leader compound is called PIE-12, was
found to be able to block HIV replication at the same level but
with a very strong barrier of resistance by comparison to other
fusion inhibitors [ss].

The CD4 receptor was considered as a target for preventing
HIV binding early on. Ibalizumab is a humanized IgG4 mAb
that binds to the C2 domain of CD4 [s¢]; in contrast to attach-
ment inhibitors, ibalizumab does not prevent gp120 binding to
CD4, but is thought to decrease the flexibility of CD4, thereby
hindering access of CD4-bound gp120 to CCR5 and CXCR4.
Other CD4 inhibitors are listed in Tasie 2, namely the green tea
flavonoid (epigallocatechin gallate) (57) and CADA [ss].

Considering that R5 strains of HIV are preferentially trans-
mitted during primary infection, it was logical to identify the
CCRS coreceptor as a privileged target in microbicide strategies.
Different approaches have yielded a range of molecules that block
the interaction between HIV and CCRS, including small mol-
ecule antagonists (maraviroc is the leader compound of this class),
mAbs (Mapp66 combines two mAbs directed against CCR5 and
herpes simplex, respectively) and covalently modified natural
CCRS ligands (e.g., RANTES analogs).

Phase Il [15]
Preclinical

Preclinical

Phase Il [113,114]
Phase | [113,115)
Phase | (73]
Preclinical [116]
Preclinical

Preclinical [61]
Preclinical
Preclinical

Preclinical
Preclinical
Preclinical
Preclinical
Preclinical

63

Preclinical

[63]
Preclinical [64]
Preclinical [65]
Preclinical [66]

Finally, some compounds target alternative HIV receptors
(DC-SIGN, HSPG or syndecan) located notably on LCs that play
an important role in early HIV intake (Freure 1). Syndecan-Fc is an
original compound that combines the ectodomain of syndecan-1
and the Fc domain of a human IgG and exhibits multiple attrac-
tive microbicidal properties on primary cellular targets including
LCs [59].

Reverse transcriptase inhibitors

Tenofovir, a nucleotidic reverse transcriptase inhibitor (RTT), was
the first drug administered intravaginally as a gel to demonstrate a
significant protection to women against HIV (see below) [15]. Non-
nucleosidic RTT (NNRTT) compounds are also good microbicide
candidates because they possess a high therapeutic index, have an
excellent diffusion in tissue and do not need previous metabolism
(60); several of them are already engaged in clinical trials (Tasie 2).

Protease & integrase inhibitors

More recently proposed as microbicide candidates, these two
classes of potent HIV inhibitors were found able to significantly
block HIV infection despite their relatively late intervention in
the viral replication cycle (é1]. Fullerenes belong to a family of
nanomolecules (25-500 nm) originated from carbon-60; some
of them were shown to inhibit the aspartic protease of HIV more
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Dendritic cell " Lymph node
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Figure 1. Schematic representation of the epithelium crossing by cell-free or
cell-associated HIV particles at the cervical/vaginal level. The endocervical
mucosa consists of a monolayer of epithelial cells (left) whereas the exocervical and
vaginal mucosa is made of a multilayer of epithelial cells infiltrated by different
mononuclear cells (right). The transformation zone corresponds to the junction
between the exo- and the endocervix; it is frequently the place of ectopies that could
facilitate HIV crossing. The region under the epithelial barrier is colonized by a great
number of mononuclear cells that are able to capture the virions and migrate towards
the lymph nodes in which the virus is considerably amplified before systemic spread.
The numbers correspond to the respective mechanisms that have been evoked to
explain HIV crossing: (1) crossing through (micro)breaches; (2) transcytosis through
epithelial cells without infection; (3) capture of free virions by dendritic cells; (4) more
or less abortive infection of epithelial cells; (5) transmigration of infected mononuclear
cells of the semen from the apical pole of the mucosa to the submucosa; (6) infection
of intraepithelial lymphocytes; (7) infection of intraepithelial monocytes; (8) capture
and transport by Langerhans cells present inside the multilayer. The respective role of
these different mechanisms in HIV entry at the genital level is not clearly determined

the experience of hormone vaginal delivery
for more than 20 years. By contrast, films,
tablets and nanoparticulate systems have
been developed more recently, in great part
for answering to the new needs generated
by the progress of microbicide technology.
Recent reviews have been dedicated to this
topic [67-71]. Tase 3 summarizes the respec-
tive advantages and limitations of these
different delivery systems.

Hydrogels & creams

Hydrogels and creams were the substra-
tum of most of the trials conducted in
animals or in humans with nonspecific
(the trial with sodium lauryl sulfate or
Invisible Condom® is still in progress)
as well as HIV-specific microbicide can-
didates, including the CAPRISA 004
study [15]. A gel consisting of hydroethyl-
cellulose (HEC) has been proposed as a
universal placebo in microbicide develop-
ment [72]. Other nonspecific compounds
initially tested as microbicide, including
Buffer Gel®, PRO 2000° and Carrageenan
(Tasie 2), are now proposed in combination
with HIV-specific compounds [73202].
Hydrogels and creams are easy to formu-
late at the pharmaceutical level, can be
produced at low cost and are easy to store.
The pharmacological stability of the active
compound is well controlled. The main
limits of gels are their short-lasting pro-
tection in a coitus-dependent manner and

at the present time.

efficiently than nevirapine [62]; however, the clinical impact of
fullerenes could be compromised by possible carcinogenic and
genotoxic side effects [43].

Compounds with uncharacterized mechanisms

Some microbicides that demonstrated at least partial activity
against HIV exhibit a not-fully elucidated mode of action. This
is the case for glycerol monolaurate [63], which is supposed to
inhibit the inflammatory response generated by HIV-exposed
epithelial cells, Praneem polyherbal 64, developed in India and
containing several vegetal extracts, and zinc salts [65], including
zinc tetra-ascorbo-camphorate [66], a terpen derivative.

Vaginal drug formulation & delivery systems

Several systems have been proposed to deliver microbicide drugs
at the vaginal level (Tasce 3). Hydrogels or creams have been docu-
mented for many years and were the mode of administration of
many compounds evaluated with various effectiveness in previ-
ous clinical trials (see next section). Vaginal rings benefit from

the risk of leakage that greatly reduce their

acceptability. In different clinical trials,
side effects were reported in 18-85% of the women, according
to the product and formulation (67].

Vaginal rings

In contrast to gels, elastomeric vaginal rings offer long-term
coitus-independent release of the active compound in the vagina
(70]. They are torus-shaped and constituted of either silicone or
of thermoplastic urethane. Two kinds of devices are currently
available corresponding to different technologies; for the simplest
rings, the active compound is loaded within the matrix; whereas
the other rings include a reservoir located inside the ring and are
able to deliver the product at a constant rate for a very long period
of time (Fieure 2). In both cases, the compound diffuses through
the polymer in the vagina. Due to its elasticity, the ring is easy
to introduce by the woman into her vagina; the device must be
inserted at the superior third of the cervix to avoid spontaneous
expulsion. From a theoretical point of view, vaginal rings are very
promising; several clinical trials are in progress to demonstrate
their effectiveness (see next section).
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Gels/creams Easy to formulate at the pharmacological level
Relatively low cost

Well-experimented mode of delivery

Good pharmacological stability for the active drug(s)

Ease of storage

Rings Easy to insert

Long-lasting delivery system (coitus-independent)
Well-experimented mode of delivery
Good-to-excellent tolerance

Hidden from the partner

ns of the different modes of microbici

Risk of leakage and messy

Use of an applicator that increase the cost of the
device

Short-lasting protection, which needs frequent
applications (coitus-dependent system)
Incompatible with hydrophobic compounds
Difficult to hide from the partner

Expensive devices (notably for unique-use rings)
Unique size (risk of expulsion in a few women)
Limited to compounds that can diffuse through the
polymeric matrix

Problem of high-scale production

Progressive and possibly constant delivery of the compound(s)

Ease of storage

Tablets Easy to formulate at the pharmacological level
Precise dosing

Easy handling

Easy to hide from the partner

Low cost (possibility of high-scale production)

Ease of storage

Rapid dissolving
polymeric films

Solid dry drug-delivery systems
Rapid drug release

Bio-adhesive properties that may increase protection

Possible combination with contraceptive usage
Good tolerance
Ease of storage

Nanoparticle
encapsulation

Long-lasting delivery system (coitus-independent)
Hidden from the partner
Can encapsulate hydrophobic compounds

Other devices
Vaginal tablets are a good alternative to gels, avoiding leakage and
any mess. From a pharmaceutical point of view, they are easy to
formulate. However, there is no experimental model that allows a
systematic evaluation of the pharmacokinetics of the active com-
pound, which limits the clinical development of this formulation.
Work is in progress to produce fast-dissolving tablets [69].
Vaginal films constitute another interesting alternative to gels.
Rapid-dissolving polymeric films are now available due to the prog-
ress in polymer sciences; they are able to adhere rapidly to the
vaginal mucosa and release the active compound without leakage.
A Phase I trial has validated the good tolerance and acceptability
of this device [69]. The film may also provide contraceptive activity.
Finally, nanoparticles constitute a promising vehicle for deliver-
ing microbicide candidates, including those that are not soluble in
water. Encapsulation of the compound in different nanoparticle
vectors, including cyclodextrins, gold or silver nanocarriers and
polystyrene nanospheres [43], is hoped to allow its long-lasting deliv-
ery at the mucosal level. However, this technology is relatively new
and still requires a full demonstration of its effectiveness and safety.

Preclinical evaluation of microbicides
Lessons learned from the development and testing of some
compounds described in the next section have led to the need

Coitus-dependent system

Lack of experimental models, which makes the
evaluation of vaginal disintegration and distribution
difficult

Coitus-dependent system
Sophisticated technology
Difficult to hide from the partner

Experimental systems
High-cost technology
Safety concerns?

for careful evaluation of microbicide candidates at the preclini-
cal stage with a definition of standardized criteria allowing
a clear selection of the compounds that merit introduction
in the clinical pipeline. In 2004, the International Working
Group on Microbicides published recommendations regard-
ing the preclinical evaluation of microbicides [74] and recent
reviews have been dedicated, at least in part, to this important
subject [37.68,75.76).

Doncel and Clark defined the different steps required for
the preclinical evaluation of microbicide compounds; most of
them are common to all drugs whereas some others are specific
to topical compounds [76]. Three levels of investigations can

be defined:

* In vitro studies, including the evaluation of the physico-
chemical properties of the compound, its release rates, its
spectrum of action (on a wide panel of HIV strains, includ-
ing seminal isolates and, depending on its mode of action,
on other infectious agents and spermatozoa) and toxicity on
cells and tissue;

Ex vivo and animal studies for evaluating organ toxicity together
with pharmacodynamic and pharmacokinetic properties;

* Safety and efficacy studies in animal models.
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Reservoir

Outer
silicone
Reservoir

Figure 2. Representation of a silicone vaginal ring
equipped with a central reservoir aimed to contain the
microbicide compound. The figure on the right shows a
transverse view of the ring. Thanks to the reservoir, the product is
delivered at a constant rate through the silicone matrix.

In vitro preclinical evaluation
Different cell models (in suspension, as monolayer or as multi-
layer) can be used to assess the ability of the compound to block
viral infection using different HIV strains. Regarding toxicity,
the assays are usually performed using a dual-chamber model in
which epithelial cells are cultivated on a
filter exhibiting micropores of defined size
[77.78]; the compound to be tested is placed
at the apical surface of the cells and differ-
ent tests (schematically shown in Ficure 3)
can be used to evaluate the integrity of
the mono- or multi-layer, the recruitment
of immune cells and the secretion of che-
mokines in the basal compartment of the
chamber (Fioure 3). This model can also
allow the evaluation of the role of adven-
titious factors such as seminal plasma,
female genital tract secretions [37] or HIV-
opsonization by complement fragments
(79]. An example of an algorithm used
for the in vitro selection of microbicide
compounds is depicted in Ficure 4.

Ex vivo & animal models
Some tests are common to those required
for any drug, including standard toxicol-
ogy performed in small rodent and non-
rodent models, hypersensitivity studies
performed in guinea pigs and reproductive
toxicology (reproductive toxicology, tera-
tology, peri- and post-natal toxicity) — par-
ticularly important for products intended
to be used in women of child-bearing-age
— in rodent and nonrodent models [76].
The toxicity of microbicides on vaginal
tissue is currently evaluated by measur-
ing the irritation induced on an explanted

Phenotypic changes/toxicity

rabbit vaginal mucosa (80]; nonhuman primates or sheep offer
more adapted models with regard to physiological and anatomical
conditions. The latter models are also useful for pharmacokinet-
ics, pharmacodynamic and effectiveness studies. In the future,
humanized mice could replace nonhuman primates for some of
these evaluations [76].

Clinical considerations

The perfect microbicide candidate

Ideally, an HIV microbicide must combine a great number of
properties. From a virological point of view, it must be active at
the nanomolar scale with a high therapeutic index; it must be
able to prevent HIV integration; it must be active against all the
strains of HIV-1, including the seminal variants, cell-free and
cell-associated virus, and virus of R5 and X4 tropism; it must
keep its entire effectiveness in the presence of seminal plasma
and vaginal secretions; it must exhibit a post-exposure effec-
tiveness and not induce viral resistance when used by an HIV-
infected woman. Regarding side effects, it must be nontoxic at
the mucosal level, either directly or indirectly via the activation
of inflammatory response (see previous section). In terms of
spectrum of activity, the perfect microbicide would be active
against other agents of STIs and could also possess spermicidal

TEER/permeability measurements

e dmve

Transmigration tests

II--Il’

DC activity

Cell-free =
virus ®o ©

Infected MC
!" 3

Figure 3. Schematic representation of a two-compartment chamber with a filter
on which the cells are cultivated (the picture shows a monolayer but multilayers
can be cultivated as well). The microbicide and the virus are applied at the apical side
of the chamber. The immune cells are deposited either inside the mucosa or at the basal
side. Different measures can be performed to evaluate the safety of the compound; their
results are schematically represented around the chamber.

DC: Dendritic cell; MC: Monocyte.
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properties if needed. To be used world-
wide at a very large scale, especially in

Selected microbicide

poor countries, the whole device must be
easy to produce at high cadence and low

(on cell-associated and cell-free virus, on a wide variety of HIV strains)

Tests of effectiveness

price and present an excellent stability,
notably under tropical climates. For cus-
tomers, the compound must be colorless,
odorless and tasteless, be formulated in a
convenient way (Taste 3), have a long-last-
ing action and not interfere with sexual
pleasure (68]. Some of these properties are
more or less contradictory, at least for a
single compound, such as: to be active

!

| Effective against HIV (Ce,) l

Cytotoxicity tests (Ct, Rejection of the

)
(dose curve responsfao at 24 h) compound

|

against HIV in a specific way and to have

l Calculation of the therapeutic index Ct, /Ce,,

a large spectrum against other agents of
STIs; to result of a high technology and
to be produced at a low price; or to be
highly active against HIV and to exhibit
no toxicity at the mucosal level.

>10\

<10

o

Rejection of the
compound

Previous trials: from original sin to

Inflammatory markers
Transepithelial electric resistance (TEER)

early stages of redemption

Although no current microbicide com-
pound fits all of the above properties, con-
siderable progress has been made during
the last 20 years in terms of microbicide
safety and effectiveness.

The microbicide story started in the early
1990s with the report of a possible protec-
tive effect against HIV infection in women
treated topically in Kenya (sponge) and
Cameroon (film) by nonoxynol-9 (N9),
a surfactant compound, during Phase I/I1
studies [81,82]. A large-scale Phase III study
conducted in thousands of female sex work-
ers from Céte d’Ivoire, South Africa and Thailand severely con-
tradicted these early results, with a rate of HIV seroconversion
twice as high in the treated group by comparison to placebo [s3].
It is noteworthy that the huge toxicity of the compound for the
vaginal mucosa [84,85] had already been reported in 1964 [s¢]. A
clinical trial conducted in Nigerian women with another surfac-
tant compound, C31G, formulated as SAVVY® vaginal gel (871,
was closed prematurely due to the inability of the compound to
prevent HIV infection (there was even a trend for a higher number
of new HIV infections in the treated group).

Cellulose sulfate (Ushershell®) and carrageenan (Carraguard®),
two polyanion derivatives (Tasie 2), also exhibited deceiving results
in large clinical trials, with no protective effect by comparison
with placebo [88,89]. Less pessimistic results had been presented in
2009 for the PRO 2000 0.5% gel with a trend to protect women
treated with this gel by comparison to placebo or Buffer Gel,
a vaginal defense enhancer (Taste 2) [90]. However, the future of
polyanions, at least in monotherapy, seems compromised: cellu-
lose sulfate was shown to enhance in vitro HIV infection, nota-
bly for R5 strains [91] and seminal plasma was shown to reduce

Correct

Animal model
Clinical trial

Not correct
(according to
predefined criteria)

Rejection of the
compound

Figure 4. Example of an algorithm used for in vitro selection of microbicide
candidates according to both results of infectivity reduction and toxicity. It is
noteworthy to mention that this selection is also needed for the excipients that enter
into the formulation of microbicides.

the effectiveness of polyanion microbicides in a model of herpes
simplex type 2 infection [92).

After all these disillusions and some controversies [1493], the
strategy for preventing HIV infection via vaginal microbicides
moved to drugs able to block the replication cycle of HIV in a
more specific way (Taste 2). After 20 years of ineffective results,
the CAPRISA 004 study presented enthusiastically at the 2010
International AIDS Society Conference in Vienna, Austria,
and published simultaneously in Science (15], finally brought the
proof-of-concept of effectiveness of vaginal microbicide pro-
phylactic strategy. A double-blind, randomized controlled trial
was conducted comparing tenofovir gel (n = 445) with placebo
gel (n = 444) in sexually active, HIV-uninfected 18—40-year-
old women in urban and rural KwaZulu-Natal, South Africa.
HIV serostatus, safety, sexual behavior and gel and condom
use were assessed at monthly follow-up visits for 30 months. In
those women receiving the tenofovir gel, there was no increase
in the overall adverse event rates; no changes in viral load and no
tenofovir resistance was observed in HIV seroconverters. HIV
incidence in the tenofovir gel arm was 5.6 per 100 women-years

WWW.EXPC!‘[—IEViCWS.COm

175

142



Pozzetto, Delézay, Brunon-Gagneux, Hamzeh-Cognasse, Lucht & Bourlet

€10¢
Loz

110¢
L10¢
L10C
L10¢
L10T
L10¢

110T

€10T

6002 10
800¢ bny
pauueld
800¢ uer
pauueld
6002 924
pauue|d
pauue|d
pauue|d
6007 unf
010z 4dvy
6002 Inf
6007 AON
600¢ bny
£002 Inf
pauueld
pauueld

600¢ 10

LLOZ-PIN

amgequuiz ‘eiquiez ‘epuebn ‘edlY Yinos ‘IMelel
amaequiiz ‘elquiez ‘epuebn ‘edufy Yinos ‘iImelein
elquez

elpuj

VSN ‘elpul

vsn

anN

anN

VSN ‘dljgnday uedjujwoq

vsn

BlUPZUB| ‘POLIJY UINOS ‘BpuUBMY ‘IMEIRIA ‘BAUDY
EDLYY Yinos

eDLJY YINOS ‘epuemy ‘Imelei ‘eAuay

wnibjag

vsn

dljgnday uesjuiwog

vsn

vsn

edL}Y INoS

"[$07] wouy uaxey exeq

‘PauIULIRIBP 10N (AN ‘|qedidde JON VN HOMIBN SeLL BPIDIGOIDIA :NLIN ‘SOPPIGOIIA 104 dIysiaulied [BUOBUISIU| SN d]

S3jeway} 005
(+AIH) ss[ews} 005
an

aN

S9jeWway 76

So|ewd) 9¢

anN

an

Sa|eway 05

s3jeway 08l

Sojews) 08¢

$aews) 0Z€

ss|ewa} 0ze

Sojewa) 8

sajeway 19

Sajeway 7

\S9[PWa) 0ET

Slew pue S3jeway £9

g sieday
Yhm ssjews} 00¢¢

UaJp|Iyd J19y} pue apiIqo.nIw
0} pasodxa uawom jueubaid

10030.d 19119AU0D0ISS

Bun pue |96 :0gade|d

|96 :0gade|d

bul :0qade|d

196 (INYO4aIDV)/n.i0ydwy
|96 91e1928 dUIZ

196 81e1908 DUIZ OGL-AIIN

196 :
bul

196 :
196 :
bu

(196 £10£1dS) wl9beAIA
196 J1nojous]
196 Jinojous]

196 J1nojouad)

196 Jinojoua)

‘Buipaajisealq Jo Jueubaid aue syuedpied ||y,

VN (3DVHAINT) 910-NLN
VN SLO-NLWN
YN |el} paje|nwlis adusisypy
YN SI9XJOM XoS Ul adualaypy/
Vi SO0-NLN
l 0204V
L Apmis 19D yes duiz
l Apnis |99 1es duiz/0SL-AIN
L Apmis Aiajes jesooniAl ad/d
/L 020-N\dI
/L SLO-IAdI
/L av10-NdI
/L V710-INdI
L (Apris sonaunjodeulieyd) €10-NdI
l 700-NLN
L Apnis uoned|ddy |euibea
l 800-NLWN
L £LO0-NLN
& 100 SLOVA

*USWOM Ul SPIMPJIOM S31epIpUE) 3pIdIqodiw [edido) jo sjeus jeatul pauueld 1o mc,_om:o J01s17 ' 3|qel

,(2012)

2)

(

Expert Rev. Anti Infect. Ther. 10

176

143



Current & future microbicide approaches aimed at preventing HIV infection in women
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» _enya 2)

South Africa (6)

Figure 5. Country distribution of the clinical trials listed in Tasie 4. The figures in brackets correspond to the number of ongoing or

planned trials.

compared with 9.1 per 100 women-years in the placebo gel arm
(p = 0.017). Tenofovir gel reduced HIV acquisition by an esti-
mated 39% overall, and by 54% in women with high gel adher-
ence. These results are very significant because it must be kept
in mind that, as stressed by Whaley ez 4/. (711, microbicide trials
have limited statistical power due to the strong recommendation
of the simultaneous use of a male condom (in another trial, only
9% of sex acts were shown to involve the gel in the absence of
a condom) [87]. Moreover, in studies testing coitus-dependent
strategies, the adherence to gel use may be very low (43% in the
Carraguard trial [71)).

Ongoing trials

In the pursuit of this reference study, several other clinical trials
evaluating vaginal HIV-specific drugs have been undertaken
worldwide. The VOICE study involved approximately 5000
women and was comparing a local strategy using 1% tenofovir
gel to an oral pre-exposure prophylaxis using mono- (tenofo-
vir) or bitherapy (tenofovir + emtricitabine); the first two arms
were prematurely stopped in September and November 2011,
respectively, because of their absence of efficacy. Other trials
are investigating NNRTT compounds either as gels (UC-781,
MIV-150, dapivirine) or rings (dapivirine); for some of them,
results will be available soon (Tasie 4 & Ficure 5).

Trials with gels targeting the entry of HIV, either specifi-
cally (SPI7013 or Vivagel™) or less specifically (Acidform or
AMPHORA™,), are conducted in parallel (Tasie 4 & Ficurs 5).
The interest for broad-spectrum products has been renewed by a

macaque study demonstrating the ability of glycerol monolaurate
(a compound that may act as a modulator of the inflammatory
answer) delivered in the vagina, to protect the animals against
SIV infection [63].

Expert commentary & five-year view

Despite their empirical use for a very long time, microbicides have
entered into the area of scientific investigation relatively recently
and many questions are still pending regarding their use on a
very large scale. The last section of this review addresses those
of major concern.

Avoiding viral resistance

With the use of compounds that are specific for HIV and that are
already licensed for oral HAART, which is the case for many of
the products listed in TasLe 2, the spectrum of HIV resistance must
be evoked because these drugs, if effective, are intended to be used
on a very large scale in populations exhibiting a high prevalence of
HIV infection, without preliminary screening of HIV status. At
the genital level, the relatively low viral loads observed in semen
seem sufficient to contain the emergence of resistant mutants when
using a single drug. However, if the compounds, which are often
small molecules, can diffuse from the vagina to the blood, there is
arisk of selecting resistant mutants at the systemic level in persons
already infected with HIV. This problem is particularly sensitive
for NNRTT compounds that are largely used both as first-line
treatment in HAART and as microbicides (Taste 4), and that exhibit
frequent cross-resistance within the family [94]. Another concern is
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Figure 6. Model of a vaginal ring allowing the simultaneous
delivery of three different compounds. The ring is made of
long-lasting silicone. The different drugs are filled in the separate
tanks located inside the ring. The molecules diffuse continuously
through the silicone for periods of several months.

Figure courtesy of Blaise Figuereo (University of Saint-Etienne,
France).

the interaction between HIV-seronegative women and viral strains
already resistant to the drug used as microbicide. These questions,
unanswered at this time, are crucial because the use of the same
drugs for curative treatment and prevention could impair both
of them in case of selection of resistant mutants; this would be
particularly tragic in low-income countries where the number of
available ARV drugs is limited.

Increasing adherence & efficiency by combination studies

The way to circumvent viral resistance is the combination of
several drugs, which is the best way for increasing genetic bar-
riers. In addition, the simultaneous use of compounds with
different modes of action could help to prevent HIV transmis-
sion more efficiently. Furthermore, with a selection of adequate
compounds, this strategy could combine the prevention of
HIV transmission, the prevention of other STIs and, if wished,
contraceptive properties [95].

Different assays conducted in macaques have shown the effec-
tiveness of the combination approach regarding SHIV transmis-
sion, as exemplified by the study of Veazey et 2/. combining three
anti-HIV peptides (CMPDI167, BMS-378806 and C52L) target-
ing different entry molecules [96] or the study by Kenney ez al.
combining carrageenan, zinc acetate and MIV-150, an NNRTI
compound [73]. Future clinical trials are planned that combine
at least two antiviral compounds (for a list of these associations,
see Appendix 2 in [202]).

In addition to gels, new delivery devices have been imagined to
fit with these combined strategies, including vaginal preservatives
(95], ‘intelligent’ diaphragms able to deliver microbicidal gel [97.95)
or rings with multiple reservoirs (Ficure 6).

Another strategy would consist of the use of both oral and vaginal
PrEP (s]. Oral PrEP, initially limited to serodiscordant couples, has
been shown to be able to protect women from HIV infection in two
independent studies presented in July 2011 at the International AIDS
Society Conference of Rome, Italy (99.100]. The addition of topical
PrEP to oral PrEP could contribute to improve the effectiveness of this
strategy (butalso the selection of resistant mutants in monotherapies).

Developing promising new-generation technologies

After the previous era dedicated to broad-range spectrum com-
pounds and the current one experimenting topically anti-HIV
drugs used in systemic curative therapy (a strategy that could not
be found to be the best option due to the risk of selection of resistant
virions as discussed above), a third generation of anti-HIV microbi-
cides is in development [43,71,101]. Based on various biotechnologies,
they include notably nanomicrobicides (i.e., dendrimers and fuller-
enes listed in Tasie 2), nanobodies (monovalent immunoglobulins
derived from camelids), RNA silencing (siRNA) and recombinant
lactobacilli expressing anti-HIV compounds (RANTES, cyanovi-
rin-N). One of the main challenges is to combine high technology
and low cost; the use of bioengineered plants, bacteria or yeasts to
produce these compounds could help to solve this paradox, even if
the acceptance of the public to prophylactic strategies using geneti-
cally modified organisms is questionable.

With regard to new technologies, an ultimate strategy would con-
sist of combining topical and/or oral PrEP to prophylactic vaccination
[71]. According to this scenario, the presence of vaginal microbicide(s)
would protect against HIV contamination in the early phase of vac-
cination; the safe contact with wild HIV strains could enhance and
broaden the immune response to HIV vaccinal epitopes; reciprocally,
the vaccination could allow discontinuing PrEP in those subjects
with a good responder profile (if; of course, this goal could be met).

Concluding remarks

At the beginning of this century, a study predicted that a micro-
bicide with an effectiveness of 60% against HIV and used in
73 low-income countries by 20% of the population in half of
the unprotected sexual acts for a period of 3 years would avoid
2.5 million new cases of HIV infection and save US$2.7 bil-
lion and US$1 billion in terms of healthcare costs and economic
productivity, respectively [203]. Very recently, a model based on
the results of the CAPRISA 004 trial predicted that, if women
used tenofovir gel in 80% of sexual encounters (high coverage), it
could avert 2.33 million new infections and save 1.30 million lives.
Furthermore, if used in 25% of sexual encounters (low coverage),
it could avert 0.50 million new infections and save 0.29 million
lives, during the next 20 years in South Africa [102]. These relatively
convergent estimations in an interval of 10 years acknowledge
that the anti-HIV microbicide strategy is cost effective for women
residing in countries where the prevalence of HIV infection is the
highest. Much work is still needed both to fully understand the
early mechanisms of HIV infection and to design the optimal
topical PrEP that would protect the maximum number of women
with more safety and less discomfort, at the lowest cost. With the
data already available, it can be reasonably hoped that, in the next
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5-10-year period, the combination of different strategies using an
association of vaginal microbicides to vaccination or oral PrEP will
contribute significantly to the control of HIV spread in women.
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Key issues i ’ .

Women from parts of the world with a high prevalence of HIV infection are very vulnerable to HIV infection; in contrast to men who
can utilize condoms and circumcision, women have no safe means for controlling the risk of HIV. This situation justifies efforts to

develop anti-HIV vaginal microbicide strategies as a priority.
The crossing of HIV through the mucosa of the female genital tract is complex and not fully understood; many adventitious factors can
interfere, notably seminal plasma and the vaginal environment. These factors are important to elucidate for improving the effectiveness

of topical microbicide prophylaxis.

A great number of compounds have been identified as microbicide candidates. They can be roughly classified in two groups: non-HIV-
specific and HIV-specific compounds. The latter are the more potent against HIV but their combination with compounds of the former
could be helpful to combat other sexually transmitted infections in parallel.
The most popular way to deliver vaginal microbicides is hydrogels (or creams) with or without an applicator, but a number of coitus-
dependent (tablets, films) or -independent (rings, nanocompounds) systems are developing very fast.

The disillusions resulting from several unsuccessful clinical trials have reinforced the importance of selection of microbicide candidates at
the preclinical stage, notably by careful in vitro studies; if the benefit-risk balance is positive, it may be useful to conduct trials in
experimental models (monkeys or humanized mice) to confirm the results.
In less than 10 years, the results of Phase Ill clinical trials (mostly conducted in African women) passed from catastrophic, with the
nonoxynol-9 trial in 2002 showing an excess of HIV contaminations in the treated group, to very encouraging, with the CAPRISA 004
study in 2010 showing a 39% protection in the group of women receiving the 1% tenofovir gel versus placebo. Ongoing trials are

aimed to confirm these positive results.

With the intensive use of a single antiretroviral drug in potentially HIV-infected persons, the risk of selecting resistant mutants is
troublesome. Data are presently insufficient to document this risk correctly. The surveillance of resistant strains in women receiving
prophylactic topical anti-HIV drugs will be one of the major goals in future years.
Combination strategies appear to be very promising; HIV-specific microbicides could be combined with oral pre-exposure prophylaxis,
other wide-spectrum compounds active against other infectious agents or eliciting spermicidal properties, and even prophylactic
vaccination. All these strategies will need to be carefully evaluated in the next 5 years.
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Abstract (250 words)

Objective: To evaluate the mutational patternspmhgene of the main HIV-1 strain archived
in cell DNA of ten chronically-infected men accardi to their clinical and therapeutic
history.

Design: Comparison of genotyping resistance profiles betwehe first blood plasma
available at the time of HIV diagnosis and rectalpkies and PBMC sampled 1 to 5 years
after initiation of HAART.

Methods: HIV-1 RNA in plasma and cell-associated HIV-1 DNwere quantified
respectively by Abbott Real-Time HIV-1 and GendtilYy® DNA cell (Biocentric) assays.
The antiretroviral resistance mutations in proteas® RT genes were assessed by Trugene®
assay (Siemens). The susceptibility to drugs wasraéned following the ANRS resistance
algorithm. The C2V3 region was amplified accordinghe ANRS Resistance Study Group
protocol.

Results: In nine patients no or slight differences wereensbsd between the three resistance
profiles. The mostly detected mutations in the Bipartments were related to the resistance
to nucleos(t)ide (D67N, L210W, T215A and T69D) amoh-nucleoside (K103N, V106l,
V1791) inhibitors. In one rilpivirine-treated patie the M230I mutation was detected in
rectum but not in PBMC. The percentages of homolbgiween C2V3 sequences from
initial plasma and rectal tissue ranged from 718@ No change of viral tropism was
observed between samples.

Conclusion: These data suggest that resistance mutationsredrby the main HIV strain
detected in plasma at the time of diagnosis araldyrarchived in DNA cells whatever the
delay between infection and initiation of theragséd on drugs achieving adequate tissular
concentrations.

Key-words: HIV-1; HAART; gut; genotyping resistance assay.
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Introduction

The cellular reservoir is one of the major obstadte functional or sterilizing cure of HIV
infection. In particular, the gut-associated lymihtissue (GALT) harbors most of HIV-1
target cells and grows during the first weeks oY Hifection [1]. In the absence of highly
active antiretroviral therapy (HAART), a greateraligenetic diversity in the rectum than in
blood is described mostly because of a mucosar@mwvient favoring a local replication [2].
It has been largely demonstrated that an earlyatroh of HAART is associated with a
smaller and less genetically diverse reservoir |[3Athough there is poor evidence of
genetic evolution of viral populations under suggree HAART initiated during primary
infection, the persistence of HIV archived sequens@bserved, probably driven by memory
T cells homeostatic proliferation [3]. In fact, evié early diagnosis and initiation of HAART
are highly recommended, most of living HIV infecteelople were detected positive before
the time of “Test and Treat” era and mostly durthg chronic phase of their infection [6].
Moreover, for some of them the initiation of HAARiWas delayed compared to the time of
diagnosis.

Different resistance to antiretroviral drugs predilof HIV-1pol sequences are archived in
DNA cells of patients who received numerous treatr\¢7,8]. In addition, differences in the
resistance profiles are observed between anatorsites including gut, suggesting the
participation of intestinal mucosa in HIV genotygalection [7,9]. It has also been observed
that successive drug resistant variants selectethgdunon-suppressive therapy remain
archived in cell reservoir after long-term suppnessHAART [10]. To our knowledge, no
data are available on the major HIV strain archivedthe rectal reservoir of patients
diagnosed during the chronic phase of infection wamdb received an effective first-line
therapy. Moreover, even if it has been previouslggested that the gut mucosal viral

reservoir is not the major source of rebound plasimamia after stopping HAART [11],
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studies dealing with the risk of reactivation ofistant mutated strains from intestinal tissue
are also missing.

In this work, our aim was to evaluate the mutatigpadterns orpol gene of the main HIV-1
strain archived in cell DNA of chronically-infecteden under suppressive HAART and
diagnosed HIV positive at various stages of intactiThe genotyping resistance profiles
between the first blood plasma available at the tohHIV diagnosis and rectal biopsies and

PBMC sampled 1 to 5 years after the initiation &{ART were compared.
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Methods

Patients

An ancillary work of a previous study [12] was caocted in ten HIV-1 chronically infected
men followed at the Infectious Diseases Departnoénthe University Hospital of Saint-
Etienne, France. They had been under HAART for ntba® one but less than five years,
without any viral escape during this period. Thehiaracteristics are depicted in Table 1. At
the time of HIV seropositivity diagnosis, stage<lifical infection were A, B, C for 2, 3 and
5 men, respectively. The median period betweenirtiml antiretroviral drug resistance
assay done in blood plasma at the time of diagrarsisthe one performed in rectal biopsy
and PBMC samples was 47 months [range: 12-158].

Total cell-associated HIV-1 DNA quantification

Total DNA was extracted from PBMCs and biopsiemgsihe QIAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Courtaboeuf, France). The cell-associ&tBdl DNA was quantified by using
Generic HIV® DNA cell protocol (Biocentric, Bandol, France). &tguantification of the
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDRB g&as undertaken to estimate the
amount of cells tested. The results were expresskedicopies per million of cells.

HIV-1 RNA viral load quantification in blood plasma

The viral load was determined by using the Abbo#alRTime HIV-1 Assay (Abbott
Molecular Diagnostics, Rungis, France) combiningaatomated extraction by the m2000sp
apparatus and a real-time amplification by the nd20@dstrument.

Antiretroviral drug resistance mutations assay

The antiretroviral drug resistance mutations intgmee and reverse transcriptas (RT) genes
were assessed in parallel using Trugene® assayn€Be Saint-Denis, France). The viral
susceptibility to drugs was determined accordingtihe ANRS resistance algorithm

(http://www.hivfrenchresistance.org).
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Intra-cellular HIV-1 RNA detection

Total RNA was extracted from PBMCs and biopsiesgitNA Blood Mini and RNeasy kits
(Qiagen), respectively. HIV-1 RNA was detected bglitime PCR using the Generic HiV
assay (Biocentric).

gp120 gene amplification and tropism determination

The C2V3 region was amplified according to the ANRS11 Resistance Study Group
protocol (http://www.hivfrenchresistance.org). Temreceptor used was predicted using the
bioinformatic tool geno2pheno with a 10% false-pwsirate and the combined 11/25 and

net charge rule for HIV-1 non-B subtypéutp://coreceptor.geno2pheno.grfi3].
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Results

Efficacy of HAART in blood and rectal compartments

The time to obtain HIV RNA undetectability in blogdasma was defined as the period
between initiation of HAART and the first viral Idavalue <40 copies/ml. The median time
to undetectability was 4 months [2-15] (Table 2. Wral rebound but one blip in patient 4 at
month 18 after starting HAART was observed. The iared/alues of total HIV DNA in
rectal biopsies and PBMC were 3.75 [3.06-4.59] ar6 [2.41-4.21] logcopies/iGells,
respectively (Table 1). HIV RNA was found positived biopsies and 6 PBMC fractions out
of the 10 tested.

Resistance profiles on protease and RT genes

The homology between protease and RT sequencesplasma and rectal tissue sampled in
the same patient ranged from 96 to 99.5% (Table 2).

The same resistance patterns were obtained inhitee ttested samples for 3 patients.
Mutations conferring possible resistance to thegage inhibitors saquinavir/ritonavir and
tipranavir (K20M, M36l, 162V, H69Q) and to the naomcleoside RT inhibitor etravirine
(V106l, V179I1) were detected in patient 1. Thymmlianalogue mutations (TAMs) D67N,
L210W, T215A and T69D mutation conferring resis&no nucleoside RT inhibitors
zidovudine, didanoside, stavudine, abacavir andftetr were detected in patient 3. No but
the L63P minor mutation was found in patient 4. Baene profiles were also obtained in
blood plasma and rectal biopsy of patient 7 (PBM&ction not available) exhibiting the
K103N mutation conferring a high-level of resistanc efavirenz and nevirapine.

In 6 patients, slight differences were observedvben resistance profiles: minor L10I, K20l
and/or M36I (patients 6 and 9), 162V (patient 288 and A71T (patient 8) and A71V
(patient 5) mutations in the protease gene. The&sD2Evertant mutation was detected in the
rectal tissue while T215W was present in the blplagma sample of patient 9. The T210W

mutation was observed in the biopsy but not inititeal blood sample of patient 10. What is
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worthy also of note is the presence of the M230tation related to resistance to rilpivirine
in the PBMC fraction of this patient. This man reed 2 successive HAART regimens, the
current one associating FTC, tenofovir and rilpnet

gp120 and V3 loop analysis.

The homology between C2V3 sequences from plasmaeatal tissue sampled in the same
patient ranged from 71 to 80%. No change of viighism was observed between the initial

blood sample and the rectal biopsy (being CCR5djop
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Discussion

The rectal mucosa can integrate HIV-1 strains tasisto antiretroviral treatment selected
during therapy failing to reach optimal local drugsncentrations [7,9,10]. Josefsseinal.
showed that HIV-1 DNA integrated in GALT infected-c€lls remains stable during
suppressive HAART when sequences between plasmplesd at the time of initiation of
HAART and GALT biopsies obtained 8-12 years aftartshg therapy were compared [3].
In our study, the resistance patternpoi gene in rectal tissue and PBMC of men under
effective first-line HAART regimen was comparedttee one obtained from the first blood
plasma sampled at the time of HIV diagnosis. Oua deing complementary information’s
since we found that the transmitted mutational ifgqiresent at the time of HIV diagnosis
remains stable and detectable after a 1 to 5 ymaisd -before and after start of HAART- in
9 men out of 10, despite a long period without dpgrin some men (patient 1 and 2). In
addition, intracellular HIV RNA was detected positiin 6 rectal biopsies. This might reflect
a local defective production rather than a compledplication related to cell to cell
transmission. Slight differences observed betwesnptes in some patients, were for minor
mutations on protease gene not related to therdud®ART regimen. Interestingly, the only
detected resistance mutation potentially relatettieéoapy was M230I conferring resistance to
rilpivirine. One explanation could be the moderedte of diffusion in rectum of this non-
nucleoside RT inhibitor as recently reported fa kbng-acting form of this drug [14].

It has been previously demonstrated that no siamti evolution of HIV-1lenv occurs in
PBMC or GALT of people initiating HAART during egrpbhase of HIV infection by using
single genome amplification technology [5]. We alied lower percentages of homology in
envthanpol genes when comparing sequences from the inigeihph sample and the PBMC
and biopsies ones (data not shown). However, ttima@ed co-receptor usage remained the

same (CCR5 in all tested men). In fact, the Sateggmology only detects the main strains,
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and does not allow deciphering if obtained sequecenutations are belonging to the same
virus. These discrepancies betwg® andenv genes may also be due to, at least in part,
differences in genetic variability between the tgenes or in sensitivity and affinity of
primers used in the 2 protocols.

We also did not find any evidence of archived matet either in gut nor in PBMC related to
the period of decay of viral load after the inibat of HAART. This finding is in agreement
with Bergroth et al, who did not find any M184V ration in the plasma of chronically
infected patients during the decay period aftetisga triple therapy regimen including 3TC
[15]. In this study, the archivedol DNA sequences were not explored. These findings
suggest that a triple regimen composed by 2 nu)etes inhibitors and 1 non-nucleoside or
1 protease inhibitor (such darunavir) that exhébitigh rate of tissular diffusion is able to
circumvent the selection of resistance mutationsnduthe first weeks after initiating
HAART [16].

As a whole, our study conducted in patients diagdaturing the chronic phase of infection
demonstrates that the main strain present at e ¢ff diagnosis remain stably persistent in
rectal and PBMC reservoir, as it was shown in PBMC patients enrolled in the French
PRIMO cohort [17]. Even if it has been suggestsat the gut reservoir was not the major
source of rebound plasma viremia after stopping RAA11], more data are expected on the
potential risk of reactivation of archived-residtatrains, especially at the era of HIV cure

strategies development.
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Table 1. Demographic immunological and virologiclaaracteristics of the studied population.

HIV HAART regimen Biopsy PBMC
Clinical CD4'T HIV RNA RNA load HIV DNA level, Qualitative HIV DNA level, Qualitative
Age, stage, CDC cell count, levef, HIV decay, logcopies/16 HIV RNA logcopies/18 HIV RNA
Patient years classification cellssmn?  logcopies/ml genotype  months  Firstline  Current cells detection cells detection
1 30 B 248 3.91 B 6 FTC TDF FTC TDF 4.08 + 3.23 -
EFV EFV
2 56 A 843 3.45 B 3 3TC ABC 3TC ABC 3.06 + 241 -
ATV DTG
3 54 C 152 5.77 B 2 FTC TDF FTC TDF 4.43 + 4.21 +
DRV EVG
4 50 B 435 4.01 B 3 FTC TDF FTC TDF 3.73 + 3.04 +
DRV EFV
5 47 B 257 5.52 B 3 FTC TDF FTC TDF 4.59 + 3.40 -
DRV RPV
6 68 C 74 6.29 CRF02_AG 15 FTC TDFABC DRV 3.50 - 3.61 -
DRV RAL
7 49 A 1025 6.35 B 4 FTC TDF DTG 3TC 3.78 + 2.44 +
DRV ABC
8 52 C 14 5.43 B 5 FTC TDF DTG 3TC 3.40 + 2.93 +
DRV ABC
9 58 C 36 5.23 B 4 FTC TDF DTG 3TC 3.42 + 3.26 +
DRV ABC
10 64 C 20 5.13 B 4 FTC TDF FTC TDF 4 + 3.21 +
DRV RPV

%at the time of HIV diagnosiSdelay between antiretroviral therapy initiation ahé first undetectable viral load valifat the time of biopsy and PBMC sampling; FTC: edititbine; TDF: tenofovir;
EFV: efavirenz; 3TC: lamivudine; ABC: abacavir; DT@lutegravir; EVG: elvitegravir; RPV: rilpivirinéATV: atazanavir; DRV: darunavir; RAL: raltegravir
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Table 2. Resistance mutations and V3 loop sequenadgzed in blood plasma, PBMC and rectal biopsyes.

RT/protease gene V3 loop gene
Delay Delay b(_etween Time with Resistance mutations
between genotyping plasma HIV % of _
Patient HIV diag.  assay$ months RNA <40 . homology % of Tropisnf,
and therapy, copies/ml, Blood RNA? Rectal biopsy PBMC 9 homology RNA/biopsy
days months
1 1530 96 90 Protease: K20M M36l Protease: K20M M36lI Protease: K20M M36lI 98.5 80 R5/R5
D60E 162V L63P H69Q D60E 162V L63P H69Q DG60E 162V L63P H69Q
RT: V106l V179l RT: V106l V179l RT: V106l V179l
2 3102 158 155 Protease: none Proteaselt62V Proteaselt62V 99 76 R5/R5
RT: D67N T69D L210W RT: D67N T69D L210W RT: D67N T69D L210W
T215D T215D T215D
3 12 31 29 Protease: 115V Protease: 115V Protease: 115V 96 71 R5/R5
RT: D67N T69D L210W RT: D67N T69D L210W RT: D67N T69D L210W
T215A K101E T215A K101E T215A K101E
4 730 76 69 Protease: L63P Protease: L63P Protease: L63P 96.5 80 R5/R5
RT: none RT: none RT: none
5 2 57 54 Protease: 162V L63P Protease: 162V L63P Protease: 162V L63P 97 NA NAY
RT: none A71V RT: none
RT: none
6 6 47 32 Protease10l K201 H69K ProteaseM361 H69K ProteaseM361 H69K 97 NA NAY
L89M L89M L89M
RT: none RT: none RT: none
7 0 12 8 Protease: L63P 164V Protease: L63P 164V NA 98.5 NA NAY
RT: K103N RT: K103N
8 7 44 39 Protease: 162V Protease: 162V Protease: 162\Q58E 96.5 78.5 R5/R5
RT: none RT: none A71T
RT: none
9 6 44 40 Proteas#136l, 164V Protease: 164V Protease: 164V 99.5 75.5 R5/R5
RT: D67N T69D L210W RT: D67N T69D L210W RT: D67N T69D L210W
T215W T215D
10 3 47 43 Protease: L33V, L63P, Protease: L33V, L63P, Protease: L33V, L63P, 96 79 R5/R5

164V
RT: none

164V
RT:L210W

164V
RT: L210W M230I

4the blood plasma was sampled at the time of HPgesitivity diagnosis® between RNA and biopsy sequencéagetermined by Geno2Pheno algoritfimp PCR result; NA: not available; italics:
discrepant mutations between samples.
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Résumé

HIV est principalement transmis par voie sexudien que les stratégies de prévention baséessur le
antirétroviraux (TasP et PrEP) soient efficackautres approches complémentaires, en particulier
vaccinales restent d’actualité.

Dans la premiére partie de ce travail, nous avbesché & mieux caractériser le réservoir séminal de
HIV chez des patients chroniqguement infectés et ddthérapie antirétrovirale (TARV). Dans le
sperme, HIV est présent sous forme libre et/ouciéssaux NSMC. Ces deux formes peuvent étre
transmises. Le TARV réduit le risque d’avoir unarge virale détectable dans le sperme, mais ne
semble pas influencer la quantité d’ADN HIV totaégent au niveau cellulaire. A I'heure du TasP,
comme meilleur outil de prévention de la transmissexuelle, mieux caractériser I'état de ce virus
résiduel (latent, réplicatif, défectif ?) semblecegsaire. Dans notre travail, le virus associé aux
NSMC n’a pas été réactivé, laissant supposer gweus résiduel dans les NSMC de patients sous
TARV au long cours, est peut-étre défectif. Cesndas restent a confirmer dans de plus grandes
cohortes.

Dans la deuxieme partie du travail, nous avonsctériaé sur le plan isotypique et fonctionnel, les
anticorps dirigés contre HIV et présents dans krmp. L'objectif est de mettre en évidence des
anticorps « large spectre » neutralisant HIV, etfdibant la transcytose, et/ou capables d’ADCC et
ciblant les souches virales potentiellement trassiies par voie sexuelle. Nous avons identifiésda
des pools de plasmas séminaux des anticorps rigaitrialmais aucun pool n'a neutralisé les souches
a tropisme R5, majoritairement transmises par seiaielle. Nous avons mis en évidence la capacité
d'anticorps dirigés contre HIV du plasma séminafraverser un épithélium monocouche. Le réle
exact de ces anticorps dans la transmission (fieateou facilitateur) reste a préciser. Ces anpisor
s'ils s'avéraient protecteurs pourraient étre séi dans des formulations de type microbicidesnou e
immunothérapie et contribuer également a un dépelment de vaccin aprés identification des
épitopes cibles.
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