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« Je suis de ceux qui pensent que la science est d'une grande beauté. Un scientifique dans son
laboratoire est non seulement un technicien : il est aussi un enfant placé devant des phénomeénes

naturels qui I'impressionnent comme des contes de fées. »

Marie Curie

« La connaissance s'acquiert par l'expérience, tout le reste n'est que de l'information. »

Albert Einstein
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Ad : adénovirus

ADCC : « antibody dependent cellular cytotoxicity »

ADCD : « antibody dependent complement deposition»

ADCDC : « antibody dependent complement dependent cytotoxicity »

ADCP : « antibody dependent cellular phagocytosis »

ADN : acide désoxyribonucléique

ANRS : Agence Nationale pour la Recherche sur le SIDA et les hépatites virales ou France Recherche Nord&Sud
Sida-HIV hépatites

ARN : acide ribonucléique

ARNm : ARN messager

ART : thérapie antirétrovirale

ATI : : « analytical treatment interruption »

BCR : « B-cell receptor »

bNAbs : « broad neutralizing antibodies » ou anticorps neutralisants a large spectre

CAF : « CD8 antiviral factor »

CCL : « CC chemokine ligand »

CCR : « CC chemokine receptor »

CDC : « center for disease control and prevention »

CDR : « complementarity determining regions »

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

CMV : cytomégalovirus

CPA : cellules présentatrices de I'antigéne

CRF : forme recombinante circulante

CTL : lymphocyte T cytotoxique

CTLA-4 : « cytotoxic T-lymphocyte-associated-protein 4»

CXCR : « CXC chemokine receptor »

DC: cellule dendritique

DC-SIGN : « dendritic cell-specific ICAM-grabbing non-integrin »

EBV : « Epstein-Barr virus »

EC: « elite controller »

ELISpot : « enzyme-linked immunospot »

Env : enveloppe

Fab : « antigen binding fragment »

Fas : « apoptosis-stimulating fragment »

FasL : Fas ligand

Fc : « crystallizable fragment »

FDC : cellule folliculaire dendritique

Gag : « group specific antigens »
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GALT : « Gut associated lymphoid tissue » ou tissus lymphoides associés au tube digestif
gp : glycoprotéine

HESN : « highly exposed seronegative subjects »

HIVR4P : « HIV research for prevention »

HLA : « human leucocyte antigen »

HPTN : « HIV prevention trials network »

HTL : lymphocyte T « helper » ou auxiliaire

HVTN : « HIV vaccine trials network »

ICOS : « Inducible T-cell costimulator »

ICS : « intracellular cytokine staining »

IFN : interféron

Ig : Immunoglobuline

IL : interleukine

ILC : « innate lymphoid cell »

INSERM : Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale
KIR-L : « Killer Immunoglobulin-like Receptors-Long »
KIR-S : « Killer Immunoglobulin-like Receptors-Short »
LAG3 : « lymphocyte activation gene 3 »

LB : lymphocyte B

LPS : lipopolysaccharide

LT : lymphocyte T

LTcm : lymphocyte T mémoire central

LTem @ lymphocyte T mémoire effecteur

LTemra : lymphocyte T mémoire effecteur tres différencié
LTgwm : lymphocyte T mémoire résident des tissus non lymphoides
LTy : lymphocyte T mémoire transitionnel

LTNP : « long-term non progressor »

MAIT : « mucosal associated invariant T cell »

mDC : cellule dendritique myéloide

MIP : « macrophage inflammatory protein »

MVA : « modified vaccinia Ankara »

Nef : « negative regulatory factor »

NK : « natural killer »

NKT : « natural killer T cell »

PAMP : « pathogen-associated molecular patterns »

PD1 : « programmed cell death 1 »

pDC : « plasmacytoid dendrititic cell »

PD-L1 : « programmed death-ligand 1 »
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Pol : polymérase

PRR : « pattern-recognition receptors »

PTC : « post-treatment controller »

RANTES : « regulated on activation, normal T cell expressed and secreted »
Rev : « regulator of expression of virion proteins »

RP : « rapid progressor »

RT : « reverse transcriptase » ou transcriptase inverse
SDF-1 : « stromal cell-derived factor 1 »

SFC : « spot forming cells »

SIDA : syndrome d’immunodéficience acquise

T/F : « transmitted / founder »

TAP : « transporter associated with antigen processing »
Tat : « transactivator of transcription »

TCR : « T-cell receptor »

TFH : cellule T folliculaire « helper »

Th : T « helper »

TIM3 : « T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing 3 »
TLR : « toll-like receptors »

TNF : « tumor necrosis factor»

Treg : lymphocyte T régulateur

Vif : « virion infectivity factor »

VIH : virus de I'immunodéficience humaine

VIS : virus de I'immunodéficience simienne

Vpr : « viral proteinr »

Vpu : « viral protein u »

VRI : « Vaccine Research Institute »

VZV : « varicella zooster virus » ou virus de la varicelle et du zona
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Avant-Propos

Méme si en 2016 le VIH/SIDA ne faisait plus partie des 10 principales causes de mortalité dans le
monde, 'organisation mondiale de la santé (OMS) estimait a 1 million le nombre de personnes
décédées de maladies liées au SIDA en 2016, soit approximativement une personne toutes les 30
secondes. Depuis le début de I'épidémie, c’est plus de 77 millions de personnes qui ont été infectées
par le VIH et 35,4 millions en sont mortes. En 2017, plus de 70% des déces liés au SIDA sont

concentrés en Afrique Subsaharienne

Malgré un taux de nouvelles infections qui a baissé de 47% depuis le pic de 1996, 'ONUSIDA estime
encore a 1,8 million le nombre de personnes nouvellement infectées par le VIH en 2017. Il faut donc
avoir en téte que toutes les 20 secondes une nouvelle personne s’infecte par le VIH dans le monde.
Ainsi, en 2017, 36,9 millions de personnes vivent avec le VIH, dont plus de 53% en Afrique de I'Est et
du Sud. Ces données justifient donc amplement la recherche d’un vaccin prophylactique contre le

VIH.

Parmi les personnes vivant avec le VIH en 2017, 75% connaissent leur statut et seulement 59% ont
accés a la thérapie antirétrovirale, ce qui justifie donc également la recherche d’un vaccin

thérapeutique contre le VIH.

C’est dans ce contexte que j'ai réalisé cette thése de sciences au sein de I’équipe 16 de I'INSERM
U955 dirigée par le Pr Lelievre, plus particulierement au sein de la plateforme cellulaire dirigée par le
Dr Lacabaratz, qui est notamment impliquée dans I'immunomonitoring d’essais vaccinaux
prophylactiques et thérapeutiques anti-VIH-1. En effet, avec les autres membres du « Vaccine
Research Institute » (VRI) créé en 2011 et dirigé par le Pr Yves Lévy, ce laboratoire évalue
I'immunogénicité de candidats vaccins développés par I’ANRS (France Recherche Nord&Sud Sida-HIV

hépatites) ou d’autres collaborateurs.

Cette thése me tient particulierement a cceur car avec mon profil singulier (Ingénieur d’Etudes
statutaire depuis 2012 aprés plus de 11 ans de CDD) cela fait maintenant plus de 19 ans que je

travaille sur les vaccins lipopeptidiques anti-VIH-1 développés par I’ANRS.
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Premieére partie : La réponse immunitaire antivirale

I. Généralités sur le systéme immunitaire

Toutes les especes animales sont confrontées quotidiennement a des agressions provenant de
micro-organismes potentiellement dangereux. On distingue quatre grandes catégories d’agents
pathogenes qui sont les bactéries, les virus, les parasites et les champignons. Pour lutter contre
I'infection (invasion) par ces pathogénes, 'homme a développé un systéme immunitaire complexe
composé d’un ensemble d’organes et de tissus, de cellules et de molécules, qui concourent a
opposer une résistance aux infections en induisant une réponse immunitaire. Chez les vertébrés, le
systéme immunitaire est constitué de deux bras qui agissent en interaction tres étroite : I'immunité
innée et I'immunité adaptative. L'immunité innée ou naturelle correspond a une réponse constitutive
d’action immédiate (réponse inflammatoire). Elle repose sur des mécanismes humoraux
(complément, cytokines, protéines de la phase aigué de l'inflammation...) et cellulaires (cellules a
fonction phagocytaire ou lytique) faisant une distinction globale du soi et du non-soi. L'immunité
adaptative ou acquise est une réponse plus tardive (aprés 96 heures) mais spécifique de I'antigene
du fait que les lymphocytes (cellules de I'immunité adaptative) possedent un seul type de récepteur

capable de reconnaitre un déterminant antigénique ou épitope.

Avant toute mise en action du systéme immunitaire, il existe d’abord un ensemble de barrieres
permettant a I'organisme de limiter les infections, il s’agit de I'anté-immunité. Ces barriéres sont
d’ordres :

- mécaniques: jonctions serrées maintenant efficacement [|'étanchéité des cellules
épithéliales tapissant les surfaces corporelles; mucus produit par les épithéliums
internes défavorisant I'adhésion des micro-organismes; mouvements ciliaires des muqueuses
respiratoires limitant la colonisation des pathogénes,

- chimiques : pH acide de la peau, de I'estomac ou des muqueuses vaginales ; production de
peptides et protéines antimicrobiens au niveau des yeux, de la peau, des voies digestives,
respiratoires, urinaires et génitales,

- écologiques : flore commensale (ou microbiote) cutanée, respiratoire, intestinale ou encore

vaginale empéchant l'installation et le développement de potentiels pathogénes.

Concernant les cellules immunitaires, elles sont toutes issues d'un précurseur commun : la cellule
souche hématopoiétique pluripotente, située dans la moelle osseuse. A partir de cette cellule sont
générées des cellules souches myéloides et lymphoides. Les cellules souches myéloides donnent
naissance aux granulocytes, aux monocytes/macrophages ainsi qu’aux cellules dendritiques

myéloides (mDC) alors que les cellules souches lymphoides donnent naissance aux lymphocytes T
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(LT), lymphocytes B (LB), NK (« Natural Killers »), NKT (« Natural Killer T cells »), ILC (« Innate
Lymphoid Cells »), MAIT (« Mucosal associated invariant T cells »), ainsi qu’aux cellules dendritiques
plasmacytoides (pDC). Ces cellules, qui sont généralement classées en cellules de I'immunité innée et
cellules de 'immunité adaptative (Figure 1), sont présentes dans divers organes mais également dans
la circulation sanguine afin de pouvoir migrer rapidement vers le site d’infection. Des cellules ayant
d’autres fonctions telles que les cellules épithéliales, les cellules endothéliales ou méme les
plaguettes peuvent également jouer un role dans la réponse immunitaire (College des Enseignants

d'Immunologie, 2018).

En plus des acteurs de type cellulaire, le systeme immunitaire comprend de nombreuses molécules
solubles présentes dans la circulation, dans les espaces extracellulaires ou associées aux membranes.
Parmi elles, le systéme du complément joue un rble primordial dans la défense contre les microbes.
Les cytokines, substances solubles de signalisation cellulaire, constituent un extraordinaire systéme
de communication entre les cellules. Enfin les chimiokines, qui sont des cytokines chimiotactiques,

permettent le recrutement et la migration des cellules dans des sites spécifiques de |'organisme.

Ante-immunité Immunité innée Immunité adaptative

" Facteurs solubles:

/ 7 . complément, CRP, . lymphocyte B
Peptides, enzymes (%) chimiokines, cytokines...
’;f {r o Plaquettes . /’('_‘ N\ -/?' ( _\]
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fluides 1 b,“‘j" defc'ncei:']: 2 IKQ Lymphocyte Ty6| Am'COfPS
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Figure 1 : Organisation générale du systéme immunitaire

D’aprés « Immunologie fondamentale et immunopathologie », College des Enseignants d'Immunologie, 2°™ édition,
Elsevier Masson.

Il. La réponse innée antivirale

Aprés avoir pénétré dans notre organisme par la peau, la conjonctive, la voie sanguine, respiratoire

ou génitale, les virus vont déclencher I'activation du complément (qui représente environ 5% de
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I'ensemble des protéines plasmatiques) et des cellules de I'immunité innée. L’activation du
complément ne sera pas détaillée ici mais elle permet de lutter contre les infections par plusieurs
moyens : en favorisant la phagocytose (capacité des cellules de 'immunité innée a pouvoir ingérer et
digérer des particules, des micro-organismes ou des cellules endommagées) en recouvrant la surface
de l'agent pathogéne (opsonisation), en permettant le recrutement de cellules sécrétrices de
cytokines pro-inflammatoires, en détruisant directement I'agent infectieux par lyse osmotique, ou

encore en modulant la réponse immunitaire adaptative.

1. ’activation des cellules présentatrices de I’antigéne

Les cellules de l'immunité innée qui sont douées de phagocytose sont appelées cellules
présentatrices de I'antigeéne (CPA) et sont particulierement impliquées suite a une infection virale. En
effet, les monocytes/macrophages ou encore les neutrophiles vont phagocyter les virus ainsi que les
cellules mortes ou infectées, et permettre en méme temps que leur élimination la présentation de
leurs antigénes aux LT (qui sont avec les LB les principaux acteurs de I'immunité adaptative). Une des
populations clés parmi ces cellules de I'immunité innée est la famille des DC, en particulier les mDC
dites CPA professionnelles car ce sont les seules capables d’activer des LT naifs (n’ayant pas encore
rencontré d’antigéne exogéne). Ces cellules sentinelles réparties dans tout I'organisme vont faire le

lien entre I'immunité innée et I'immunité adaptative

Les virus vont étre reconnus comme non-soi par les cellules de I'immunité innée, essentiellement les
DC, car elles possedent des récepteurs nommés PRR (« pattern-recognition receptors »)
reconnaissant des structures moléculaires que I'on retrouve chez de nombreux pathogénes, les
PAMP (« pathogen-associated molecular patterns ») . Parmi les différents PRR
découverts et caractérisés, les virus peuvent étre détectés par les TLR (« Toll-like receptors »), les RLR
(« RIG-I-like receptors »), et les CDS (« cytosolic DNA sensors »). En effet, les acides nucléiques (acide
désoxyribonucléique (ADN) ou acide ribonucléique (ARN)) des virus sont reconnus par les TLR3, TLR7,

TLR8 et TLR9, localisés dans les vésicules intracellulaires. Les protéines virales d’enveloppe sont

quant a elles reconnues par les TLR2, TLR4, et TLR13, localisés a la surface des cellules. Les ARN et
ADN viraux sont également détectés dans le cytoplasme des cellules infectées par la famille des RLR

et des CDS, respectivement
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i. Les différents types de DC

Les cellules dendritiques (DC) ont été décrites pour la premiére fois par Steinman et Cohn en 1973
(Steinman and Cohn, 1973). Elles constituent une famille de cellules hétérogénes par leur
morphologie, leur phénotype (Figure 2), leur fonction, leur localisation et leur origine
hématopoiétique (Merad et al., 2013). D’ailleurs, les cellules de Langerhans, qui avaient déja été
décrites en 1868, appartiennent a cette famille et sont les DC de I'épiderme. Comme expliqué
précédemment, les mDC sont spécialisées dans la capture, le transport, I'apprétement et la
présentation des antigénes aux LT. En plus des PRR, ces cellules possédent des récepteurs favorisant
la phagocytose comme les récepteurs de mannose, les récepteurs de la famille des lectines de type C,
des récepteurs pour les corps apoptotiques ou encore les récepteurs pour le fragment constant des

Immunoglobulines (FcR).

BDCA1+ BDCA3+
pDC (CD1¢)* (CD141)* LC CD14+ CD1a*
Lin- Lin- Lin- Lin- Lin- Lin-
HLA-DR* HLA-DR* HLA-DR* HLA-DR* HLA-DR* HLA-DR*
CD11clow CD11ct CD11ct CD11ct CD11ct CD11ct
Phénotype:  (Dia- (Dla- CDla- CD1a* (D1a CD1a*
CD123hi BDCA1* BDCA1- D14~ CD14* D14~
BDCA2* BDCA3+- BDCA3* BDCA1* BDCA1* BDCA1*
BDCA4* CD11blow CD11blow Langerin* Langerin~ Langerin-
D141+ EpCAM* EpCAM- EpCAM-
Necl2* Sirpa* DC-SIGN* Sirpa*
Xcr1* CD11b*- FXllla- CD11bhi
Clec9a* E-cadherin® CD163-
Dec205hi
TLR1*,TLR2", ND TLR1%, TLR2*, TLR1%, TLR2®, ND ND
PRR : TLR3-, TLR4, TLR3*, TLR4-, TLR3, TLR4",
* TLR6*, TLR7, TLR6*, TLR7-, TLR6*, TLR7-,
TLR8-, TLR9* TLR8*, TLR9" TLR8", TLR9~
Equivalent e CD8* cDC LC ND Dermal DC
murin :
Epiderme Derme
Lieu:
Sang et tissu lymphoide Tissu cutané

Figure 2 : Phénotypes des différentes populations de DC humaines

Modifié d’aprés Merad et al., 2013. LC, cellule de Langerhans; ND, non déterminé; PRR, « pattern- recognition
receptors ».
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ii. La sécrétion des interférons de type |

La reconnaissance des PAMP par les différents PRR entraine rapidement une série de réponses
immunitaires antivirales innées par lI'induction de cytokines pro-inflammatoires comme le « tumor
necrosis factor » (TNF)a, l'interleukine (IL)-1B, I'IlL-6, I'lL-12, I'IL-15, de chimiokines (CXCL-8) et
d’interférons (IFN) de type | qui facilitent I’éradication du pathogene, mais initient également le
développement de la réponse immunitaire adaptative. Il est important de préciser ici que les PRR
comme les TLR sont également exprimés par d’autres cellules immunitaires comme les LB mais
également par des cellules non-immunitaires comme les cellules épithéliales situées au niveau des
différentes voies d’entrées des pathogénes, ou encore les cellules endothéliales constituant la
couche interne des vaisseaux sanguins . Uinfection de ces différentes cellules
et donc I'activation des TLR entraine alors la sécrétion d’IFN de type | (IFNa et IFN[) induisant la
transcription des ISG (« Interferon Stimulated Genes »), permettant notamment d’activer des
enzymes antivirales capables de dégrader les ARN messagers (ARNm) des virus et d’inhiber la
synthése des protéines virales . En plus de leurs multiples activités
antivirales, les IFN de type | ont des effets immuno-régulateurs puisqu’ils sont également capables
d’induire la synthése de protéines impliquées dans I'apprétement et la présentation des antigéenes
viraux aux lymphocytes T cytotoxiques (CTL), ils activent les cellules NK et les LB, et ils prolongent la
survie des LT. Cependant, en cas d’infections virales chroniques, les IFN de type | peuvent participer a
la génération de LT CD8" dysfonctionnels . Les pDC sont particulierement

impliquées dans la sécrétion des IFN de type .

iii. Migration et maturation des cellules dendritiques

Aprés avoir capturé des antigenes sous leur forme immature, les DC vont subir un processus de
maturation et de migration. Le processus de maturation comprend plusieurs événements
coordonnés : des changements de morphologie, de cytosquelette et de mobilité, la perte de la
capacité de phagocytose/endocytose et de sécrétion des chimiokines, la surexpression des molécules
de costimulation et d'adhérence, la translocation des complexes CMH (complexe majeur
d’histocompatibilité)/peptide a la surface de la cellule, et la sécrétion de cytokines impliquées dans la
polarisation de la réponse immunitaire. En effet, la maturation des DC est associée a la diminution
d'expression des récepteurs de chimiokines inflammatoires et a I'expression de novo de CCR7. Ce
récepteur reconnait les chimiokines CCL19 et CCL21 qui sont sécrétées dans les zones riches en LT

des organes lymphoides secondaires. Les DC quittent alors les tissus inflammatoires et entrent dans
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la circulation lymphatique qui les conduit vers les ganglions lymphatiques de drainage ou elles vont

présenter les antigénes aux LT.

2. L’activation des NK

Les cellules NK vont agir de deux maniéeres différentes suite a une infection virale. D’'une part les NK
vont reconnaitre et lyser les cellules infectées par un mécanisme dépendant de la sécrétion de
molécules cytotoxiques (perforine et granzymes) contenues dans leurs granules cytolytiques. L'IFNa
et I'IFNP sécrétés par les cellules de I'immunité innée et par les cellules infectées vont d’ailleurs
augmenter la cytotoxicité des NK. D’autre part, les NK vont sécréter en grande quantité de I'IFNy
ayant une action antivirale mais permettant également de promouvoir la réponse adaptative par
différents mécanismes. La sécrétion d’IFNy par les NK est induite notamment par I'lL-12, I'IL-15 et
I'IL-18 sécrétées par les cellules de I'immunité innée et les cellules infectées

. Le r6le antiviral important des NK a été démontré chez I'homme par la survenue
d'infections virales séveres, notamment par les virus de la famille des herpesviridae, en cas de

déficience en cellules NK

Les cellules NK sont capables d'éliminer rapidement les cellules infectées par un pathogéne
intracellulaire tout en ignorant les cellules saines grace a leurs nombreux récepteurs inhibiteurs et
activateurs qui exercent leur fonction (inhibitrice ou activatrice) lorsqu'ils reconnaissent leurs ligands
sur les cellules cibles. En effet, les NK reconnaissent certaines molécules du soi : les molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), encore appelé « human leucocyte antigen » (HLA) chez
I’'homme, grace a des récepteurs inhibiteurs; et des molécules de stress grace a des récepteurs
activateurs. L'intégration de la somme des signaux activateurs et inhibiteurs transmis par les
récepteurs régule l'activation de la cellule NK suite a son interaction avec une cellule cible. La
résultante de ces signaux détermine si la cellule NK va exercer ou non ses fonctions de cytotoxicité

et/ou de sécrétion de cytokines vis-a-vis de la cellule cible.

Les principaux récepteurs inhibiteurs sont les KIR-L (« Killer Imnmunoglobulin-like Receptors-Long ») et
NKG2A (lectine de type C). Les KIR-L reconnaissent les molécules HLA de classe | HLA-C1, HLA-C2,
HLA-Bw4 et HLA-A3/A11 tandis que I'hétérodimére CD94/NKG2A reconnait les molécules de classe Ib

(dites non classiques) HLA-E

Les principaux récepteurs activateurs sont les récepteurs de cytotoxicité naturelle (NCR) qui
comprennent NKp30, NKp44 et NKp46 ; les KIR-S (« Killer Immunoglobulin-like Receptors-Short ») et
les lectines de type C NKG2C, NKG2D, NKG2E. Les nombreux ligands des NCR ne sont encore pas tous

connus, cependant des molécules associées aux tumeurs ainsi que certaines protéines d’origine
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virale ont été identifiées . Les KIR-S reconnaissent les molécules HLA-C1, HLA-C2
et HLA-Cw4 ; les hétérodimeéres CD94/NKG2C et CD94/NKG2E reconnaissent les molécules HLA-E

alors que NKG2D reconnait des molécules exprimées par des cellules stressées

Ces dernieres années, la mise en évidence de caractéristiques de I'immunité adaptative chez les NK
comme linduction d’une réponse spécifique de I'antigene, I’expansion clonale, ['auto-
renouvellement, ou encore la réponse secondaire a une stimulation antigénique, a changé la vision
que I'on pouvait avoir des NK et introduit le concept de
mémoire innée ou « innate memory ». De plus, il est maintenant bien établi que les NK peuvent
réguler les réponses adaptatives T via la sécrétion de cytokines ou encore par les interactions avec

leurs récepteurs, comme NKG2D et NKp46 qui peuvent controler la lyse des LT par les NK

3. l'impact des autres cellules de 'immunité innée

D’autres acteurs cellulaires de lI'immunité innée sont également impliqués dans I'immunité antivirale
comme les ILC qui vont produire de I'IFNy, ou encore les NKT et les MAIT impliqués dans la sécrétion
d'IFNy mais également responsables d’une réponse cytotoxique par un relargage de granzymes et de

perforine.

Ill. La réponse adaptative antivirale

Contrairement a d’autres agents infectieux, les virus n‘ont pas de potentiel propre de multiplication.
lls ont besoin d’introduire leur matériel génétique dans des cellules vivantes afin d’utiliser leur
machinerie transcriptionnelle pour se répliquer. Ce sont donc des parasites intracellulaires
obligatoires. Les virus sont cependant détectés de deux maniéres distinctes par les cellules de
I'immunité adaptative : d’'une part comme antigenes particulaires complexes (la particule virale),
d’autre part sous forme de cellules infectées exprimant des antigenes membranaires viraux.

Les acteurs de la réponse immunitaire adaptative antivirale sont principalement les LB responsables
de la réponse humorale (production d’anticorps), et les LT responsables de la réponse cellulaire
(auxiliaire, cytotoxique ou régulatrice). lls sont capables de reconnaitre spécifiquement des antigénes
via leurs récepteurs de type BCR (« B-cell receptor ») ou TCR (« T-cell receptor ») qui sont composés

de chaines protéiques permettant la reconnaissance de l'antigene et la transduction du signal
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d'activation. Au décours des réponses immunitaires, les LB comme les LT donnent naissance a des
cellules mémoires a longue durée de vie dont le rbéle est de répondre plus rapidement et plus
efficacement a une nouvelle exposition a un antigene donné (réponse secondaire ou anamnestique).

C’est d’ailleurs sur ce principe qu’est basée la vaccination.

1. Les structures moléculaires reconnues par les récepteurs du systéme immunitaire

adaptatif
i. Notion d’antigéne et d’épitope

Un antigéne est une molécule pouvant étre reconnue spécifiquement par le BCR des LB ou le TCR des
LT. Alors que le BCR se lie a des antigénes natifs, le TCR se lie a des antigenes apprétés et présentés
sous forme de peptides associés aux molécules du CMH. La partie extracellulaire du BCR qui
reconnait I'antigene présente la méme structure que les immunoglobulines (lg) exercant la fonction

d’anticorps, sécrétées par les LB différenciés en plasmocytes.

Les différentes régions des antigénes reconnues par les anticorps, les BCR et les TCR sont appelés
déterminants antigéniques ou épitopes alors que la région des anticorps, du BCR et du TCR
reconnaissant les épitopes est appelée paratope. Un antigéne contient généralement plusieurs
épitopes différents. On distingue deux types d'épitopes : les épitopes linéaires ou séquentiels, qui
correspondent a un enchainement continu d’acides aminés adjacents, et les épitopes
conformationnels ou discontinus, qui sont formés par un groupe d’acides aminés éloignés dans la
séquence mais rapprochés les uns des autres, suite au repliement spatial d’'une protéine (Figure 3).
Les épitopes reconnus par les LB et donc les anticorps peuvent étre linéaires ou conformationnels
(Stave and Lindpaintner, 2013). En revanche, les épitopes reconnus par les LT, restreints a des
peptides de 8 a 28 acides aminés présentés par les molécules du CMH, sont de fait des épitopes

linéaires (voir le paragraphe suivant).

v Anticorps 2

Anticorps1

Epitope conformationnel Epitope séquentiel

4 (discontinu) (continu)
Anticorps 3

Figure 3 : Les antigénes reconnus par |I'immunité adaptative

D’apreés « Immunologie fondamentale et inmunopathologie », Collége des Enseignants d'Immunologie, 2°™ édition, Elsevier

Masson.
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ii. Systéeme HLA, apprétement et présentation de I'antigéne aux LT

Les génes HLA classiques, situés sur le bras court du chromosome 6, codent pour les molécules qui
assurent la fonction de présentation de l'antigéne et qui exercent un role majeur dans
I'histocompatibilité, c'est a dire |'acceptation ou le rejet des greffes entre donneur et receveur. La
région CMH de classe | (CMH 1) comprend 3 génes HLA de classe | classiques : HLA-A, HLA-B et HLA-C.
La région CMH de classe Il (CMH Il) comprend 3 paires de génes HLA de classe Il classiques : HLA-DP
(génes DPA1 et DPB1), HLA-DQ (DQA1 et DQB1) et HLA-DR (DRA et DRB1). Les molécules du CMH | et
Il présentent des fragments protéiques (épitopes) aux LT CD8" et CD4", respectivement. Elles sont
donc essentielles pour les réponses immunitaires cellulaires. Les genes HLA sont les plus
polymorphiques du génome humain (plusieurs milliers d’alléles pour la plupart d’entre eux), rendant

chaque individu quasiment unique.

Les produits des génes du CMH | et Il ont la méme structure générale. Il s’agit de domaines Ig
(composés d'une chaine a et d'une chaine B pour les molécules de classe Il, et d'une chaine a
associée a la B2 microglobuline pour les molécules de classe |) surmontés de 2 hélices a paralléles

reposant sur une plage de feuillets B-plissés (Figure 4).

CMH classe Il CMH classe |

L

Chaine . Chaine 3 Chaine oo B2 microglobuline

Figure 4 : Structure des molécules du CMH de classe | et de classe 1l

D’aprés « Immunologie fondamentale et immunopathologie », Collége des Enseignants d'Immunologie, 28me édition, Elsevier
Masson.

Cette structure particuliére génére un sillon dans lequel peut venir se fixer un peptide. Les résidus
polymorphiques situés sur le dessus des hélices a et interagissant avec le TCR sont la base de la

spécificité des TCR pour un épitope fixé sur un variant allélique particulier d’'une molécule du CMH :
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c’est le phénomene de la restriction par le CMH. Les résidus polymorphiques situés au niveau du
sillon vont influer sur la nature et la localisation de ce que I'on appelle des poches d’ancrage situées
dans le fond du sillon. Ces poches vont pouvoir contenir certains acides aminés de I’épitope, les
résidus d'ancrage, ayant des caractéristiques physico-chimiques particulieéres (Zhang et al., 2012a). La
séquence d’acides aminés constituant I'épitope va donc déterminer la nature des molécules du CMH
auxquelles il va pouvoir se lier. Ainsi, en fonction de leur séquence, différents épitopes provenant
d’un méme antigéne pourront généralement étre présentés par différentes molécules du CMH. Le
sillon du CMH | étant fermé, il va accueillir majoritairement des peptides de 8 a 12 acides aminés
(9 en moyenne) (Engelhard, 1994). Le sillon du CMH II, qui lui est ouvert, va pouvoir accueillir des
peptides ayant jusqu’a 28 acides aminés (en moyenne 14 a 18 résidus) (Rotzschke and Falk, 1994). La
partie centrale du CMH Il doit tout de méme satisfaire les contraintes d'ancrage, comme pour le

CMH | (Figure 5).

A B
Binding Peptide

' M 1A

b,

MHC-I Molecule MHC-Il Molecule

Binding Peptide

)

Figure 5 : lllustration schématique de peptides se liant au sillon des molécules CMH

de classe | (A) et de classe Il (B)

D’aprés Zhang et al., 2011.

Dans les conditions normales, les molécules du CMH | présentent des peptides provenant des
protéines du soi synthétisées par la cellule, vis-a-vis desquels les LT CD8" sont tolérants. Cependant,
lors d’une infection virale, des peptides provenant du virus vont faire partie du peptidome (ensemble
des peptides exprimés a la surface des molécules du CMH), permettant ainsi au CTL de détecter la
cellule infectée et de la lyser. Brievement, les protéines cytosoliques sont dégradées par le
protéasome en peptides de longueur variable. Ces peptides sont en grande majorité détruits par des
peptidases cytosoliques. Cependant, une partie des peptides générés va rejoindre le réticulum
endoplasmique par l'intermédiaire des transporteurs TAP (« transporter associated with antigen

processing »). Ces peptides vont ensuite étre chargés sur les molécules du CMH | a l'aide de
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protéines chaperonnes. Les peptides trop longs vont alors pouvoir étre raccourcis par des
aminopeptidases (ERAAP/ERAP1 et ERAP2) présentes au sein du réticulum endoplasmique. Les
peptides n’ayant pu étre chargés sur les molécules du CMH | sont expulsés dans le cytosol afin d’étre
complétement dégradés. Les molécules du CMH | chargées avec les peptides sont ensuite exportées

a la surface de la cellule afin de pouvoir étre présentées aux LT CD8" (Figure 6) (Blum et al., 2013).
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Figure 6 : Apprétement des antigénes et présentation classique et croisée par les molécules CMH

de classe | et de classe Il

D’aprés Blum et al., 2013.

En paralléle, les molécules du CMH Il présentent des peptides provenant essentiellement de
protéines extracellulaires. Dans le cas d’une infection virale, le virion (ou particule virale) pourra donc
étre phagocyté et ses antigénes présentés aux LT CD4" par les molécules du CMH II. Brievement, les
protéines extracellulaires sont internalisées par différents mécanismes (endocytose, phagocytose,
macropinocytose) puis sont dégradées en peptides par des protéases (cathepsines) au sein des
endosomes tardifs (également appelés compartiments CMH-Il ou MIIC). Ces peptides sont ensuite

chargés sur les molécules du CMH II, puis les molécules du CMH Il chargées avec les peptides sont
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exportées a la surface de la cellule afin de pouvoir étre présentées aux LT CD4". Les protéines
cytoplasmiques et/ou nucléaires endogénes peuvent également rejoindre les endosomes tardifs via
le processus d’autophagie pour étre présentées en association avec les molécules du CMH Il

(Figure 6) (Blum et al., 2013).

Certaines CPA, en particulier les DC peuvent présenter des antigenes provenant de cellules infectées
gu’elles ont phagocytées en association avec les molécules du CMH | : il s’agit de la présentation
croisée (Figures 6 et 7). Plusieurs mécanismes ont été décrits, impliquant une dégradation de
I’antigéne exogeéne par le protéasome ou le phagosome (Figure 7) (Joffre et al., 2012). Cette capacité
trés importante des DC est notamment exploitée dans le domaine de la vaccination afin de pouvoir

générer des réponses T CD8" & partir d’antigénes vaccinaux protéiques ou peptidiques.
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Figure 7 : Voies intracellulaires de la présentation croisée dans les cellules dendritiques

D’apres Joffre et al., 2012. ER, réticulum endoplasmique ; ERGIC, compartiment intermédiaire du ER / Golgi.
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Si les sources d’antigenes peuvent varier, les sources de clivage enzymatique de ces antigenes le
peuvent aussi. En effet, si beaucoup de peptides présentés peuvent étre générés par le protéasome
conventionnel, le développement du systtme immunitaire a permis [|'apparition de
I'immunoprotéasome qui est exprimé constitutivement dans les DC et les lymphocytes, et qui est
induit dans les autres types cellulaires par les interférons sécrétés lors d’infections virales. Cet
immunoprotéasome possede des sous-unités catalytiques différentes du protéasome conventionnel,
lui permettant de générer lors de la dégradation protéique des peptides différents ayant plus de
chance de se fixer sur les molécules du CMH I. De plus, la nature et le nombre des peptidases
cytosoliques ou associées au réticulum endoplasmique peuvent également varier suivant le type

cellulaire

Pratiquement toutes les cellules nucléées expriment des molécules CMH I. Leur densité varie selon le
. oy s 5
type cellulaire. On observe une forte densité (10° par cellule) sur les lymphocytes, les
et s s JORTIE 4 ;. I3
monocytes/macrophages, les DC ; une densité intermédiaire (10°) sur les cellules épithéliales et
endothéliales ; une densité faible, voire nulle sur les hématies, les cellules du pancréas, des glandes
salivaires, les hépatocytes, les neurones, la cornée, le placenta. La densité d'expression peut
augmenter dans un contexte inflammatoire sous l'action de cytokines. L'expression des molécules
CMH Il est limitée a I'état de repos aux CPA (DC, monocytes/macrophages, LB et cellules épithéliales
thymiques). L'activation de ces cellules augmente la densité d'expression des molécules du CMH Il a
leur surface. Chez I'homme, les neutrophiles, les LT, et les cellules épithéliales et endothéliales
quiescentes n'expriment pas les molécules du CMH I, alors que I'activation de ces cellules (dans un

contexte inflammatoire) induit cette expression.

Malgré le polymorphisme extréme des génes HLA classique, plusieurs molécules HLA peuvent
présenter les mémes peptides. Ce phénomene est connu depuis longtemps pour les molécules du
CMH Il et lorsqu’'un méme peptide peut étre présenté par un grand nombre de molécules de CMH I
différentes on parle de peptide « promiscuous » . Plus récemment, ce

phénomeéne a également été observé pour les molécules du CMH |

iii. Le phénoméne d’immunodomminance

La réponse cellulaire T vis-a-vis d’'un antigene complexe est souvent dirigée contre un nombre trés
limité d’épitopes immunogénes, c’est le phénomene d'immunodominance . Ce
phénoméne complexe n’est pas encore totalement compris aujourd’hui mais il semble controlé par

plusieurs facteurs :
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- 'abondance de la protéine : dans le cas d’infections virales, la cinétique d’expression des
protéines virales et I'intensité de la réplication virale (Luciani et al., 2013; Probst et al., 2003), ainsi
que la quantité de protéines virales contenues dans le virion infectant la cellule cible (Briggs et al.,
2004) sont des facteurs pouvant influencer I'immunodominance des réponses T CD8”,

- le processus d’apprétement et de présentation des antigenes : la génération des épitopes T
CD8" par le protéasome (Mo et al., 2000) ainsi que par des peptidases cytosoliques (Le Gall et al.,
2007), mais également le transport des peptides générés vers le réticulum endoplasmique par les
TAP (Neisig et al., 1995) est impacté par les résidus flanquant les épitopes,

- I'affinité des épitopes générés vis-a-vis des molécules du CMH | (Paul et al., 2013; Sette et
al., 1994) ainsi que la stabilité du complexe CMH I/peptide (Harndahl et al., 2012),

- le nombre de LT CD8" précurseurs naifs spécifiques d’un épitope donné (Kotturi et al.,
2008), mais surtout la sélection de clones T CD8" exprimant un TCR avec des caractéristiques
communes (« public TCR ») de haute affinité/avidité pour le complexe CMH/peptide (Trautmann et

al., 2005).

De maniére intéressante, il a été montré chez la souris que la nature des CPA (DC ou autres cellules
non dendritiques) impliquées dans la réponse primaire et la réponse secondaire a l'infection par le
virus influenza pouvait entrainer une variation de I'immunodominance des réponses T CD8" (Crowe
et al., 2003). Etant donné I'importance de I'affinité de la liaison entre un peptide et une molécule du
CMH | dans I'immunogénicité d’un épitope T CD8’, un lien direct a également été établi entre la
présence de certains alléles du CMH | et la hiérarchie des réponses T CD8" dans I'infection aigué par

le VIH (virus de I'immunodéficience humaine) par exemple (Yu et al., 2002).

Concernant les épitopes T CD4, il a été montré que la structure tridimensionnelle des protéines était
responsable de 'immunodominance, et cela dans les infections par les virus influenza (Landry, 2008),
VIH (Mirano-Bascos et al., 2008) ou encore la vaccination contre la fievre jaune (Koblischke et al.,
2017). Cependant, la stabilité du complexe CMH Il/peptide est également un facteur clé impliqué
dans la hiérarchie des réponses T CD4" (Lazarski et al., 2005). De plus, il a été montré plus récemment
que les LT régulateurs (Treg) pouvaient également jouer un réle dans I'immunodominance des

réponses T CD4" (Tung and Sant, 2013).

On nomme généralement épitopes immunodominants les épitopes contre lesquels sont induits de
fortes réponses immunitaires in vivo. Les épitopes sous-dominants sont ceux contre lesquels on ne
détecte qu’une faible réponse in vivo. Enfin, les autres fragments peptidiques (la majorité)

n’induisant aucune réponse immunitaire in vivo sont nommeés épitopes cryptiques.
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Il faut cependant noter que des épitopes sous-dominants et cryptiques sont capables de générer des
réponses T spécifiques lorsqu’ils sont administrés directement en tant que peptides optimaux (et
n‘ont donc pas besoin d’étre apprétés pour étre présentés par les CPA) lors de protocoles

d’immunisation.

2. Les récepteurs du systeme immunitaire adaptatif
i. Le BCR et les Inmunoglobulines

Les LB, qui représentent environ 5 a 15% des lymphocytes circulants, possédent comme récepteur a
I’antigéne (BCR) une immunoglobuline (Ig) de surface produite par la cellule elle-méme. Comme les

LB ne sont pas I'objet principal de cette these, la structure du BCR ne sera pas présentée en détail ici.

Une fois activés, les LB se différencient en plasmocytes sécrétant des Ig (anticorps) de la méme
spécificité que leur BCR. On distingue cing différentes classes principales d’anticorps (isotypes,
classés ci-aprés par ordre décroissant de concentration sérique) ayant chacune leur fonction : IgG,
IgA, IgM, IgD et IgE . Les 1gG et les IgA étant également divisées en différentes sous-
classes. Les IgG sont des monomeéres qui constituent la classe majoritaire lors de la réponse
secondaire. Les IgA sont majoritairement retrouvées dans les sécrétions muqueuses sous forme de
dimeéres. Les IgM, qui présentent une structure pentamérique leur conférant un fort pouvoir

agglutinant et leur permettant d’activer le complément, sont majoritaires dans la réponse primaire.

Les Ig sont des glycoprotéines constituées de quatre chaines polypeptidiques homologues 2 a 2:
deux chaines lourdes (H pour « heavy ») et deux chaines légéres (L pour « light »). Elles possedent
deux domaines fonctionnels différents. D’une part leurs deux extrémités variables nommées Fab
(« antigen binding fragment ») qui leur conférent leur spécificité antigénique, et d’autre part un
domaine constant nommé Fc (« crystallizable fragment ») définissant leur fonction effectrice. Chaque
Fab comprend une partie constante (C) et une partie variable (V) pour chaque chaine polypeptidique
et chaque partie variable comporte 3 domaines hypervariables CDR (« complementarity determining
regions ») et 4 domaines charpentes FR (« framework regions ») (Figure 8).
Le repliement des chaines peptidiques des régions VH et VL contenant chacune 3 CDR permet de

rapprocher dans I'espace les 6 CDR qui forment ainsi le site de liaison a I'antigene.

Si la partie Fab permet a certains anticorps d’exercer une fonction neutralisante, la partie Fc permet
aux anticorps de posséder également de multiples fonctions effectrices graces aux divers récepteurs
dirigés contre ce domaine (FcR) exprimés a la surface des cellules de I'immunité innée. On peut ainsi

distinguer ’ADCP (« antibody dependent cellular phagocytosis ») qui permet une augmentation de la
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phagocytose par la fixation d’anticorps sur les cellules infectées ou sur I'antigéne (opsonisation),
I’ADCD (« antibody dependent complement deposition ») ou ADCDC (« antibody dependent
complement dependent cytotoxicity ») qui permet une augmentation de I'activité du complément
par la fixation d’anticorps sur les cellules infectées ou I'antigene, et I’ADCC (« antibody dependent
cellular cytotoxicity ») qui permet une augmentation de I'activité cytotoxique des NK par la fixation
d’anticorps sur les cellules infectées. Ces différentes fonctions peuvent étre évaluées a I'aide d’une

technologie appelée « system serology » (Chung et al., 2015).

.

Figure 8 : Représentation schématique de la structure d’un anticorps

D’apreés Sela-Culang et al., 2013. Les régions CDR sont identifiées en rouge ; S-S, ponts disulfures.

On sait également que la glycosylation des IgG permet le contréle de ces différentes fonctions
(Jennewein and Alter, 2017) (Figure 9). De maniere intéressante, le domaine Fc peut aussi moduler
I'affinité (force d’interaction entre un paratope et un épitope) et I'avidité (intensité de I'ensemble
des forces d’interaction entre un antigeéne et I'ensemble des paratopes pouvant se fixer sur cet

antigéne) du Fab avec I'antigéne par des interactions inter-moléculaires (Janda et al., 2016).

La réponse humorale peut donc agir sur les virus libres et neutraliser leur pouvoir infectieux en

empéchant leur fixation aux cellules cibles ou en bloquant I'entrée dans la cellule cible via la fonction
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neutralisante des anticorps, mais également permettre la lyse des cellules infectées via la fixation du
complément (ADCD), I'aide a la phagocytose (ADCP), et la cytotoxicité cellulaire dépendante des

anticorps par les NK (ADCC).
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Figure 9 : Diversité combinatoire et fonctions des anticorps médiées par le Fc

Modifié d’apres Jennewein & Alter, 2017.

Il apparait que les anticorps neutralisants jouent un réle mineur dans le contréle des infections de la
famille des herpesviridae : EBV (« Epstein-Barr virus »), CMV (cytomégalovirus), VZV (« varicella
zooster virus ») ; et des retroviridae : VIH, alors que leur production est essentielle pour prévenir et
guérir les infections des familles picornaviridae : poliovirus ; ortho- et para-myxoviridae : virus de la
grippe (Influenza), de la rougeole, des oreillons ; et flaviviridae : virus de la fievre jaune, de la dengue,

du Zika, de I'hépatite C.
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ii. Le TCR

On distingue deux catégories principales de LT : les LT auxiliaires ou « helper » (HTL) qui agissent
comme chefs d’orchestre de la réponse immunitaire adaptative et qui expriment le marqueur CD4
(LT CD4"), et les LT cytotoxiques (CTL) qui sont responsables de la destruction des cellules infectées et
qui expriment le marqueur CD8 (LT CD8"). Il existe également des LT régulateurs (Treg) exercant des
fonctions de régulation et d'inhibition des réponses immunitaires. Ces différents lymphocytes
possedent un TCR qui leur permet de reconnaitre des peptides antigéniques présentés par le CMH.
Le TCR forme un complexe multimoléculaire comportant :

- un module de reconnaissance, ou TCR proprement dit, constitué d'une chaine a et d'une
chaine B de la famille des Ig, comportant chacune un domaine variable et un domaine constant, une
partie transmembranaire et quelques acides aminés intracytoplasmiques ;

- un module de transduction du signal, ou complexe CD3, qui comprend 4 molécules de la
superfamille des Ig arrangées de part et d'autre du TCR. Ce complexe CD3 comprend sur ces portions
intracytoplasmiques 10 motifs d'activation ITAM (« Immunoreceptor Tyrosine Activating Motif »),
sieges de résidus tyrosine cibles de phosphorylation par des protéines kinases spécifiques a I'origine
de la transduction du signal d'activation (Figure 10). Aprés une signalisation intracellulaire complexe,
I'activation du TCR aboutit a la transcription de genes gouvernant la prolifération, la survie, et la

différenciation du LT (IL-2, récepteurs de cytokines etc...).
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Figure 10 : Description du TCR
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Modifié d’apres « Inmunologie fondamentale et immunopathologie », Collége des Enseignants d'Immunologie, 2
édition, Elsevier Masson.
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Chaque TCR est différent d'un LT a I'autre du fait de modifications dans les régions variables des
chaines a et B qui le composent. L'organisation spatiale du TCR montre que chaque partie variable
comporte 3 domaines CDR (« complementarity determining regions »). Les domaines CDR1 et CDR2
reconnaissent les hélices a du CMH alors que le domaine CDR3 est en contact avec le peptide
présent dans le sillon du CMH (Zoete et al., 2013) (Figure 11). Le TCR aff entre ainsi en contact avec
un complexe CMH/peptide pour lequel environ un tiers des acides aminés (2 a 4) sont ceux du
peptide antigénique et deux tiers sont des acides aminés des deux hélices a du CMH. Les molécules
CD4 et CDS8 stabilisent l'interaction CMH/TCR en interagissant avec une partie faiblement
polymorphe du CMH et participent a la signalisation intracellulaire en recrutant des kinases de type

Src (les protéines p56lck).

Figure 11 : Positionnement des CDR du TCR a la surface du complexe CMH/peptide

D’aprés Zoete et al., 2013. Les CDR1, CDR2, et CDR3 sont colorés respectivement en mauve, vert, et rouge.

En plus du TCR af exprimé sur les LT, il existe également un TCR yd exprimé sur certains LT
particuliers faisant partie des cellules de I'immunité innée et retrouvés essentiellement dans les

tissus, les muqueuses et la peau.
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3. Le ganglion : centre de la réponse immunitaire adaptative

Les organes lymphoides secondaires et particulierement les ganglions lymphatiques constituent le
lieu d’activation privilégié des lymphocytes B et T. En effet, ces structures possedent une
microarchitecture trés organisée dont le controle est médié par les chimiokines CXCL13 (BCA-1
« B cell-attracting chemokine 1 » ou encore BLC « B lymphocyte chemoattractant »), CCL19 (MIP-3
« macrophage inflammatory protein 3 beta ») et CCL21 (6Ckine) sécrétées par les cellules stromales
qui les composent. Ainsi, les LB qui expriment la molécule CXCR5 (récepteur de CXCL13) vont étre
attirés dans la zone B (ou corticale) du ganglion tandis que les LT exprimant CCR7 (récepteur de
CCL19 et CCL21) seront eux attirés dans la zone T (ou paracorticale) du ganglion (Figure 12). Apres
étre arrivées dans les ganglions par le vaisseau lymphatique afférent, les DC qui sont devenues
matures vont délivrer aux LT CD4" et CD8" provenant de la circulation les signaux d'activation, de
prolifération et de différenciation qui sont nécessaires a l'induction de la réponse immunitaire
cellulaire en formant la synapse immunologique. Les ganglions lymphatiques sont également le lieu
privilégié des interactions LB / FDC (cellule folliculaire dendritique) et LB / TFH (lymphocyte T

folliculaire « helper ») permettant I'induction d’une réponse humorale efficace.
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Figure 12 : Organisation d’un ganglion lymphatique
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4. Activation et différenciation des LB

Les LB représentent 80% des cellules des organes lymphoides secondaires (ganglions, rate, plaques
de Peyer). Apres étre rentrés dans la zone corticale du ganglion lymphatique, les LB naifs du sang
périphérique vont capter leur antigene spécifique sous forme soluble, d'immuns complexes libre, ou
encore a la membrane de FDC ou de macrophages du sinus sous-capsulaire. La liaison de I'antigene
avec le BCR entraine alors I'activation du LB et I'internalisation du complexe BCR/antigéne qui va
permettre I'apprétement de I'antigéne et son association avec les molécules HLA de classe Il

exprimées par le LB.

Aprés migration du LB a l'interface des zones B et T du ganglion par 'augmentation de I'expression a
sa surface des molécules CCR7 et EBI2 (« Epstein-Barr virus-induced receptor 2 »), le LB va pouvoir
présenter l'antigéne au LT auxiliaire en train de se différencier en TFH, exprimant Bcl6
(B-cell lymphoma 6) et produisant de I'lL-21, suite a son activation préalable dans la zone T par une
DC lui ayant présenté le méme antigene. Aprés cette activation mutuelle, les LB naifs vont pouvoir se
différencier rapidement en plasmocytes a IgM (Ig pentamériques fixant le complément mais de faible
affinité pour I'antigéne) de courte durée de vie ou en LB mémoires extrafolliculaires (indépendants
du centre germinatif). Les TFH vont eux pouvoir gagner la zone B suite a la perte de I'expression de
CCR7 au profit de CXCR5. Les LB qui vont exprimer Bcl6 vont pouvoir rejoindre les follicules de la
zone B et former des centres germinatifs ou ils sont retenus par I'expression de la molécule S1PR2
(« sphingosine-1-phosphate receptor 2 ») et ou ils subissent les processus d'hypermutations
somatiques et de commutation de classe isotypique générant des LB mémoires et des plasmocytes a
IgG de haute affinité pour I'antigeéne et a longue durée de vie, dépendants des centres germinatifs.

Ces processus sont possibles grace a I'interaction des LB avec les FDC et les TFH (Figure 13).

Suite a une réexposition antigénique, les LB mémoires extrafolliculaires vont cette fois rentrer dans
les centres germinatifs afin de générer des LB mémoires et des plasmocytes de haute affinité, tandis
que les LB mémoires dépendants des centres germinatifs peuvent rapidement se différencier en
plasmocytes secondaires ou ré-entrer dans les centres germinatifs afin de produire des LB et

plasmocytes secondaires

Les cellules B mémoires constituent donc la population cellulaire qui répondra rapidement lors de la
réintroduction de I'antigéne par une différenciation massive en plasmocytes induisant une réponse
anticorps secondaire, caractérisée par une plus forte amplitude et une production majoritairement
d'lgG de meilleure affinité pour l'antigéne. Au-dela de leur réle de précurseurs des plasmocytes, les

LB ont également un réle de CPA aux LT. Cette propriété est a la base de la coopération cellulaire
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entre les lymphocytes T et B afin de réguler I'activation de ces-derniers et ainsi la production des

anticorps.
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Figure 13 : Activation et différenciation des LB naifs en LB mémoires et plasmocytes

D’aprés Hoffman et al., 2016. CCR7, C-C chemokine receptor 7; EBI2, Epstein-Barr virus—induced receptor 2; Tfhs, T
follicular helper cells; GCs, germinal centers; SIPR2, sphingosine-1-phosphate receptor 2; ICOSL, inducible costimulator

ligand; PDL1, programmed cell death protein ligand 1; IL21R, IL-21 receptor.

5. Activation et différenciation des LT

Une fois arrivées dans les organes lymphoides secondaires, les DC matures vont présenter les

antigenes chargés sur les molécules du CMH aux LT. Lors de la synapse immunologique, le dialogue

LT-DC fait intervenir la reconnaissance du peptide par le TCR associé au complexe CD3, les molécules

du CMH, des molécules de costimulation et des molécules d'adhésion (Summers deluca and

Gommerman, 2012) (Figure 14). Les DC interviennent dans ce dialogue comme activateurs, mais

également comme régulateurs de la réponse immunitaire en orientant la polarisation des LT vers la

voie fonctionnelle la plus adaptée a I'agression.
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Figure 14 : La synapse immunologique

D’aprés Summers delLucas & Gommerman, 2012. 4-1BBL, 4-1BB ligand ; GITR, glucocorticoid-induced TNFR-related protein ;
GITRL, GITR ligand ; LTa;8,, lymphotoxin-a;8, ;. LTBR, LT8 receptor ; OX40L, OX40 ligand.

La reconnaissance du complexe CMH/peptide par le TCR est le premier signal d’activation des LT

naifs.

Le second signal est apporté par les molécules de costimulation CD80 et CD86 exprimées a la surface
de la DC et qui vont se fixer sur les molécules CD28 exprimées par le LT. Ce second signal est capital
pour induire la prolifération du LT. En I'absence de ce-dernier, le LT devient anergique (inactif).
L'induction de I'expression de CD40-Ligand (CD154) a la surface du LT va renforcer le signal induit par
CD28 en se fixant sur le CD40 exprimé a la surface de la DC. Pendant cette phase de la synapse
immunologique qui va durer 2 a 3 jours, d’autres molécules de costimulation vont pouvoir moduler
I'activation du LT. L’'ensemble de ces molécules activatrices ou inhibitrices du LT sont nommés les
« immune checkpoints » (Pardoll, 2012) (Figure 15). On peut notamment citer comme molécules

activatrices CD27, OX40 (ou CD134), CD137 (ou 4-1BB) ou encore ICOS (« inducible T-cell
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costimulator »), et comme molécules inhibitrices TIM3 (« T-cell immunoglobulin and mucin-domain
containing 3 »), BTLA (« B- and T-lymphocyte attenuator »), LAG3 (« lymphocyte activation gene 3 »)
et PD1 (« programmed cell death 1 »). L’expression de la molécule CTLA-4 (« cytotoxic T-lymphocyte-
associated-protein 4 »), qui se lie également aux molécules CD80 et CD86, par le LT activé arréte la

signalisation activatrice, permettant ainsi au LT de reprendre ses mouvements et de poursuivre sa

prolifération (expansion clonale) et sa différenciation.
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Figure 15 : Les différentes molécules activatrices ou inhibitrices du LT

D’aprés Pardoll, 2012. A2aR, adenosine A2a receptor; B7RP1, B7-related protein 1; BTLA, B and T lymphocyte
attenuator; GAL9, galectin 9; HVEM, herpesvirus entry mediator; ICOS, inducible T cell co-stimulator; IL, interleukin; KIR,
killer cell immunoglobulin-like receptor; LAG3, lymphocyte activation gene 3; PD1, programmed cell death protein 1;

PDL, PD1 ligand; TGF8, transforming growth factor-8; TIM3, T cell membrane protein 3.
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Le troisieme signal recu par le LT est donné par des cytokines présentes dans le microenvironnement
du ganglion lymphatique. Ces cytokines sont produites majoritairement par les DC mais également
par les autres cellules immunitaires du voisinage. Ces cytokines vont participer a la différenciation
fonctionnelle des LT CD4" en lymphocytes T « helper » (HTL) ou en lymphocytes T régulateurs induits
(iTreg) et des LT CD8" en CTL. Les HTL présentent une hétérogénéité fonctionnelle et sont classés en
différentes catégories suivant le répertoire de cytokines qu’ils sécrétent (Figure 16). Lors d’une
infection virale, les mDC vont produire de I'lL-12 et de I'lFNy qui vont polariser les LT CD4" naifs vers
un profil Th (T « helper ») 1 sécrétant essentiellement de I'IFNy, du TNFa et de I'lL-2. De maniére
intéressante, il existe une certaine plasticité entre les différents profils de HTL (DuPage and

Bluestone, 2016).
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Figure 16 : Polarisation et fonctions des lymphocytes T CD4*

D’apreés « Immunologie fondamentale et inmunopathologie », Collége des Enseignants d'Immunologie, 2°™ édition, Elsevier
Masson.

Pour se différencier de facon optimale en CTL, les lymphocytes T CD8" naifs ont également besoin de

I'IL-2 et de I'IFNy sécrétés par les Thl. Cependant, lors d’une infection virale, I'aide cytokinique
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apportée par les LT CD4" peut &tre remplacée par des cytokines pro-inflammatoires, comme I'lL12 et

I'IFN-a/B, sécrétées par les cellules de I'immunité innée (DC, macrophages, granulocytes).

Les CTL exercent leur action cytotoxique par plusieurs mécanismes (Figure 17). Le plus documenté
est I'exocytose de molécules toxiques pour la cellule cible. Ces molécules (perforine et granzymes)
sont contenues dans des granules cytoplasmiques du CTL. Une fois libérée, la perforine va former de
maniére transitoire un pore dans la membrane de la cible qui va permettre I'entrée dans le
cytoplasme des granzymes A et B qui vont alors déclencher I'apoptose de la cellule cible de facon
indépendante ou dépendante des caspases, respectivement (Voskoboinik et al.,, 2015). Il a été
montré que les CTL pouvaient tuer de cette maniére plusieurs cellules cibles a la fois (Wiedemann et
al., 2006). Le deuxieme mécanisme de cytotoxicité implique des récepteurs a domaines de mort tels
que Fas (« apoptosis-stimulating fragment ») et le récepteur au TNF (TNF-R). En effet, le CTL activé va
exprimer la molécule Fas ligand (FasL, encore appelé CD95L) qui va se lier a son récepteur Fas (CD95)
se trouvant a la surface de la cellule cible et déclencher son apoptose. Le TNFa sécrété par les CTL va
aussi se fixer sur le TNF-R exprimé par la cellule cible, entrainant également sa mort par un méme

mécanisme d’apoptose via la voie des caspases.
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Figure 17 : Mécanismes employés par le CTL pour tuer les cellules infectées

Modifié d’aprés « Immunologie fondamentale et immunopathologie », Collége des Enseignants d'Immunologie, 2°™ édition,
Elsevier Masson.
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Les granzymes B (majoritairement sécrétées par les CTL) induisent I"apoptose des cellules cibles en
quelgues minutes , alors que l'interaction Fas/FasL peut prendre plusieurs heures
pour induire I'apoptose de la cellule cible. Il a été montré chez des souris infectées par le « Friend
Murine Leukemia Virus » que l'utilisation de la voie perforine/granzyme ou Fas/FasL par les CTL

dépendait du niveau de réplication du rétrovirus

Les CTL participent également a la lutte contre les virus en produisant des chimiokines et cytokines,
notamment I'IFNy qui possede des effets antiviraux directs, en diminuant la permissivité des cellules
cibles au virus; et indirects, en permettant l'activation des macrophages et des cellules NK qui
peuvent également détruire les cellules infectées, ou encore I'augmentation de la transcription et de

|'expression membranaire des molécules du CMH.

De maniére intéressante, des LT CD4" cytotoxiques ont été décrits dans différentes infections virales.
Ces cellules sont notamment capables de détruire les cellules infectées par les virus suivants :
Influenza A (grippe), EBV, CMV, HPV (« human papilloma virus »), VHB (virus de I'"hépatite B), VHC

(virus de I'hépatite C), et VIH

L'activation des lymphocytes naifs spécifiques de I'antigéne va induire leur expansion clonale. Cette
phase va permettre en 4 a 5 jours de multiplier ces cellules de 1 000 a 10 000 fois. Le répertoire des
LT CD8" naifs étant trés étendu, la fréquence d'un LT CD8" spécifique d'un complexe CMH/peptide
antigénique parmi l'ensemble des LT CD8" naifs est trés faible (1/10 000 & 1/100 000). L’expansion
clonale est donc une étape primordiale afin que les LT CD8" se différencient rapidement en CTL
capables d’éliminer les cellules infectées par le virus. Parallelement a la phase d’expansion clonale, la

génération de lymphocytes mémoires va avoir lieu.

Suite a I’élimination du pathogene, les cellules spécifiques de I'antigéne activées vont mourir : il s’agit
de la contraction clonale. Pendant cette phase, plus de 90% des LT activés vont étre éliminés par
apoptose. Cette apoptose peut étre induite :

- soit par l'activation cellulaire ou AICD (« Activation Induced Cell Death »), due au
réengagement du TCR et des « immune checkpoint » sur les CPA, favorisé par la proximité cellulaire
au site méme de l'expansion clonale. L’AICD permet d'éviter la prolifération incontrélée du clone
ainsi que sa sur-activation, qui pourrait étre la cause de maladies auto-immunes,

- soit par apoptose passive liée a la carence en cytokines, notamment I'lL-2, dans les sites
initiaux de l'infection. Cette apoptose passive peut étre due a la disparition de I'antigéne et /ou la

présence de Treg.

Cependant, cette régulation négative peut limiter |'efficacité des réponses immunitaires adaptatives

en cas d'exposition antigénique chronique ol l'augmentation des signaux inhibiteurs contribue a
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|'épuisement des lymphocytes. En effet, dans la plupart des cas, les réponses adaptatives permettent
une élimination rapide des virus. Cependant, du fait de multiples mécanismes d'échappement des
virus a la réponse immunitaire, en particulier aux CTL (mutations antigéniques, diminution de
I'expression des molécules du CMH 1..), les LT CD8" ne parviennent pas toujours a éliminer
complétement les virus mais permettent seulement un contréle de sa réplication. C’est le cas pour
les infections par I'EBV et le CMV. Mais pour certaines infections virales, la réplication du virus ne
peut purement et simplement pas étre controlée. |l se développe alors une infection dite chronique
avec réplication et détection permanente du virus, comme par exemple lors de l'infection par les
virus des hépatites B et C ou encore par le VIH. Dans ces situations de réactivations et
d’amplifications clonales successives, les LT CD8" mémoires peuvent atteindre un stade de
vieillissement cellulaire ou sénescence. Ce stade cellulaire se caractérise par I'absence d’expression
de la molécule de costimulation CD28 ainsi que I'expression du marqueur de sénescence CD57,
reflétant une perte définitive de leur capacité a proliférer. Ainsi, une stimulation permanente des CTL
va conduire a la disparition par apoptose des LT CD8" spécifiques du virus ainsi qu’a |'épuisement
clonal. D’ailleurs, le meilleur marqueur du vieillissement immunologique semble étre le déclin de la
fréquence des cellules T naives qui est comparable chez des individus de 40 ans infectés par le VIH-1

a celle de sujets de 85 ans non-infectés

6. Mise en place de la mémoire immunologique

Comme nous l'avons expliqué précédemment, le premier contact avec un virus va également générer
des cellules mémoires qui vont persister dans I'organisme au long cours. Le phénotype mémoire est
associé a des modifications épigénétiques, transmises au cours de leur prolifération, modulant les
protéines qu'elles expriment et leur rapidité a les produire. Les lymphocytes B et T mémoires
permettront donc, lors d’une nouvelle infection par le méme agent viral, la génération d’'une réponse

secondaire plus rapide et plus efficace (Figure 18).

Le nombre de cellules mémoires est supérieur a celui des LT naifs originels et la plupart du temps
proportionnel a I'expansion initiale donc a la quantité d'antigéne a laquelle I'organisme a été exposé

initialement.
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D’apreés « Immunologie fondamentale et inmunopathologie », Collége des Enseignants d'Immunologie, 2°™ édition, Elsevier
Masson.

Les LB mémoires, qui sont identifiables par la présence de la molécule CD27 a leur membrane, sont
des cellules circulantes qui se localisent également dans les organes lymphoides. Environ 50 % de ces

cellules ont effectué une commutation isotypique.

Les LT mémoires constituent un compartiment hétérogéne dont la composition est déterminée par
les conditions initiales d'activation (nature et dose de l'antigéne). Ces cellules peuvent étre
caractérisées phénotypiquement par la présence ou I'absence des molécules CD45RA, CCR7, et CD27
a leur membrane. Parmi les cellules T mémoires circulantes, on distingue :

- les lymphocytes T mémoires centraux (LTcy), qui sont CD45RA” CCR7* CD27%, n’ont pas de
fonction effectrice, mais qui ont un fort potentiel prolifératif et constituent les précurseurs des
cellules T effectrices secondaires en cas de réexposition a I'antigene,

- les lymphocytes T mémoires transitionnels (LTyv), qui sont CD45RA” CCR7 CD27°, qui

correspondent a une population transitoire entre les LT¢y et les LTgy,
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- les lymphocytes T mémoires effecteurs (LTgy), qui sont CD45RA° CCR7 CD27', qui possédent
une grande capacité proliférative mais qui sont également capables de sécréter rapidement des
cytokines et des molécules cytotoxiques des leur activation,

- les lymphocytes T mémoires effecteurs trés différenciés (LTgwmra), qui sont CD45RA+ CCR7

CD27’, qui ont des capacités effectrices immédiates mais une capacité proliférative limitée.

Outre ces quatre sous-populations de cellules mémoires capables de circuler, le compartiment T
mémoire comprend une cinquiéme sous-population, les lymphocytes T mémoires résidents des
tissus non lymphoides (LTzw). Ces cellules qui résident dans les tissus épithéliaux périphériques
constituent de par leur position stratégique une premiere barriere de protection en cas de
réexposition a I'antigéne (Figure 19). Elles dérivent principalement des cellules T mémoires
effectrices entrées dans les tissus lors de la primo-infection qui se sont différenciées in situ. Les LTgy
sont CCR7- CD45RA- mais se distinguent des LTgy par I'expression a leur surface de la molécule CD69

(une lectine, également marqueur d'activation).
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Figure 19 : Schéma des différentes zones de domiciliation et des voies de migration empruntées

par les cellules T naives et mémoires

D’aprés « Immunologie fondamentale et immunopathologie », Collége des Enseignants d'Immunologie, 2¢me édition, Elsevier

Masson. OL I, organes lymphoides secondaires
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Deuxieéme partie : Physiopathologie et immunopathologie de I'infection par le

VIH-1
l. Généralités sur le VIH

Le syndrome d’immunodéficience acquise ou SIDA est une maladie infectieuse provoquée par le VIH.
Ce virus est transmissible par les fluides corporels tels que le sang, les sécrétions vaginales, le sperme
ou le lait maternel (Patel et al., 2014) (Tableau 1). La majorité des transmissions a lieu par voie
sexuelle. Le risque peut étre augmenté par la co-infection avec d’autres infections sexuellement
transmissibles (Galvin and Cohen, 2004) ou diminué de 53% a 60% lors de relations hétérosexuelles
chez les hommes circoncis (Tobian et al., 2014). L'infection par le VIH, qui peut d’abord se manifester
par des signes généraux (fievre, asthénie, amaigrissement, diarrhée, adénopathie, etc...), provoque a
long terme un affaiblissement du systéeme immunitaire qui se caractérise essentiellement par la
survenue d'infections dites opportunistes (impliquant des agents microbiens ne devenant
pathogénes que chez les sujets immunodéprimés et touchant divers organes, en premier lieu le
poumon et le cerveau) et de cancers. Sans traitement, le SIDA entraine la mort. La thérapie
antirétrovirale (traitement contre le VIH/SIDA) ne permet pas de guérir de la maladie mais permet

aux patients séropositifs pour le VIH de rester en bonne santé tant qu’ils prennent leur traitement.

Voie de transmission Risque d'infection (%) Intervalle de confiance & 95%
Transfusion sanguine 92,5 89,00-96,10
Transmission de la mére & |'enfant 22,6 17,0-29,00

Relation sexuelle anale réceptive 1,38 1,02-1,86

Partage de seringues a |'usage de drogues injectables 0,63 0,41-0,92

Piglire d'aiguille percutange 0,23 0,00-0,46

Relation sexuelle anale insertive 0,11 0,04-0,28

Relation sexuelle vaginale réceptive 0,08 0,06-0,11

Relation sexuelle vaginale insertive 0,04 0,01-0,14

Relation sexuelle orale insertive ou réceptive faible 0,00-0,04

Tableau 1 : Estimation de la probabilité par acte d’acquérir le VIH a partir d’une source infectée

Modifié d’aprés Patel et al., 2014.
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1. Découverte du SIDA et de son agent étiologique le VIH

C'est a Los Angeles, en 1981, que les premiers cas de SIDA sont diagnostiqués chez 5 jeunes
homosexuels atteints de pneumocystose . Cette méme année et I'année suivante des
cas de cancer (maladie de Kaposi) et des lymphoadénopathies généralisées non expliquées sont
détectés aux USA chez des patients homosexuels ou bisexuels a Atlanta, New York et San Francisco

, puis en Europe : tout d’abord en Angleterre , puis en
France et au Danemark . D’autres groupes a risques

sont ensuite identifiés aux USA comme les utilisateurs de drogue par voie intraveineuse

et les hémophiles . La prévalence de la maladie semble par ailleurs plus
importante chez les Haitiens . Le risque de transmission par transfusion sanguine
et par voie homosexuelle et hétérosexuelle d’un agent infectieux supposé

responsable du SIDA est alors avancé.

Parallelement, entre 1979 et 1983, les premiers cas de SIDA sont identifiés en Belgique, en grande
majorité chez des noirs africains vivant en Belgique ou venant d’Afrique Centrale pour se faire
soigner, et n’appartenant pas aux groupes décrits a risques (homosexuels, utilisateurs de drogue par
voie intraveineuse, hémophiles, transfusés, ou encore Haitiens). Ces patients de classe
socioéconomique aisée avaient pour pays d’origine majoritairement le Zaire, mais aussi le Rwanda, le
Burundi et le Tchad . De maniere intéressante, aucun cas de SIDA n’est détecté
dans la communauté nord-africaine pourtant plus nombreuse en Belgique que celle d’Afrique
Centrale. Cette étude, ainsi que celle menée par Brunet et ses collaborateurs en France

suggerent alors que le SIDA est endémique en Afrique Centrale en 1983. Cette épidémie en
Afrique centrale coincide avec celle aux Etats-Unis. Une transmission de I'agent causant le SIDA par
voie hétérosexuelle mais peut-étre également par l'intermédiaire de matériel médical non a usage
unique est alors envisagée en Afrique Centrale . Les prostituées sont également

pointées comme le groupe a risque de transmission du VIH

L’agent infectieux responsable du SIDA est isolé en France en 1983 par Frangoise Barré-Sinoussi de
I'Institut Pasteur a partir d’un ganglion de patient atteint de SIDA et il est alors nommé LAV pour
« lymphadenopathy associated virus » . L’année suivante, le professeur
Gallo et ses collegues du National Cancer Institute isolent également un rétrovirus chez plusieurs
patients souffrant de SIDA et le nomment HTLV-Ill pour « Human T-cell Leukemia virus IlI »

. Des analyses montreront ensuite que ces deux rétrovirus correspondent en réalité a un
seul et méme virus qui prendra comme nom définitif virus de I'immunodéficience humaine (VIH) en

1986
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Le VIH fait partie de la famille des retroviridae ou rétrovirus, qui sont des virus a ARN simple brin de
polarité positive infectant les vertébrés, et qui sont caractérisés par la présence de I'enzyme
transcriptase inverse. Cette enzyme permet la rétro-transcription de ’ARN en ADN afin d’étre intégré
ensuite dans le génome de la cellule héte. Au sein des rétrovirus, le VIH appartient plus précisément
au genre lentivirus qui a pour caractéristiques essentielles d’avoir une longue période d’incubation et

d’étre pathogene pour les cellules qu’il infecte.

En 1986, un deuxiéme VIH est isolé (Clavel et al., 1986), il sera appelé VIH-2. Méme si le VIH-2 est
endémique seulement en Afrique de I'Ouest (particulierement en Guinée-Bissau et au Sénégal), il a
réussi a se diffuser de facon limitée dans beaucoup de pays du monde. D’ailleurs, méme si le VIH-2
est moins pathogéne que le VIH-1, on estime que 1 a 2 millions des 36,9 millions de personnes vivant
avec le VIH dans le monde en 2017 sont infectés par le VIH-2, incluant ceux qui sont infectés par les

deux virus (Gottlieb et al., 2018).

Les différents isolats du VIH-1 responsables de la pandémie sont assez proches génétiquement et ont
donc été classés dans un groupe nommé M pour « main». D’autres VIH-1 plus divergents
génétiquement de celui isolé en 1983 ont été isolés en 1990, 1998 et 2009. lls ont été classés
respectivement comme faisant partie des groupes O (pour « outlier »), N (pour « non-M, non-0 ») et
P (De Leys et al.,, 1990; Plantier et al., 2009; Simon et al., 1998). Les virus du groupe O sont
responsables d’une épidémie en Afrique Centrale de I'Ouest avec 100 000 infections (D’arc et al.,
2015) tandis que les virus des groupes N et P ont infecté trés peu de personnes. En effet, a ce jour on
recense 20 personnes infectées par des virus du groupe N au Cameroun (Tagnouokam Ngoupo et al.,
2018) et seulement 2 personnes d’origine camerounaise infectées par des virus du groupe P

(Alessandri-Gradt et al., 2018).

2. Origine et variabilité du VIH

Les primates non-humains africains étant naturellement infectés par différents lentivirus, ils ont
rapidement été suspectés comme étant la source du VIH. La mise en évidence de rétrovirus
apparentés au VIH et nommés virus de I'immunodéficience simienne (VIS) au sein des espéces
macaques (Daniel et al., 1985), singes verts (Kanki et al., 1985), puis chimpanzés (Peeters et al., 1989)
a confirmé cette hypothése. En 2012, Locatelli et Peeters faisaient état que 45 des 73 espéces de
primates non-humains africains connues étaient infectées par un VIS, en précisant que de maniere
intéressante aucune infection par VIS n’était documentée chez les singes d’Asie ou d’Amérique du

Sud (Locatelli and Peeters, 2012).
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Il est maintenant bien établi que le VIH-2 provient d’une contamination inter-espéce entre le singe et
I’'homme. Plusieurs contaminations inter-espéces ont d’ailleurs eu lieu et la source simienne du virus

a été identifiée comme étant le mangabey enfumé infecté par le VISsmm (Hahn et al., 2000).

Concernant le VIH-1, 4 transmissions inter-espéces ont eu lieu. Le chimpanzé d’Afrique Centrale de
I’Ouest de I'espece Pan troglodytes troglodytes vivant au Cameroun et infecté naturellement par le
VIScpzPtt a été identifié comme étant le réservoir naturel des groupes M et N (Keele et al., 2006). Par
contre, le réservoir naturel des groupes P et O a été identifi€ comme étant le gorille de I'Ouest
(Gorilla gorilla gorilla) vivant également au Cameroun (D’arc et al., 2015; Plantier et al., 2009) et

infecté par un VISgor (Van Heuverswyn et al., 2006) (Figure 20).

- SiVgor
In western @ Pan trogiodytes verus
Lowland gorillas Pan troglodytes elioti
HIV1-P) @ Pan troglodytes troglodytes
L Hiv-10 @ Pan troglodytes schweinturthii
L R S et
In eastern chimpanzees @ Pan paniscus
1205,

Figure 20 : Le VIH-1 dérive de VIS circulants chez des chimpanzés et des gorilles

de I’Afrigue Centrale de I'Ouest

D’aprés Locatelli & Peeters, 2012.
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Ce qui est frappant concernant les souches du groupe M du VIH-1, c’est que I'on observe une grande
variabilité. En effet ces souches virales peuvent étre classées en différents sous-types (A, B, C, D, F, G,
H, J et K). Certains de ces sous-types sont méme divisés en sous-sous-types. La variation intra-sous-
type en acides aminés est généralement de 'ordre de 8% a 17% alors que la variation inter-sous-type
est généralement de I'ordre de 17% a 35% (Hemelaar, 2012). De plus, il existe de nombreuses formes
recombinantes circulantes (CRF) et formes recombinantes uniques (URF) qui continuent a émerger.

Le sous-type B est le plus répandu dans le monde alors que le sous-type C est responsable du plus

grand nombre d’infections dans le monde. (Figure 21).
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Figure 21 : Distribution globale des sous-types et recombinants du VIH-1 du groupe M

D’aprés Hemelaar, 2012.

Comme il est établi que les souches du groupe M du VIH-1 sont apparues suite a une seule
transmission de VIScpz a I'homme (Hahn et al., 2000), l'origine de cette sous-structure
phylogénétique reste obscure (Faria et al., 2014; Sharp et al., 1999). Le VIH est un virus qui mute
beaucoup pour deux raisons : 1) a cause des erreurs commises par I'enzyme transcriptase inverse

(Preston et al., 1988) ; 2) car ce virus possede un cycle de réplication rapide (Perelson et al., 1996).
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Ces mécanismes entrainent la génération rapide de populations virales génétiquement distinctes
(appelées quasi-especes) au sein d’un méme individu, cette variation pouvant atteindre 10% au
niveau du gene de I'enveloppe du VIH. Pour bien se rendre compte du probléeme engendré par cette
énorme diversité dans I'optique d’un vaccin anti-VIH, il faut savoir que la diversité des séquences du
virus influenza (responsable de la grippe) dans le monde entier pour une année donnée équivaut
approximativement a la diversité des séquences du VIH au sein d’un seul individu infecté a un temps
donné . De plus, les possibles recombinaisons entre
différents VIH-1 peuvent engendrer une variabilité encore plus importante. Cependant, ces raisons
ne peuvent expliquer a elles seules I'apparition des 9 sous-types du VIH-1 du groupe M
simultanément . Le fait que ces sous-types soient présents dans diverses régions du
monde écarte I'hypothese d’une spécificité des sous-types envers un type d’hote en particulier
. Toutefois, il a quand méme été montré que la présence de mutations caractéristiques

de I’échappement du virus au contréle par les LT CD8" liées a certains alléles HLA était associée a un
polymorphisme inter-sous-types et a un regroupement phylogénétique des séquences intra-sous-
types . L’hypothése la plus probable de I'existence de ces différents sous-
types est certainement celle suggérée par Lukashov et Goudsmith, a savoir qu’apres I'introduction du
VIS dans la population humaine, I'adaptation du virus a son nouvel hbte s’est faite dans plusieurs
directions évolutives donnant naissance aux différents sous-types du VIH-1 représentant alors des
niches génétiques séparées dans lesquelles la capacité réplicative des virus peut étre maintenue
Enfin, les différents groupes actuels du VIH-1 représentent

certainement déja des formes recombinantes de VIH-1 s’étant développées dans les années 1970 en
Afrique Centrale lorsque le VIH-1 a pu atteindre les premieres populations a risque comme les

prostituées

Des études sur la diversité des séquences virales retrouvées au Zaire (aujourd’hui République
Démocratique du Congo) en 1984, 1986 et 1997 ont permis de suggérer fortement que ce pays soit
I’épicentre de la pandémie du VIH-1 de groupe M . En plus des
nombreuses séquences du VIH-1 isolées et étudiées depuis les années 1980-1990, 3 séquences
datant de I'époque pré-épidémique du SIDA ont été isolées. La premiere a partir d’'un échantillon de
sérum datant de 1976 provenant d’'une femme qui habitait un village du Nord-Ouest du Zaire mais
ayant également vécu a Kinshasa, entre 1971 et 1975 . De maniére
intéressante, cette souche a été caractérisée comme étant un recombinant inter-sous-types A/G

. La deuxieme, qui est la plus ancienne, a partir d’'un échantillon de sérum datant de
1959 provenant d’'un homme qui vivait a Kinshasa (anciennement Léopoldville)

Enfin plus récemment, une troisieme séquence ancienne (fossile) du VIH-1 a été isolée a partir d’'une
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biopsie de ganglion datant de 1960 et provenant d’une femme qui vivait également a Kinshasa
(Worobey et al., 2008). Au-dela du fait que I'existence de ces séquences prouve I'existence du VIH-1
a Kinshasa bien avant le début reconnu de I'épidémie de SIDA, I'utilisation de ces séquences et de
nombreuses autres a permis, a I'aide de programmes informatiques utilisant le principe d’horloge
moléculaire se basant sur le taux constant de mutations du VIH-1, d’estimer aux alentours de 1920 Ia
date de I'ancétre commun le plus récent entre tous les VIH-1 du groupe M (Faria et al., 2014;
Worobey et al., 2008). L’ancétre commun le plus récent partagé entre le groupe M du VIH-1 et le
VIScpz a lui été estimé a 1853 (Wertheim and Worobey, 2009), ce qui implique que le transfert inter-

espece a di avoir lieu entre 1853 et 1920.

3. Origine de la pandémie

S’il est maintenant bien acté que le VIH-1 du groupe M, responsable de la pandémie, provient d’'une
contamination inter-espéce entre le chimpanzé et 'homme, les conditions de ce transfert ne sont
pas encore totalement expliquées (Djoko et al., 2012; Filippone et al., 2017). De plus, le transfert du
VIScpz du chimpanzé a ’lhomme n’a pas permis a lui seul d’engendrer la pandémie de VIH-1 (Marx et
al., 2004). En effet, les transmissions inter-especes de VIS sont rendues difficiles par différents
facteurs de restrictions limitant I'infectivité du virus transmis (Etienne et al., 2013; Kirmaier et al,,
2010; Kluge et al., 2015; Sauter et al., 2009). Cela signifie qu’une fois avoir passé la barriére de
I'espéce, le VIScpz a certainement di s’adapter pour devenir le VIH-1 pathogene pour 'homme et
pouvant étre transmis au sein de la population humaine. Les injections non stériles (de pénicilline
notamment) réalisées en Afrique a partir des années 1950 ont peut-étre pu faciliter cette adaptation

(Marx et al., 2001).

L'hypothese actuelle concernant le transfert du virus du singe vers I'lhomme est une contamination
d’un chasseur de viande de brousse : contamination par coupure et exposition au sang lors de la
découpe de la viande, par morsure, voire consommation de viande pas assez cuite (Hahn et al,,
2000). Selon cette hypothése, un chasseur de brousse camerounais se serait infecté par un VIScpz
dans les années 1900 puis il aurait rejoint la ville de Kinshasa au Zaire par bateau (les connections
fluviales entre le Sud-Est du Cameroun et Kinshasa étant fréquentes a I’époque, di a I'exploitation du
caoutchouc et de l'ivoire (De Sousa et al., 2012)) ou il aurait ensuite commencé a disséminer ce virus
devenu VIH-1. Une autre hypothese concurrente, émise par Louis Pascal (Pascal, 1991), popularisé
par le journaliste Tony Curtis (Curtis, 1992) puis reprise et développée par Edward Hooper (Hooper,
1999) placait I'origine de la pandémie dans |’utilisation de vaccins oraux contre la poliomyélite (OPV)

potentiellement contaminés par du VIScpz au Zaire a la fin des années 1950. Cette hypothése a été
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prise au sérieux notamment car il avait été montré que 10% a 30% des vaccins inactivés contre la
poliomyélite injectés a 98 millions d’américains entre 1955 et 1963 avaient été contaminés par le
virus simien SV40, potentiellement cancérigéne, lors de la production des vaccins a partir de reins de
macaques . Cependant, aprées le grand débat sur les origines du SIDA
organisé par la Royal Society de Londres en 2000, confrontant I'hypothése de Hooper avec les

résultats de différents chercheurs, cette hypothése a été rejetée
Plusieurs questions restent tout de méme en suspens :

1) Puisque le singe est infecté depuis longtemps par le VIS et que I’homme chasse le singe depuis de
tres anciennes périodes en Afrique Centrale, pourquoi une pandémie de VIH-1 n’a pas eu lieu plus
tot ? La réponse est qu’un ensemble de facteurs est nécessaire au début d’une épidémie et en
premier lieu la présence d’une agglomération urbaine. Des transmissions inter-espéces entre le singe
et 'homme ont certainement eu lieu depuis des temps anciens mais dans des communautés isolées,
ne permettant pas la diffusion du virus. Pour aller dans ce sens une étude a mis en évidence la
sélection de facteurs génétiques associés a une protection contre l'infection par le VIH-1 ou sa
progression dans une communauté Pygmée de chasseurs-cueilleurs d’Afrique Centrale de I'Ouest
fréquemment en contact avec les chimpanzés potentiellement infectés par le VIScpz

. Cette étude suggere que le génome de cette communauté a pu étre faconné par des

infections passées par des VIS ou des VIH.

2) On peut se demander également pourquoi le SIDA n’est pas devenu prévalent avant la fin des
années 1970 si le VIH-1 était déja présent chez 'homme a Kinshasa depuis 1920 ? La réponse
apportée par Faria et ses collaborateurs est que, le VIH-1 s’est tout d’abord propagé lentement
jusgu’aux années 1960 ou a lieu un changement abrupt du nombre d’infections par le VIH-1

correspondant au début de I'épidémie en Afrique Centrale

3) Quels sont donc les facteurs impliqués dans cette soudaine épidémie ? lls sont multiples. En 1988,
Nzilambi et ses collaborateurs émettent I’'hypothese que les changements sociaux et
comportementaux accompagnant l'urbanisation ont pu étre des facteurs importants dans la
dissémination du SIDA en Afrique Centrale . En effet, Kinshasa connait une tres
forte croissance démographique entre 1940 et 1960 , et devient la plus grosse
agglomération d’Afrique centrale. Piot et ses collaborateurs émettent alors I’hypothése qu’une fois
introduit dans des populations ou les individus ont tendance a avoir de nombreux partenaires
sexuels, a étre exposés a des transfusions sanguines et a des aiguilles et seringues non stérilisées, le
VIH-1 a pu se disséminer rapidement . Les injections médicales et les transfusions

sanguines sont d’ailleurs identifiées comme les facteurs de risques principaux pour les enfants
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séropositifs nés de meres séronégatives pour le VIH-1 (Mann et al., 1986). Un autre facteur
important ayant favorisé l'infection par le VIH-1 semble étre la présence de co-infections avec
d’autres maladies sexuellement transmissibles comme les gonorrhées, les ulcéres génitaux et la
syphilis (Greenblatt et al., 1988; Kreiss et al., 1986; Laga et al., 1993), fréquentes en Afrique (Osoba,
1981) et particulierement chez les prostituées (D'Costa et al., 1985). De plus, les injections médicales
non stériles réalisées chez les prostituées de Kinshasa pour lutter contre les maladies sexuellement
transmissibles ainsi que le changement de type de prostitution (avec un nombre plus important de
clients) a partir du début des années 1960 ont été mis en avant pour expliquer la croissance
exponentielle du VIH-1 a Kinshasa (Pépin, 2011, 2012). Des études portant sur la prévalence de
I'infection a VIH chez des chauffeurs routiers en Uganda (Carswell et al., 1989) et au Kenya (Bwayo et
al.,, 1994) ont également confirmé leur réle dans la propagation de I'épidémie aux pays voisins.
Finalement, Gray et ses collaborateurs, auteurs d’une étude phylodynamique de I'émergence de
I’épidémie de VIH-1 en Afrique de I'Est, concluent que I'accessibilité et les infrastructures apportant
les facilités de déplacement sont certainement le facteur primordial ayant permis I'établissement et

la propagation d’une épidémie comme celle du VIH-1 (Gray et al., 2009).

En 1984, Piot et ses colléegues discutent le fait que plusieurs milliers de travailleurs Haitiens soient
venus au Zaire a la fin de la période coloniale entre le début des années 1960 et le milieu des années
1970 (Piot et al., 1984). Une des hypotheses pouvant expliquer la sortie du VIH-1 hors d’Afrique est
alors que parmi ces personnes, certaines se soient infectées et aient ensuite disséminé le virus en
repartant d’Afrique. Cette hypothése a ensuite été reprise pour expliquer les cas de SIDA observés a
Haiti et ceux découverts chez les migrants haitiens arrivés aux USA (Pitchenik, 1983; Vieira et al,,
1983) et au Canada (Laverdiere et al., 1983; Leblanc et al., 1983). Cette hypothese est également
soutenue par Faria et ses collaborateurs pour expliquer I'arrivée du VIH-1 aux USA (Faria et al., 2014).
Les dernieres analyses phylogénétiques publiées reconstituant I’histoire du VIH-1 depuis son arrivée
aux USA confirment cette hypothése en datant I’arrivée a Haiti de la souche pandémique B du VIH-1
depuis le Zaire en 1967, puis son introduction a New York en 1971, et ensuite sa diffusion de New
York a San Francisco en 1976 (Worobey et al., 2016). Mais le VIH-1 est également sorti d’Afrique
suite au retour de civils et de militaires cubains qui ont certainement contracté le virus pendant leur
intervention en Angola pendant les années 1970 et 1980 (Cuevas et al., 2002; Torres-Anjel, 1992). Le
sous-type B s’est ensuite rapidement répandu depuis les USA vers I'Europe, I'Asie, I'Amérique Latine

et I'’Australie (Junqueira and Almeida, 2016).
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4. Organisation génomique et structure du VIH-1

Le génome du VIH-1 est constitué en moyenne de 9700 nucléotides. Il comprend 9 génes qui codent
pour 15 protéines (Figure 22). Les génes Gag (« group specific antigens »), Pol (polymérase) et Env
(enveloppe) codent pour 3 polyprotéines qui sont ensuite protéolysées en protéines individuelles.
Les 4 protéines de Gag : matrice (MA) p17, capside (CA) p24, nucléocapside (NC) p7 et p6, ainsi que
les 2 protéines de Env: la gp120 de surface (SU) et la gp41l transmembranaire (TM) sont des
composants structurant le virion (Figure 23). Les 3 protéines provenant du gene Pol : protéase (PR)
pl12, transcriptase inverse (RT) p66/p51 et intégrase (IN) p32 ont des fonctions enzymatiques
essentielles et font aussi partie de la particule virale. Le VIH-1 encode également 6 protéines
accessoires : Vif (« virion infectivity factor »), Vpr (« viral protein r »), Nef (« negative regulatory
factor »), Vpu (« viral protein u »), Tat (« transactivator of transcription ») et Rev (« regulator of

expression of virion proteins ») dont les 3 premieres sont également retrouvées dans la particule

virale
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Figure 22 : Organisation du génome du VIH-1 et expression des génes

D’apres IMTG®, the international ImnMunoGeneTics information system®, http.//www.imqgt.org, E. Gemrot, 2008.

Les protéines accessoires sont trés importantes pour le VIH. Vif induit la dégradation par le
protéasome du facteur cellulaire de restriction APOBEC3G (« Apolipoprotein B MRNA Editing Enzyme

Catalytic Subunit 3G »). Vpr permet la localisation nucléaire du complexe de pré-intégration mais
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également I'arrét du cycle cellulaire, ainsi que la dégradation de la protéine de réparation de I’ADN
HLTF (« helicase-like transcription factor »). Nef augmente I'infectivité et la réplication virale et induit
la diminution de I'expression des molécules CD4 et du CMH | a la surface des cellules infectées. Vpu
dégrade la molécule CD4, induit la dégradation par le protéasome du facteur cellulaire de restriction
téthérine, induit la diminution de I'expression des molécules du CMH | a la surface des cellules
infectées et active également le bourgeonnement des nouveaux virions. Les protéines Tat et Rev ont
quant a elles des fonctions régulatrices, elles permettent respectivement I'augmentation de la
transcription des genes viraux et le transport des ARNm du noyau vers le cytoplasme de la cellule
hote. Le génome du VIH-1 est également bordé par deux longues régions terminales répétées (LTR)

permettant l'intégration du provirus dans le génome de la cellule cible puis sa transcription.

Le virion mature, qui comprend 2 molécules d’ARN viral, fait environ 110 nm de diamétre et
comporte en moyenne seulement 14 complexes trimériques de glycoprotéines de I'enveloppe (Zhu
et al., 2006). Il faut ajouter que la gpl120 est une protéine extrémement glycosylée (Myers and
Lenroot, 1992), ce qui empéche notamment les anticorps d’accéder aux sites antigéniques de cette
protéine (Back et al., 1994; Wei et al., 2003). Enfin, I'enveloppe du VIH étant constituée de la
membrane plasmique de la cellule hote, elle contient un grand nombre de protéines membranaires

humaines (Figure 23).
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Figure 23 : Structure du VIH-1

Modifié d’aprés wikipédia HIV ; Thomas Splettstoesser (www.scistyle.com).
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5. Cycle réplicatif du VIH-1

La Figure 24 résume les étapes du cycle réplicatif du VIH-1. Apreés liaison de la gp120 au CD4 et a son
corécepteur, la membrane du virus va fusionner avec celle de la cellule cible, permettant ainsi
I’entrée de la particule virale. Aprés décapsidation a lieu la rétrotranscription puis la formation d’un
complexe de pré-intégration (PIC). La présence de la protéine virale Vpr permet I'import de ce PIC
dans le noyau cellulaire. L'intégrase associée au PIC va ensuite permettre I'intégration du provirus
dans 'ADN de la cellule cible. Suite a leur transcription, les ARNm viraux sont exportés vers le
cytoplasme puis traduits en protéines ensuite incorporées dans une nouvelle particule virale en
formation avec deux molécules d’ARN viral, c’est I'étape dite d’assemblage. Le bourgeonnement et le
détachement du virion sont ensuite rapidement suivis de I'étape de maturation du virion médiée par
la protéase virale et permettant la création d’une particule virale infectieuse. Les différentes étapes
du cycle réplicatif du VIH-1 constituant des cibles pour les six familles de molécules utilisées dans la
thérapie antirétrovirale (ART) administrée aux patients séropositifs (en vert), ou pour des facteurs de
restriction de la cellule héte (en rouge) qui sont contrecarrés par certaines protéines virales (en

bleu), sont également identifiées sur cette figure (Barre-Sinoussi et al., 2013).
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Figure 24 : Cycle réplicatif du VIH-1

Modifié d’apres Barré-Sinoussi et al., 2013. APOBEC3G, « apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic subunit 3G » ;
NNRTIs, inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse ; NRTIs, inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase
inverse ; PIC, complexe de pré-intégration; SAMHD1, « SAM and HD domain containing deoxynucleoside triphosphate
triphosphohydrolase 1 » ; TRIM5a, « tripartite motif-containing protein 5 alpha ».
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6. Tropisme et réservoir viral

Les cellules cibles du VIH-1 sont les cellules exprimant la molécule CD4 qui est le récepteur de la
gp120. Il s’agit donc essentiellement des lymphocytes T CD4" tels que les HTL, les Treg et les TFH,
mais également des monocytes et macrophages ainsi que certaines DC. L’'entrée du VIH-1 dans sa
cellule cible nécessite également la présence d’un corécepteur. Deux corécepteurs principaux ont été
caractérisés, il s’agit des molécules CCR5 et CXCR4, également présentes a la surface des LT CD4",
monocytes/macrophages et DC . Le corécepteur CXCR4, ayant pour ligand la
chimiokine SDF-1 (« stromal cell-derived factor 1 » ou CXCL12) et la cytokine MIF (« Macrophage
migration inhibitory factor »), est exprimé par 95% des LT CD4" naifs et 44% des LT CD4" mémoires
du sang circulant. Le corécepteur CCR5, ayant pour ligand les chimiokines MIP-1a. (« macrophage
inflammatory protein 1-alpha » ou CCL3), MIP-1p (« macrophage inflammatory protein 1-beta » ou
CCL4) et RANTES (« regulated on activation, normal T cell expressed and secreted » ou CCL5), est lui
exprimé par seulement 9% des LT CD4" naifs et 35% des LT CD4* mémoires du sang circulant
. De plus, CCR5 est particulierement exprimé a la surface des LT activés

. Il a été identifié des virus utilisant le corécepteur CXCR4, infectant essentiellement des LT
CD4" (tropisme dit X4 ou « T-tropic »), d’autres utilisant le corécepteur CCR5, pouvant infecter les
macrophages (tropisme dit R5 ou « M-tropic »), et d’autres utilisant les 2 (« dual tropic »). De
maniere intéressante et non expliquée, les virus R5 sont retrouvés tout au long de I'infection alors
que les virus X4 n’apparaissent généralement qu’au stade tardif de la maladie, entrainant une

accélération de la déplétion des LT CD4" et une progression plus rapide vers le stade SIDA

Le VIH-1 infecte préférentiellement des LT CD4" mémoires . Cependant, il a
récemment été montré que le métabolisme cellulaire était un facteur conduisant a I'infection des LT
CD4" plus important que I'état de différenciation et/ou d’activation de la cellule, et que les cellules
ayant une forte activité métabolique étaient plus susceptibles a I'infection par le VIH-1
. En effet, plusieurs étapes précoces du cycle réplicatif du VIH-1 sont dépendantes de la
glycolyse. Il a été montré que I'induction de I'expression du transporteur de glucose GLUT1 médiée
par I'lL-7 était associé a la permissivité de I'infection par le VIH-1 dans les LT CD4" et les thymocytes
, pouvant ainsi expliquer lI'infection productive des cellules mémoires
quiescentes. De maniére générale, ces cellules sont infectées par le VIH-1 mais ne peuvent pas
produire de virus car I'étape de transcription inverse est bloquée par le facteur de restriction
SAMHD1 (« SAM and HD domain containing deoxynucleoside triphosphate triphosphohydrolase 1 »)
qui hydrolyse le pool intracellulaire de dNTP (désoxynucléotidetriphosphate), diminuant leur

concentration sous le seuil nécessaire a la synthése de 'ADN complémentaire
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Cependant, une faible proportion des LT CD4" mémoires quiescents a longue durée de vie vont étre
infectés par le VIH-1 et vont intégrer dans leur génome I’ADN viral (Chomont et al., 2009). Ces
cellules qui ne produisent pas de virus a I’état basal ne vont donc pas étre reconnues par les CTL. Il a
été montré chez des patients infectés par le VIH-1 que ces cellules constituaient un réservoir viral
réfractaire au traitement antiviral (Finzi et al.,, 1997). Différents sites anatomiques réservoirs
comprenant ces cellules ont été décrits comme le cerveau et le systeme nerveux central, le tractus
gastro-intestinal, les GALT (« gut-associated lymphoid tissue » ou tissus lymphoides associés au tube
digestif) et autres organes lymphoides ou encore le tractus génital (Mzingwane and Tiemessen,

2017).

Plusieurs mécanismes ont été décrits pour expliquer comment ces cellules permettent la persistance
du VIH-1 pendant la thérapie antirétrovirale (International AIDS Society Scientific Working Group on
HIV Cure et al., 2012) (Figure 25). De plus, le VIH va également se répliquer a faible niveau dans
certains sites anatomiques difficilement accessibles aux molécules antivirales comme les ganglions

lymphatiques (Fletcher et al., 2014).
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Figure 25 : Les mécanismes de persistance du VIH-1 sous traitement antirétroviral

D’apres The International AIDS Society Scientific Working Group on HIV Cure, 2012.La partie gauche montre I’établissement
d’une infection latente par le VIH dans des LT CD4" et des cellules myéloides réservoirs. L’infection de LT CD4" activés
mémoires représente certainement le mécanisme principal de I'établissement du réservoir. La plupart de ces cellules vont
mourir mais une minorité va revenir a I’état quiescent et devenir infectée de fagcon latente. La partie centrale montre le
destin de ces LT CD4” mémoires quiescents infectés de maniére latente. Ces cellules vont soit mourir lentement ou devenir
une source de nouvelles infections en se réactivant, soit persister a long terme ou proliférer par des mécanismes
homéostatiques en restant quiescentes. La partie droite montre certains mécanismes contribuant a la persistance de ces
cellules comme I'augmentation de 'expression de la molécule PD1 qui permet de maintenir I’état de quiescence et participe
a la dysfonction immunitaire observée sous traitement antirétroviral et qui réduit probablement I’efficacité d’élimination des
cellules infectées.
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Des études ont été menées afin d’estimer la vitesse de mise en place de ce réservoir viral et il a
notamment été montré chez des macaques ayant subi une infection intrarectale par le VIS que
seulement 3 jours apres l'infection, le réservoir était déja constitué (\Whitney et al., 2014). D’ailleurs,
il @ récemment été montré que le rebond viral était inévitable apres l'arrét du traitement
antirétroviral méme chez des patients infectés par le VIH-1 ayant initié ce traitement trés rapidement
apres 'infection (dans les 15 jours suivant I'infection, stade Fiebig |) et traités pendant environ 3 ans

(Colby et al., 2018).

Concernant la nature des différentes cellules constituant le réservoir, les LTy, les LTy (mémoires
transitionnels, qui se différencient des LTgy par I'expression du marqueur CD27), les LTy et les
cellules souches T CD4" mémoires récemment décrites sont les principales sources de virus réplicatif
(Kulpa D. A. and N., 2015). Lorsque ces cellules sont étudiées en fonction de leurs facteurs de
transcription, des récepteurs aux chimiokines qu’elles expriment, ainsi que des cytokines qu’elles
sécretent, les Thl7, les Treg, ainsi que les TFH représentent les cellules réservoirs du VIH-1
préférentielles chez les individus dont la charge virale est indétectable (Figure 26). En effet, chez les
patients traités n’ayant pas de charge virale plasmatique détectable, les TFH mais également les LT
CD4" exprimant la molécule PD1 ont été identifiés comme responsables de la transcription résiduelle

du VIH-1 (Banga et al., 2016).
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Figure 26 : Contribution des différentes sous-populations de LT CD4" au réservoir VIH-1

sous traitement antirétroviral

D’apreés Kulpa & Chomont, 2015.
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7. Les différentes phases de I'infection

Le mécanisme central par lequel le VIH-1 induit I'immunodéficience est donc la déplétion des LT
CD4", qui sont le maillon central de la réponse immunitaire adaptative. L'infection par le VIH-1 va se
traduire par une évolution lente, qui sans traitement se déroule en 3 phases. La Figure 27 décrit ces 3
phases ainsi que les changements observés apres l'initiation de la thérapie antirétrovirale (ART)

(Maartens et al., 2014).
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Figure 27 : Histoire naturelle de I'infection par le VIH-1 non traitée et changements observés

sous traitement antirétroviral

D’aprés Maartens et al., 2014. A. Dans I'infection par le VIH-1 non traitée, les LT CD4" du sang périphérique sont déplétés
progressivement tandis que ceux du tractus gastro-intestinal le sont rapidement. B. Lors de la réponse immunitaire anti-VIH-
1 de la phase aigué, on observe une augmentation importante des marqueurs de I'activation immunitaire, la production
d’anticorps non-neutralisants, et les réponses T CD4" et CD8" spécifiques du VIH-1 sont associées temporellement avec la
diminution de la charge virale plasmatique. C. Sous traitement antirétroviral, le taux d’ARN viral plasmatique diminue
significativement. Parallélement, le taux de LT CD4" du sang périphérique remonte au-dessus des 300 cellules /ul alors que la
récupération du taux de de LT CD4" gastro-intestinaux est limitée. D. Avec la réduction de la charge virale et des antigénes
viraux, les réponses T spécifiques du VIH-1 diminuent sous traitement antirétroviral alors que la réponse anticorps persiste
chez les patients. L’activation immunitaire diminue également mais reste élevée en comparaison avec des individus sains.
GIT, tractus gastro-intestinal ; LPS, lipopolysaccharide.
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Les premiéres semaines qui suivent I'entrée du virus dans l'organisme correspondent a la phase de
primo-infection ou phase aigué de I'infection. Quelle que soit la voie (muqueuse ou sanguine) ayant
permis la pénétration du virus dans I'organisme, ce-dernier va se localiser rapidement (environ 1
semaine) dans les ganglions lymphatiques (Pantaleo et al., 1994). La localisation du VIH-1 dans les
ganglions lymphatiques va engendrer une série d’événements caractéristiques d’une réponse
immunitaire adaptative classique (activation les LB, LT CD4", LT CD8"). Cependant, ce processus va

également contribuer a la diffusion initiale du virus.

En effet, I'activation immunitaire va générer un pool de cellules cibles pour le VIH-1 (LT CD4"). C’est
durant cette phase précoce (entre la deuxiéme et la quatrieme semaine apres lI'infection) précédant
la génération d’une réponse immunitaire anti-VIH-1 compétente que le virus va se disséminer aux
autres organes lymphoides, et notamment aux GALT. Les organes lymphoides secondaires
contiennent plus de 60% des lymphocytes du corps (Trepel, 1974) et l'intestin est I'organe qui
posséde la plus grande masse de tissu lymphoide du corps humain (Salminen et al., 2007). De plus,
les cellules mononuclées de la muqueuse intestinale expriment particulierement les deux
corécepteurs du VIH-1 (Poles et al., 2001), ce qui en fait des cibles préférentielles pour le VIH-1.
Durant la primo-infection, les LT CD4" CCR5" mémoires du tractus gastro-intestinal sont massivement
déplétés (Guadalupe et al., 2003; Mehandru et al., 2004). Les raisons pour lesquelles, quel que soit le
mode de contamination, I'infection est quasiment toujours due a un virus de type R5, ne sont pas
encore vraiment clarifiées (Moore et al., 2004). La capacité des DC a capter le VIH-1 via la molécule
DC-SIGN (« dendritic cell-specific ICAM-grabbing non-integrin ») et a le transmettre aux LT CD4"
activés exprimant particulierement CCR5 dans les organes lymphoides est une des hypotheses
évoquées pour les transmissions muqueuses (Geijtenbeek et al., 2000). Quoi qu’il en soit, la
population virale initiale est génétiguement homogéene aprés une transmission muqueuse car elle est
établie a partir d’'un unique génotype viral capable de se répliquer efficacement : le virus responsable
de l'infection initiale ou « transmitted founder virus » (T/F) (Joseph et al., 2015). La population virale

va ensuite se diversifier en phase chronique de I'infection (Figure 28).
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D’aprés Joseph et al., 2015.
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Le pic de réplication virale, mesuré par la quantité d’ARN viral dans le sang périphérique (charge
virale plasmatique), est atteint aux alentours de la troisieme semaine de l'infection

avec plusieurs millions de copies/ml. Du fait de I'action du systéme immunitaire et notamment
de la réponse lymphocytaire T CD8", la réplication virale diminue ensuite progressivement pendant
plusieurs mois. La charge virale plasmatique va alors se stabiliser (pendant plusieurs années) a un
niveau variable selon les individus et qui est prédictif du délai de progression vers le stade SIDA en
I'absence de traitement: le « viral set point ». Plus la charge virale plasmatique est élevée, plus

|'évolution vers la maladie est rapide

A cette phase initiale fait suite une phase dite asymptomatique (ou d'infection chronique) car
associée a trés peu de manifestations cliniques. Durant cette phase, qui dure une dizaine d’année en
moyenne, le systéme immunitaire est en lutte perpétuelle avec le virus et la réponse immunitaire
(détaillée plus loin) permet de limiter la réplication virale dans le sang périphérique. Cependant, la
réplication du virus continue de maniére importante dans les organes lymphoides secondaires
constituant un réservoir viral . En effet, les particules virales piégées sous
forme d’immuns complexes liés au complément par le réseau de FDC des centres germinatifs des
ganglions lymphatiques représentent une source perpétuelle d’infection pour les LT CD4" migrants
dans les organes lymphoides secondaires . Ces LT CD4" vont étre infectés
de maniére latente, permettant ainsi au VIH-1 de persister dans ces cellules et de se disséminer
malgré la surveillance immunitaire , mais également de maniére productive
en libérant du virus . D’ailleurs plus récemment, il a été montré chez des patients
virémiques, que les TFH isolés de ganglions lymphatiques étaient les cellules T CD4" supportant
majoritairement l'infection, la réplication et la production du VIH-1 . La
réplication virale persistante et I'activation immunitaire chronique entrainent la destruction
progressive des tissus lymphoides, la déplétion des LT CD4" infectés mais également I"apoptose des
LT naifs des ganglions lymphatiques De maniére
intéressante, il a été montré assez tot que la plupart des cellules mourant par apoptose dans les
ganglions lymphatiques n’étaient pas infectés de maniére productive .1l a été
montré récemment comment, contrairement aux LT CD4" infectés de maniére productive qui
meurent par apoptose médiée par la caspase-3, la majorité des LT CD4" des tissus lymphoides, qui ne
sont pas infectés de maniére productive, meurt par un mécanisme différent générant de
I'inflammation et nommé pyroptose, médié par la caspase-1 (Figure 29).
Le virion libre ne peut pas activer le mécanisme de pyroptose qui nécessite obligatoirement une

transmission du virus de cellule a cellule.
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Les LT CD4" infectés meurent donc par apoptose due au virus ou a I'action des CTL alors que les
cellules infectées de maniere non productive des tissus lymphoides vont mourir par pyroptose. Les LT
du sang périphérique non infectés, présentant un niveau élevé de marqueurs d’activation, vont

mourir par apoptose (Ameisen, 1992).
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Figure 29 : Réle de la pyroptose et de I'apoptose dans la mort des LT CD4" du tissu lymphoide

D’apreés Doitsh & Greene, 2016.

Le besoin de renouvellement important de LT CD4" va alors engendrer |’épuisement de la
lymphopoiése (Sauce et al., 2011). Ces différents mécanismes sont responsables de la déplétion
progressive des LT CD4" de I'organisme observée pendant cette phase chronique de I'infection. En
effet, le taux de lymphocytes T CD4" circulants baisse réguliérement jusqu’a arriver au seuil critique
des 200 cellules /ul de sang caractéristique du stade SIDA. De maniére intéressante, il a été montré
que la progression de la maladie était associée avec un changement de tropisme des virus circulants
(Schuitemaker et al., 1992; Verhofstede et al., 2012). En effet, les virus vont généralement évoluer en
souches X4 pouvant ainsi infecter productivement les LT CD4" naifs exprimant le corécepteur CXCR4
(Blaak et al., 2000) mais également éliminer les cellules non infectées productivement par apoptose

et/ou pyroptose (Doitsh et al., 2010; Jekle et al., 2003; Lelievre et al., 2004).
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Au stade SIDA, la charge virale augmente de nouveau dans le plasma jusqu’a des niveaux proches de
ceux observés dans les ganglions lymphatiques . En effet, suite a la
destruction de I'architecture des ganglions lymphatiques, I'induction et/ou le maintien de réponses
immunitaires effectrices n’est plus possible. Le virus produit par les cellules infectées augmente et se
répand dans la circulation sanguine. La lymphopénie T CD4" aboutit a un état d'immunodépression
principalement cellulaire, mais également humoral. Ceci conduit a une susceptibilité accrue a la
réactivation de pathogenes intracellulaires ayant déja infecté l'individu et persistant de maniere
latente comme la tuberculose, la toxoplasmose ou le CMV. Le risque de tumeurs viro-induites
comme le Sarcome de Kaposi ou le lymphome a EBV est également élevé. Les infections dites
opportunistes comme la pneumocystose apparaissent, entrainant la mort de l'individu. La survie

moyenne au stade SIDA est de 2 a 3 ans.

L'initiation d’un traitement antirétroviral composé de différentes molécules capables de bloquer le
cycle viral du VIH-1 a plusieurs étapes (Figure 24) permet une diminution trés importante de la
charge virale plasmatique jusqu’a son indétectabilité (Figure 27). Cependant, il a été montré que
méme sous ART le VIH-1 continuait a se répliquer et a reconstituer le réservoir du tissu lymphoide

. D’ailleurs, si le taux de LT CD4" du sang périphérique remonte bien
au-dessus des 300 cellules /ul sous traitement, la récupération du taux de de LT CD4" gastro-
intestinaux est limitée. Avec la réduction de la charge virale et des antigenes viraux, les réponses T
spécifiques du VIH-1 diminuent alors que la réponse anticorps persiste chez les patients. L’activation

immunitaire diminue également mais reste élevée en comparaison avec des individus sains.

8. L’activation chronique induite par I'infection

Une des caractéristiques de l'infection par le VIH-1 est I'induction d’une activation immunitaire
chronique (Figure 30). Celle-ci est déclenchée par plusieurs événements. Dés la pénétration du VIH-1
dans I'organisme, les cellules de I'immunité innée s’activent et induisent la sécrétion d’'une multitude
de cytokines et chimiokines pour lutter contre I'infection : c’est I'orage cytokinique

. On observe notamment la présence d’'IP10 (« interferon-inducible protein 10 »), d’IL-15, de
TNFa et d’'IFNa. Certaines protéines virales vont également directement participer a I'activation du
systeme immunitaire . La déplétion préférentielle des LT CD4" du tractus gastro-
intestinal pendant toutes les phases de I'infection par le VIH-1 va entrainer
une perturbation de I'homéostasie de l'intestin se traduisant par une translocation bactérienne
participant a I'activation immunitaire systémique chronique

. Le fait que le VIH-1 ne soit jamais totalement éliminé de I’organisme va engendrer une
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activation chronique au niveau des tissus lymphoides qui vont étre détruits (Pantaleo and Fauci,
1996; Zeng et al., 2012) mais également une activation au niveau systémique. L'étude du phénotype
des LT des patients infectés par le VIH-1 a montré trés tot une association entre I'augmentation des
marqueurs d’activation HLA-DR et CD38 sur les LT CD8" et la chute du nombre de LT CD4" et le
développement du SIDA (Giorgi and Detels, 1989). Plus tard cette relation a été renforcée et il a été
montré que le niveau d’activation des LT CD8", mesuré par le niveau d’expression de la molécule
CD38 a la fin de la phase aigué de I'infection, prédisait la vitesse a laquelle les LT CD4" allaient étre
déplétés dans le temps (Deeks et al., 2004). Cette activation chronique des LT va avoir des

conséquences sur les réponses immunitaires dont nous discuterons plus loin (Moir et al., 2011).

Infection par le VIH-1

\ v

Réplication du VIH-1 Translocation microbienne Réponses immunitaires
et protéines virales Dans les GALT contre I'infection par le VIH-1

[ ‘ 1
Stimulation des cellules de
I'immunité innée et adaptative

Sécrétion de cytokines pro-inflammatoires,
augmentation du renouvellement cellulaire et
épuisement

]

———— Activation immunitaire chronique  e———

4

Accroissement de la réplication du VIH-1 et
destruction du systéme immunitaire

Figure 30 : Facteurs associés a I’activation immunitaire induite par le VIH-1

Modifié d’aprés Moir et al., 2011.
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Cette activation chronique associée a une inflammation systémique peut étre mesurée par plusieurs
marqueurs plasmatiques. Il a notamment été montré que la CRP (protéine C-réactive) et I'lL-6
(marqueurs d’inflammation), les D-diméres (marqueur de coagulation) ainsi que I'acide hyaluronique
(marqueur de fibrose tissulaire) étaient associés a un risque élevé de SIDA ou de mort chez des

patients non traités

Malgré la mise sous ART, I'activation et I'inflammation systémique persistent en partie chez les
patients infectés par le VIH-1 . D’ailleurs, il a été montré que les niveaux de
marqueurs d’intégrité de la barriere épithéliale de I'intestin («intestinal fatty acid binding protein »
ou IFABP et zonuline-1), de [lactivation immunitaire innée (CD14 soluble, ratio
Kynurénine/tryptophane), de I'inflammation (TNFa et CRP) et de la coagulation (D-dimeéres) étaient
prédictifs de la mortalité chez les patients infectés par le VIH-1 sous traitement antirétroviral

. De plus, la persistance de taux élevés de cytokines pro-inflammatoires va engendrer un
vieillissement viscéral accéléré (ostéoporose, athérosclérose, troubles cognitifs..) nommé

« inflammaging »

9. Profils particuliers

Les conséquences d’une exposition au VIH-1 ne sont pas les mémes pour tout le monde. Certaines
personnes hautement exposées au virus ne vont pas s’infecter, il s’agit des HESN (« highly exposed
seronegative subjects ») . Parmi les personnes qui vont contracter le virus, 70 a
80% des individus développent un SIDA 6 a 10 ans aprés le début de I'infection alors que 10 a 15%,
les progresseurs rapides (RP ou « rapid progressor »), vont évoluer en 2-3 ans vers le stade SIDA

. Enfin, d’autres ne vont pas progresser vers la maladie. Cette catégorie de
personne est divisée en 2 groupes : les non progresseurs a long terme (LTNP ou « long-term non
progressors ») qui sont caractérisés par une charge virale détectable et un taux de LT CD4" >500
cellules/pl, et les contréleurs chez qui le virus est bien contrélé avec une charge virale <50 copies/ml
(EC ou « elite controlers »). Les LTNP représentent globalement 2% a 15% des patients infectés par le
VIH-1 alors que les EC en représentent moins de 1% . Ces différents groupes sont
étudiés afin d’essayer de comprendre les mécanismes permettant de se protéger de I'infection ou
d’évoluer vers la maladie. Ces mécanismes peuvent impliquer des facteurs génétiques, virologiques,

ou encore immunologiques qui peuvent interagir.

Chez les HESN, 'homozygotie pour la délétion d’une région de 32 paires de bases du gene codant
pour le corécepteur CCR5 (CCR5A32) empéchant lI'infection des cellules par le VIH-1 a été identifiée

. Au sein des HESN, des réponses innées et adaptatives (anticorps, T CD4" et
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CD8") spécifiques du VIH-1 ont été retrouvées (Miyazawa et al., 2009). De plus, I'activité NK des HESN
a été identifiée comme un corrélat de résistance a l'infection par le VIH-1 (Tomescu et al., 2011).
Enfin, il a été montré que la résistance a l'infection par le VIH-1 au niveau du tractus génital féminin
était certainement associée a la capacité de I’'h6te a générer une forte réponse innée et spécifique du
virus tout en maintenant de faibles niveaux d’inflammation et une quantité de cellules cibles limitée

(Poudrier et al., 2012).

Chez les RP, des virus ayant des mutations les rendant particulierement virulents ont été identifiés

(Mori et al., 2015).

Chez les LTNP et les EC, I'hétérozygotie pour la délétion CCR5A32 a été identifiée (Dean et al., 1996).
De plus, un polymorphisme dans les genes CCR2 (autre corécepteur mineur pour le VIH-1) et SDF-1
(ligand du corécepteur CXCR4) a également été associé a une progression retardée vers la maladie
(Smith et al., 1997; Winkler et al., 1998). Une association entre la présence de certains alléles des
molécules HLA de classe | comme HLA B*57 et B*27 et le contréle de la charge virale a notamment
été observée (Carrington and O'Brien, 2003). La présence de virus faiblement réplicatifs a également
été mis en évidence (Casado et al., 2018; Deacon et al., 1995; Miura et al., 2010). Enfin récemment, il
a été observé que les EC avaient un faible niveau d’inflammation dans le sang associé a de fortes
réponses immunitaires (Hocini et al., 2019). Les réponses immunitaires des patients LTNP et EC

seront détaillées dans le paragraphe suivant.

Il. Réponses immunitaires anti-VIH-1

Les réponses immunitaires anti-VIH-1 sont étudiées dans différentes cohortes de patients infectés
par le VIH-1, traités ou non par thérapie antirétrovirale, dont les RP, les LTNP et les EC. Ces réponses
sont également étudiées chez les HESN ainsi que les individus participant a des essais vaccinaux
prophylactiques ou thérapeutiques anti-VIH-1 (cela sera I'objet de la troisieme partie de cette
introduction). De plus, plusieurs avancées majeures dans la compréhension de ces réponses ont été
possibles grace a I'utilisation de modeles de primates non humains infectés par le VIS. En effet,
I'infection de macaques par le VIS conduit a une maladie trés similaire au SIDA chez 'homme.
Plusieurs souches différentes de VIS sont utilisées pour I'infection des singes et un virus chimérique
comprenant le géne de I'enveloppe du VIH et les autres génes du VIS (SHIV) a également été

construit afin de mimer 'infection humaine.
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De maniére intéressante, a l'aide de différents tests de laboratoire, I'étude de la réponse
immunitaire anti-VIH dans les phases précoces de I'infection a permis de classifier la primo-infection
en différentes phases. Il s’agit de la classification de Fiebig (Fiebig et al., 2003) (Figure 31). Cette
classification permet de faciliter le diagnostic d’'une infection récente et la stratification de patients
dans des essais cliniques, afin de pouvoir étudier dans le détail les réponses immunitaires anti-VIH-1

en phase aigué de l'infection (Cohen et al., 2011).
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Figure 31 : Stades de la primo-infection selon la classification de Fiebig

Modifié d’aprés Fiebig et al., 2003 et Cohen et al., 2011. IC, intervalle de confiance.

1. La réponse immunitaire innée

La réponse immunitaire innée anti-VIH-1 est caractérisée par un orage cytokinique détecté avant le
pic de réplication virale (Stacey et al., 2009), et qui est certainement en partie responsable des
conséquences immunopathologiques discutées précédemment. Nous allons maintenant nous

attarder sur le role des cellules impliquées dans I'immunité innée anti-VIH-1.
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i. Les CPA

Les neutrophiles, qui sont déplétés par apoptose chez les patients infectés par le VIH-1, sont
impliqués dans les réponses innées anti-VIH-1 mais peuvent également transmettre le virus aux LT

CD4" (Yaseen et al., 2017).

Les monocytes/macrophages vont s’activer suite a la translocation bactérienne et vont sécréter le
soluble CD14 mais également des cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6, TNF) (Sandler and Douek,
2012). Ces cellules, qui sont impliquées dans la réponse innée mais également dans I'induction de la

réponse adaptative anti-VIH-1 vont également étre infectées et transmettre le virus aux LT CD4".

Le role des DC dans l'infection par le VIH-1 est paradoxal : ces cellules vont permettre I'induction de
la réponse adaptative anti-VIH-1 mais en méme temps elles vont permettre I'infection des LT CD4".
Il @ été montré par exemple que les DC pouvaient capter le VIH-1 via la molécule DC-SIGN et le
transmettre aux LT CD4" activés exprimant particulierement CCR5 dans les organes lymphoides
secondaires (Geijtenbeek et al., 2000). De plus, méme si la réplication du VIH-1 est moins productive
dans les DC que dans les LT CD4", les différents types de DC peuvent étre infectés par le VIH-1 (\Wu
and KewalRamani, 2006). D’'une maniere générale, les DC provenant de patients infectés par le VIH
sont moins efficaces que ceux provenant de volontaires sains pour activer les LT. Il a été montré in
vitro que la maturation des DC de patients infectés par le VIH-1 était bloquée, perturbant ainsi la
présentation antigénique et induisant la sécrétion de la cytokine régulatrice IL-10 (Granelli-Piperno et
al., 2004). Il a également été montré que le VIH-1 perturbait la génération des réponses adaptatives
en diminuant l'autophagie dans les DC (Blanchet et al., 2010). De plus, il a été observé une
augmentation de I'expression de la molécule PD-L1 (B7-H1) a la surface des mDC de patients infectés
par le VIH-1 progressant vers le stade SIDA (\Wang et al., 2008), cette hausse d’expression de PD-L1

étant induite par la protéine Tat (Planes et al., 2014).

Sachant que la sécrétion d’IFN de type | par les pDC est une caractéristique générale de la réponse
innée antivirale, démontrée in vitro dans le cas de l'infection par le VIH-1 (Fonteneau et al., 2004), il
est important de noter que les virus transmis par voie muqueuse et responsables de l'infection
(« transmitted/founder virus », T/F) ont la particularité d’étre résistant aux IFN de type | (lyer et al.,

2017).

ii. Les NK

Comme nous l'avons vu précédemment, les NK sont des cellules de I'immunité innée ayant

également des caractéristiques de I'immunité adaptative. Ces cellules ont un role important tant
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dans la réponse innée que dans la réponse adaptative anti-VIH-1. En effet, ces cellules sécretent des
cytokines ainsi que des chimiokines et lysent les cellules infectées par le virus. Ces deux activités sont
augmentées en présence d’anticorps non-neutralisants spécifiques du VIH-1 car les NK expriment a
leur surface le récepteur FcyRIIIA (CD16) qui se lie au fragment constant des IgG, permettant

notamment I’ADCC.

Chez les HESN, I'association génotypique et fonctionnelle entre I'augmentation de I'activité NK et la

résistance a I'infection par le VIH-1 a été démontrée dans plusieurs études (Tomescu et al., 2011).

Concernant la phase aigué de l'infection par le VIH-1, il a été montré que des NK exprimant NKG2C et
ayant un phénotype « mémoire » participaient au contréle de la charge virale (Gondois-Rey et al.,

2017).

Lors de la phase chronique de l'infection par le VIH-1, plusieurs observations ont été faites. Tout
d’abord il a été montré que les NK avaient la capacité de sécréter les chimiokines MIP-1a, MIP-1f et
RANTES permettant d’inhiber la réplication du VIH-1 in vitro (Oliva et al., 1998). Dans le modele
macaque infecté par VIS, il a été montré que I'lIFNy et le TNFa sécrétés par des NK spécifiques de la
protéine Gag étaient associés au contréle de la progression de la maladie (Vargas-Inchaustegui et al.,
2012). De maniere intéressante, il a également été montré chez des patients infectés par le VIH-1 en
phase chronique que I'étendue des réponses ADCC médiées par les NK IFNy" CD107a" était associée
au statut de LTNP (Wren et al., 2013) ou encore que la présence de NK CD8" polyfonctionnels était
associée a une progression plus lente vers la maladie (Ahmad et al., 2014). Enfin, des études de
génétique effectuées sur différentes populations ont montré un role des NK exprimant les récepteurs

KIR dans le contréle de la réplication virale et la progression dans la maladie (Jost and Altfeld, 2013).

Cependant, I'activité antivirale des cellules NK est limitée par la sélection de polymorphismes de
séquences du VIH-1 favorisant la liaison a des récepteurs KIR inhibiteurs (Alter et al., 2011). De plus, il
a été montré que l'infection par le VIH-1 entrainait une dérégulation des sous-populations de NK se
traduisant par I"apparition de sous-populations a I’activité fonctionnelle (mesurée par le marqueur de

dégranulation CD107a) réduite (Alter et al., 2005).

iii. Les autres cellules de 'immunité innée

Parmi les autres cellules impliquées dans I'immunité innée, les NKT sont généralement déplétées au

cours de I'année suivant I'infection par le VIH-1 (van der Vliet et al., 2002).
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2. La réponse immunitaire adaptative
i. La réponse humorale

a. Cinétique d’apparition des anticorps

Les premieres réponses humorales dirigées contre le VIH-1 apparaissent dans les 2 premiéres
semaines de l'infection, tout d’abord sous forme d’'immuns complexes puis sous la forme d’IgM et
d’lgG dirigées contre la protéine gp41 du virus (Tomaras et al., 2008) (Figure 32). Il semblerait que les
IgG anti-gp41 proviennent du recrutement de LB mémoires spécifiques d’antigenes du microbiome
intestinal qui cross-réagissent avec des antigenes de la gp41 du VIH-1 (Trama et al., 2014). Toutefois,
ces premiéres réponses anticorps ne semblent pas avoir d’effet sur le controle de la charge virale au
cours de la primo-infection (Tomaras et al., 2008). Viendront ensuite les anticorps dirigés contre les
protéines p24 et p55 de Gag, utilisés pour le diagnostic de I'infection, aprés 3 semaines d’infection.
Les premiers anticorps dirigés contre la protéine gp120 n’apparaitront quant a eux qu’apres 28 jours
d’infection en moyenne, d’abord sous forme d’anticorps spécifiques dirigés contre la boucle
hypervariable V3, puis contre le site de liaison au CD4. Bien que plus rares, des anticorps dirigés
contre la région MPER « membrane-proximal external region » de la gp4l peuvent également
apparaitre plus tardivement aprés 5 a 10 semaines d’infection (Butler et al., 2019). Méme si les
anticorps sécrétés en primo-infection ne sont pas neutralisants, ils contribuent a I'activité antivirale
en induisant des fonctions effectrices des cellules de I'immunité innée, comme I’ADCC médiée par les

NK (Forthal et al., 2001).

Acute infection Chronic Infection
ADCC Abs MPER IgG

V3 gp120 IgG autologous virus nAbs

__Neutralization breadth

HIV progessors

Gag IgG

Viral load

gp41 IgG functional Ab activity

gp41 IgM HIV controllers

N/

Time post infection

Figure 32 : Chronologie de 'immunité humorale anti-VIH-1

D’apreés Butler et al., 2019.
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b. Les anticorps neutralisants

Les anticorps neutralisants spécifiques de la souche de VIH-1 autologue infectant I'individu
apparaissent plusieurs mois apres l'infection , marquant la transition en phase
chronique. Le virus mute rapidement en réponse a la pression immunitaire exercée par ces anticorps
neutralisants et en retour, de nouveaux anticorps neutralisants sont générés par I'individu vis-a-vis
de la nouvelle souche autologue . Ce cercle vicieux, ou le virus a toujours
«un coup davance » sur la réponse immunitaire humorale, continue pendant toute la phase
chronique de l'infection. Méme si une réponse anticorps neutralisante spécifique du VIH-1 se
développe chez le sujet infecté, elle n’est pas optimale, et cela pour plusieurs raisons :

- La faible densité de complexes trimériques de glycoprotéines de I'enveloppe du VIH-1

, et surtout leur espacement ne permet pas aux IgG de pouvoir fixer leurs deux Fab sur

des épitopes simultanément, réduisant ainsi I'avidité des anticorps dirigés contre I'enveloppe du
VIH-1 et les rendant plus vulnérables aux mutations du virus diminuant I’affinité de la liaison épitope-
paratope ,

- La faible densité de complexes trimériques de glycoprotéines de I'enveloppe combinée au
fait que I'enveloppe du VIH-1 provient de la membrane plasmique de sa cellule hote va possiblement
favoriser I'induction d’anticorps auto-réactifs qui seront éliminés mais vont freiner I'induction d’une

réponse anticorps dirigée contre I'enveloppe du VIH-1

- La gpl20 est une protéine extrémement glycosylée, ce qui va empécher les anticorps
d’accéder aux sites antigéniques de cette protéine ,

- Les épitopes de la gpl20 situés au niveau des sites de liaison aux récepteurs sont
naturellement masqués par la conformation du complexe trimérique de la glycoprotéine de
I’enveloppe ,

- L’activation immunitaire chronique induite par I'infection ainsi que la réplication continuelle
du VIH-1 entrainent la destruction de I'architecture des ganglions lymphatiques et une dysfonction
des LB . De maniere intéressante, il a été montré que l'initiation du traitement
antirétroviral pendant la phase aigué de l'infection permettait de préserver la fonctionnalité des TFH

et des LB spécifiques du VIH-1 au niveau de la muqueuse intestinale

Apreés plusieurs années d’infection, environ 30% des individus arrivent tout de méme a générer des
anticorps neutralisants a large spectre (bNAbs) vis-a-vis de certaines souches hétérologues

. Cependant, les bNAbs capables de neutraliser la majorité des souches provenant de
différents sous-types du VIH-1 du groupe M, n’apparaissent eux que chez 1% des patients infectés

par le VIH-1. Ces patients sont appelés « elite neutralizers » . Les bNAbs ont la
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particularité de posséder de nombreuses mutations somatiques, un long CDR3 sur la chaine lourde,
et une auto-réactivité importante (Mascola and Haynes, 2013). La présence de bNAbs a été corrélée
a la quantité d’ARN viral circulant (Sajadi et al., 2011), démontrant ainsi que le VIH-1 arrive a

contourner efficacement I'immunité humorale mise en place par I'individu.

Si la présence de bNAbs ne semble pas avantageuse dans le contréle de la maladie chez des patients
infectés par le VIH-1, I'induction de ce type d’anticorps est recherchée en vaccination prophylactique.
En effet, un vaccin capable d’induire des bNAbs pourrait certainement protéger la population d’'une
infection par le VIH-1. De ce fait, la recherche concernant ces anticorps est trés active et de
nombreux bNAbs ciblant différentes régions de la protéine d’enveloppe du VIH-1 ont maintenant été

isolés et caractérisés (Mouquet, 2014) (Figure 33).
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Figure 33 : Sites de vulnérabilité de I’enveloppe du VIH-1 ciblés par les principaux bNAbs identifiés

D’aprés Mouquet, 2014.

66



Introduction — Deuxieme partie : Physiopathologie et immunopathologie de I'infection par le VIH

c. Les anticorps non-neutralisants

Dés 1987, I'activité ADCC a été observée chez des patients infectés par le VIH-1 (Rook et al., 1987). Il
y a maintenant plus de 20 ans, il a été montré que I'activité ADCC anti-gp120 était inversement
corrélée avec la progression vers le stade SIDA chez des patients infectés par le VIH-1 (Baum et al,,
1996). Contrairement aux bNAbs, dont I'activité n’est pas retrouvée de maniére importante chez les
EC (Doria-Rose et al., 2009), la présence d’anticorps non-neutralisants associés a une forte réponse
ADCC a été observée pendant la phase chronique de l'infection chez les EC (Kulkarni et al., 2017;
Lambotte et al., 2013; Madhavi et al., 2017). Il faut savoir que 'ADCC n’est pas la seule fonction
effectrice de I'immunité innée induite de maniere importante chez les EC. En effet, contrairement
aux progresseurs, les EC sont capables de générer des anticorps polyfonctionnels doués de fonctions
ADCC, ADCP et ADCD (Ackerman et al., 2016). De maniére intéressante, il a été montré que la
glycosylation des anticorps spécifiques du VIH-1 était biaisée chez les EC de maniére a augmenter la
fonction effectrice de ces anticorps (Ackerman et al., 2013). En outre, il a récemment été montré que

certains bNAbs pouvaient également avoir une activité ADCC (Bruel et al., 2016).

D’autres protéines que I'enveloppe du VIH-1 peuvent étre la cible d’anticorps ayant des fonctions
médiées par leur fragment Fc. Ainsi I'activité ADCC anti-Vpu a été inversement corrélée avec la
progression de la maladie (Wren et al., 2013). Il a également été montré récemment que la présence
d’anticorps IgG1 dirigés contre la protéine Gag p24 du VIH-1 ayant des fonctions ADCC et ADCP était
associée a un contrble de la charge virale en phase chronique de l'infection (Chung et al., 2018).
L'induction de ce type d’anticorps, en plus de ceux générant une activité neutralisante a large

spectre, est donc fortement souhaitable pour un vaccin contre le VIH-1.

d. Les lgA

Le réle des IgA, qui sont retrouvés dans le sérum principalement sous forme monomérique et au
niveau des muqueuses essentiellement sous forme dimérique, est difficile a évaluer dans I'infection
par le VIH-1 (Lopez et al., 2018). Malgré une augmentation rapide du niveau des IgA totales dans le
sérum apres l'infection par le VIH-1, la réponse IgA spécifique du VIH-1 est faible comparativement a
la réponse IgG. Cependant, des IgA spécifiques du site de liaison au CD4 capables de neutraliser des
souches de différents sous-types du VIH-1 ont été retrouvées dans le plasma de LTNP (Planque et al,,
2010). Chez les HESN, la présence d’IgA au niveau muqueux et/ou systémique a été observée dans
certaines études mais pas dans d’autres (Miyazawa et al., 2009; Tomescu et al., 2011). La présence
d’IgA spécifiques du VIH-1 au niveau muqueux pourrait alors représenter un corrélat d’exposition

plutét qu’un mécanisme de protection (Lopez et al., 2018).
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ii. La réponse T CD4*

a. Réponse proliférative et cytokinique pendant la primo-infection

Le fait que les LT CD4" soient la cible du VIH-1 empéche de maniére générale I'induction d’une forte
réponse T CD4" spécifique du virus pendant la primo-infection (Musey et al., 1999) et donc plus
généralement d’une réponse adaptative optimale, d’autant plus que les LT CD4" spécifiques du VIH-1
ont été identifiés comme une cible préférentielle du VIH-1 (Douek et al., 2002). Ainsi il a été montré
gue les patients virémiques perdaient leurs LT¢y produisant exclusivement de I'lL-2 et que leur LTgy
sécrétant normalement de I'IFNy et de I'lL-2 ne produisaient plus I'IL-2, probablement en
conséquence a la réplication persistance du VIH-1 (Younes et al., 2003). Cependant, il a été montré
que l'induction de réponses T CD4" spécifiques de Gag lors de la primo-infection était associée a un

meilleur contréle de la réplication virale (Gloster et al., 2004; Schieffer et al., 2014).

b. Réponse proliférative et cytokinique pendant la phase chronique

En phase chronique, des LT CD4" spécifiques de la protéine Gag du VIH-1 et sécrétant de I'lFNy, du
TNFa, de I'lL-2 mais pas d’IL-4 ni d’IL-13 sont détectés chez les patients infectés par le VIH-1 (Pitcher
et al.,, 1999). Cependant, la perte de la capacité a sécréter de I'lL-2 par les LT CD4" spécifiques de la
protéine Gag p24 du VIH-1 a été corrélée avec la charge virale plasmatique (Harari et al., 2004), cette
détérioration fonctionnelle étant associée a I'expression des « immune checkpoint » PD1 (D’Souza et
al., 2007) et CTLA-4 (Kaufmann et al., 2007) sur les LT CD4". La perte de cette capacité a sécréter de
I'IL-2 est trés importante car cette cytokine est associée aux capacités prolifératives des LT. Il a
notamment été montré que la perte de la capacité des LT CD4" & sécréter de I'IL-2 était responsable
des défauts fonctionnels des LT CD8" lors de la phase chronique de linfection (Lichterfeld et al.,
2004). Il a également été montré dans le modéle macaque infecté par VIS, que I'lL-2 sécrétée par des
LT CD4" spécifiques de la protéine Gag permettait I'activation de NK sécrétant de I'lFNy et du TNFa
associés au contrdle de la progression de la maladie (Vargas-Inchaustegui et al., 2012). De maniere
intéressante, il a également été montré que les TFH, qui sont massivement infectés par le VIH-1 dans
les ganglions lymphatiques (Perreau et al., 2013), étaient incapables d’apporter I'aide nécessaire aux
LB dans les centres germinatifs, pouvant ainsi contribuer a la relative incapacité des patients infectés

par le VIH-1 a générer des anticorps neutralisants a large spectre (bNAbs) (Cubas et al., 2013).
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Néanmoins, des 1994, la présence de réponses prolifératives dirigées contre la protéine Gag p24 du
VIH-1 a été associée a une absence de la baisse du nombre de cellules CD4" circulantes chez des
patients infectés par le VIH-1 en phase asymptomatique . De plus, il a été
observé il y a maintenant plus de 20 ans que la présence de fortes réponses prolifératives T CD4"
dirigées contre la protéine Gag p24 était associée a un contréle de la charge virale chez des patients
infectés par le VIH-1 . En outre, il a été montré dans des cohortes de LTNP
que la présence et la persistance de ces réponses était prédictive du maintien du statut de non-
progresseur . Alors que I'étendue et I'intensité des réponses
T CD4" dirigées contre Gag sont associées a des niveaux plus faible de virémie, le contraire est
observé concernant les réponses dirigées contre la protéine Env

Cependant, Gag n’est pas la seule protéine du VIH-1 ciblée par les LT CD4" et importante pour le
contrdle de la réplication virale. En effet, des réponses T CD4" prolifératives et cytokiniques
(sécrétion d’IFNy) spécifiques de la protéine Nef du VIH-1 ont également été associées a la non

progression de I'infection

Si I'intensité et I'étendue des réponses T CD4" spécifiques du VIH-1 sont des caractéristiques
importantes, la qualité de ces réponses |'est tout autant. Cela a été prouvé en observant les réponses
T CD4" retrouvées chez les patients EC. En effet, il a été montré que ces patients préservaient leur
population Ty et possédaient des Tey capables de sécréter de I'lIFNy et de I'lL-2
Chez ces patients, la présence de LT CD4" capables de produire de I'lL-21, cytokine potentiellement
impliquée dans le maintien des capacités fonctionnelles des LT CD8" dans les infections chroniques
, a également été observée . De plus, il a été montré que
certains EC possédaient des LT CD4" spécifiques de Gag présentant un TCR ayant une forte avidité
vis-a-vis de certains complexes CMH/peptide, leur permettant ainsi de maintenir une réponse T CD4"
efficace méme en présence d’une faible charge virale . En effet, ces clonotypes
de TCR (séquences nucléotidiques uniques générées durant le processus de réarrangement des
génes de ce récepteur) conférent une restriction par différentes molécules HLA de classe Il, une
haute sensibilité a I'antigéne, et une polyfonctionnalité (c’est-a-dire ayant une capacité a sécréter de

multiples cytokines et chimiokines) aux LT CD4", leur permettant certainement ainsi de générer une

réponse efficace
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c. Réponse proliférative et cytokinigue sous ART

Les premiéres études des réponses T CD4" sous ART ont été réalisées aprés une mise sous traitement
des patients en phase chronique de l'infection. Il a alors été montré une diminution de ces réponses
par rapport aux patients non traités . De maniére intéressante, il a tout de méme
été observé qu’apres une longue période sous ART (10 ans), des patients ayant commencé leur
traitement antirétroviral en phase chronique pouvait présenter des réponses prolifératives
comparables a celles de patients EC . Par contre, l'intérét de linitiation du
traitement antirétroviral pendant la primo-infection a clairement été démontré par I'observation
d’une fréquence plus importante de réponses T CD4" prolifératives vis-a-vis de la protéine Gag p24
comparée a un traitement initié en phase chronique . Une étude
récente a également montré qu’aprées environ 1 mois de traitement antirétroviral initié pendant la
phase hyper-aigué de l'infection (stades Fiebig I-Il = 10 a 22 jours aprés le début de I'infection) des
fréquences importantes de LT CD4" spécifiques du VIH-1 sécrétant de I'IFNy pouvaient étre détectées
. Enfin, I’étude de la cohorte VISCONTI ou contrdleurs aprés traitement (« post-
treatment controllers », PTC), composée de patients infectés par le VIH-1 ayant initié un traitement
antirétroviral dans les 10 semaines suivant l'infection, I'ayant suivi pendant une durée d’environ 3
ans avant de l'arréter pendant plus de 7 ans tout en contrélant leur charge virale
, a montré que ces patients avaient une fréquence de réponses T CD4" spécifiques du VIH-1

similaire a celle de LTNP ou de patients sous traitement antirétroviral initié en primo-infection

d. Réponse cytotoxique

La présence de LT CD4" cytotoxiques a été observée chez des patients infectés par le VIH-1 en phase
aigué et chronique de l'infection . Il a été montré que la
présence de ces cellules participait au contrdéle de la virémie en primo-infection
. De plus, il a été montré que I'expansion de LT CD4" cytotoxiques spécifiques de la protéine
Gag et produisant de I'lIFNy et du Granzyme A lors la phase aigué de I'infection par le VIH-1 était
associée a une progression plus lente de la maladie . De maniere intéressante,
des LT CD4" cytotoxiques spécifiques d’un épitope de la protéine Nef capables d’inhiber la réplication
du VIH-1 in vitro ont été détectés chez plusieurs patients en phase chronique de I'infection
. Récemment, il a également été montré in vitro que les clonotypes de TCR de haute affinité
présents chez les EC conféraient un potentiel cytotoxique aux LT CD4', leur permettant ainsi

d’inhiber la réplication du VIH-1
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e. Réponse chimiokinigue

Enfin, il n"est pas exclu que les chimiokines sécrétées LT CD4" spécifiques ou non du VIH-1 aient
également un role dans le contréle de la réplication virale du VIH-1 in vivo. En effet, des LT CD4"
spécifiques du VIH-1 sécrétant les chimiokines MIP-1a, MIP-13 et RANTES, ligands du corécepteur
CCR5 et donc susceptibles d’empécher I'infection par les souches R5 du VIH-1, ont été retrouvés chez
des HESN . De méme, il a été observé in vitro que des LT CD4" provenant de LTNP
mais pas de patients au stade SIDA étaient capables de produire ces cytokines
Dans un modeéle in vitro mimant une réponse primaire, il a également été montré que des LT CD4"
pouvaient sécréter la chimiokine MDC (« macrophage-derived cytokine » ou CCL22), ligand du
corécepteur CXCR4 du VIH-1, en plus des chimiokines MIP-1a, MIP-1f3 et RANTES

. Dans ces différentes études, les chimiokines sécrétées étaient capables d’inhiber in vitro une

infection par des souches R5 (MIP-1ca, MIP-1[3 et RANTES) ou X4 (MDC) du VIH-1.

Malgré le fait que les LT CD4" soient la cible du VIH-1 et des CTL, des réponses T CD4" sont générées
par les patients infectés par le VIH-1, et particulierement chez les LTNP et les EC. Ces réponses
semblent importantes dans le contréle du virus (Tableau 2). Par ailleurs, il faut également noter
gu’une association entre certaines molécules HLA de classe Il et le niveau de réplication du VIH-1 a
été observée . Enfin, des réponses T CD4" spécifiques du VIH-1 ont
également été retrouvées chez des HESN . Dans la
qguéte d’un vaccin contre le VIH-1, 'ensemble de ces données concourent a penser qu’un vaccin

efficace devra permettre I'induction de telles réponses.

Corrélats Auteurs
Gloster et al., 2004 ; Schieffer et al., 2014 ;
LT CD4" ciblant la protéine Gag Rosenberg et al., 1997 ; Pontesilli et al., 1999 ;
Dyer et al., 2008
LT CD4" ciblant la protéine Nef Pancré et al., 2007
LTcwm et LTey sécrétant IFNy et IL-2 Potter et al., 2007

LT CD4" ayant un TCR de forte avidité Vingert et al., 2010

Johnson et al., 2015 ; Soghoian et al., 2012 ;
Zheng et al., 2009

LT CD4" sécrétant des chimiokines Saha et al., 1998

LT CD4" ayant une fonction cytotoxique

Tableau 2 : Principaux corrélats de contréle de la réplication virale par les LT CD4" anti-VIH-1
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iii. La réponse T CD8’

a. Importance démontrée dans le modeéle macaque

La démonstration de I'implication des LT CD8" dans le contrdle de la charge virale a été réalisée par
des expériences de déplétion de cette population cellulaire dans le modele macaque. La premiéere
expérience de ce type a été réalisée en primo-infection, aprés une infection intraveineuse par un
SHIV . Aprées administration d’un anticorps monoclonal anti-CD8, une déplétion
transitoire des LT CD8" est observée aussi bien dans le sang périphérique que les tissus lymphoides.
Dans le méme temps, les niveaux de charge virale plasmatique (ARN) et de virus associé aux cellules
(ADN) augmentent dans le sang périphérique et les tissus lymphoides, entrainant une baisse du taux
de LT CD4". l’année suivante, deux autres études de déplétions de LT CD8" réalisées en phase aigué
ou en phase chronique d’une infection VIS par voie intraveineuse ou muqueuse chez le macaque sont
publiées, montrant également une hausse de la charge virale plasmatique concomitante a la
déplétion des LT CD8" . Ces différentes expériences ont été
déterminantes pour démontrer le rdle clé des LT CD8" dans le contréle de I'infection par un VIS, qui a
été extrapolé pour I'infection par le VIH chez 'homme. Il a également été récemment démontré dans
le modéle macaque que méme sous traitement antirétroviral, les LT CD8" contrélent I'infection par

VIS

b. Réponse cytotoxique lors de la primo-infection

Les réponses T CD8" spécifiques du VIH-1 sont généralement détectées dans le sang une a deux
semaines apreés le pic de virémie et coincident avec la diminution de la charge virale

. Au sein d’'une cohorte de femmes a haut risque
d’infection, il a été montré que lors de la phase hyper-aigiie de I'infection, I'apparition de la charge
virale plasmatique entrainait une activation massive, une prolifération, puis une apoptose des LT
CD8" spécifiques du VIH-1 dont l'intensité et la cinétique impactait le « viral setpoint »

. L'importance de la diversité des réponses CTL en primo-infection a été révélée par une
étude de la variabilité des TCR des CTL spécifiques du VIH-1 qui a montré que des individus générant
des réponses oligoclonales évoluaient plus facilement en phase SIDA que ceux générant des réponses
polyclonales . Une autre preuve de I'importance de la diversité des réponses
CTL en primo-infection a été apportée par la présence de mutations spécifiques du VIH-1 au niveau
d’épitopes reconnus par les LT CD8", permettant ainsi au virus d’échapper a la réponse CTL

. Ce méme mécanisme d’échappement a la réponse CTL a également

été observé dans le modele macaque en phase aigué de I'infection par un VIS . Cet

72



Introduction — Deuxieme partie : Physiopathologie et immunopathologie de I'infection par le VIH

échappement est possible par au moins 3 mécanismes : une mutation au niveau d’un acide aminé
d’ancrage de I'épitope pouvant empécher sa fixation avec la molécule du CMH (Couillin et al., 1994),
ou une mutation au niveau d’un acide aminé en contact avec le TCR pouvant soit inhiber la liaison
TCR/peptide (Lill et al., 1992), soit rendre le LT anergique (Klenerman et al., 1994). Des études
détaillées des mutations retrouvées chez des patients suivis plusieurs années depuis leur primo-
infection ont permis de démontrer que toutes les protéines du VIH-1 étaient la cible de CTL et
subissaient des mutations permettant un échappement de la réponse CTL (Allen et al., 2005; Liu et
al., 2006). Cependant, il a été démontré que les réponses CTL contribuaient au contréle de la
réplication virale pendant la primo-infection car méme si le virus mute, de nouvelles réponses
dirigées contre des épitopes plus conservés émergent, permettant ainsi I'établissement du « viral

setpoint » (Goonetilleke et al., 2009; McMichael et al., 2010) (Figure 34).

2 b vpr rev LTR
N i — | — )
10 —‘-E 898 [vif | tat| | he
_ Y Febig tat] ][ Jvpu rev
= 0%
8 — A - -
L
£ Fiebig IV
<
z
£ 10t
T I
a2 10°7 Il
a
g
I I l I
0 50 100 150 200 L M @

Days from earliest detection of plasma viral RNA

D Early (within 50 days) CD8" u Neutralizing antibody
T cell-selected mutations -selected mutations

|:| Candidate reversions |:| Unexplained mutations

I Later (after 50 days) CD8" U Co-varied with other
T cell-selected mutations mutations

Figure 34 : Cinétique des mutations d’échappement viral aux réponses T CD8"

lors de la phase aigué de l'infection par le VIH-1

D’aprés McMickael et al., 2010. Evolution de la charge virale plasmatique (a) et des changements d’acides aminés au sein
des protéines du VIH-1 (b) en fonction des phases de la classification Fiebig de la primo-infection.
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Méme si 'intensité ou I'étendue de la réponses T CD8" spécifiques du VIH-1 n’influe pas forcément
sur ce « viral setpoint », I’émergence de réponses T CD8" propres a chaque patient pendant la primo-
infection peut déterminer I'évolution de la maladie a long terme (Streeck et al., 2014).

Une question primordiale est alors de savoir pourquoi le virus n’est pas éliminé durant la phase aigué
de Iinfection malgré une fréquence de CTL pouvant approcher les 10% des LT CD8" totaux juste
apres le pic de charge virale, comme cela a été observé dans le modele macaque (Kuroda et al.,
1999). Si I'émergence de mutations peut certainement étre une réponse valable, plusieurs autres
hypotheses peuvent étre émises :

- I'existence de cellules infectées quiescentes invisibles pour les CTL, représentant un
réservoir de virus (Chun et al., 1997),

- le faible niveau de perforine dans les granules cytotoxiques des LT CD8" présents dans les
tissus lymphoides lors de la phase aigué de I'infection par le VIH-1 (Andersson et al., 2002),

- la diminution de I'expression des molécules HLA de classe | a la surface des cellules
infectées, médiée par Nef, empéchant ainsi leur lyse par les CTL (Collins et al., 1998; Schwartz et al.,
1996; Tomiyama et al., 2002),

- la susceptibilité accrue a I'apoptose des LT CD8"* spécifiques du VIH-1 pendant la primo-

infection (Ndhlovu et al., 2015; Trautmann et al., 2012).

¢. Réponse cytotoxique lors de la phase chronigue

C’est chez des patients en phase chronique de I'infection que les premiers CTL spécifiques du VIH-1
ont initialement été identifiés (Hoffenbach et al., 1989; Walker et al., 1987). Ensuite, des associations
ont été trouvées entre les protéines ciblées par les CTL et le controle de la réplication virale. En effet,
il a rapidement été observé que les patients infectés par le VIH-1 en phase chronique ayant une
réponse CTL ciblant la protéine Gag du VIH-1 avaient un meilleur pronostique concernant I'évolution
de la maladie (Pontesilli et al., 1998; Riviere et al., 1995), alors que le contraire a été observé
concernant la protéine Env (Kiepiela et al., 2007). De plus, l'intensité et I'étendue des réponses T
CD8" dirigées contre Gag ont été directement corrélées avec le taux de LT CD4" et inversement
corrélées avec la charge virale des patients (Edwards et al., 2002; Zuniga et al., 2006). Il a également
été rapporté que certaines réponses T CD8" dirigées contre la protéine Nef, et en particulier sa partie

centrale, contribuaient au contréle de la réplication du VIH-1 (Adland et al., 2013).

Comme le virus n’est pas totalement éliminé pendant la phase aigué de linfection, les CTL
continuent leur action pendant la phase chronique ou ils sont détectables a une fréquence

relativement importante (0.2% a 1% des LT totaux) dans le sang des personnes infectées (Vioss et al.,
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1995). Le virus et la réponse immunitaire continuent alors d’évoluer conjointement pendant cette
phase chronique et il a été montré que la transition en phase SIDA pouvait étre due a un
échappement tardif du virus a une réponse CTL immunodominante (Goulder et al., 1997). Durant la
phase chronique de l'infection, des mutations ont également été détectées non pas au sein des
épitopes T CD8" mémes, mais dans les régions flanquantes, altérant ainsi I'lapprétement de I'antigéne
et empéchant que I'épitope soit présenté aux CTL (Draenert et al., 2004). Ce phénoméne représente
donc un quatrieme mécanisme conduisant a I’échappement du virus a la réponse CTL. Cependant,
toutes les mutations entrainant un échappement du virus aux CTL ne sont pas forcément déléteres
pour les patients car certaines mutations peuvent engendrer en contrepartie une réduction de la

capacité réplicative du VIH-1 (Martinez-Picado et al., 2006; Troyer et al., 2009).

La comparaison des réponses T CD8" présentes en phase aigué et chronique de I'infection a permis
de mettre en évidence que la fréquence des LT CD8" spécifiques du VIH-1 sécrétant de d’IFNy était
plus faible en primo-infection mais que ces cellules étaient plus cytotoxiques (Trautmann et al.,
2012). En effet, malgré une production de cytokines antivirales, il a été montré que les LT CD8"
spécifiques du VIH-1 circulants pendant la phase chronique de I'infection présentaient un défaut de
production de perforine et d’activité cytotoxique (Appay et al., 2000). Ce défaut de production de
perforine des LT exprimant le CD27 suggére un défaut de maturation de ces CTL. L’activation
immunitaire chronique ainsi que la stimulation antigénique persistante, caractéristiques de
I'infection par le VIH-1, vont en fait entrainer une inhibition des fonctions effectrices et prolifératives
des LT. Plusieurs « immune checkpoint » comme PD1 (Day et al., 2006; Trautmann et al., 2006) ou
encore LAG3 (Tian et al., 2015) et TIM3 (Jones et al., 2008) vont alors étre exprimés a la surface des
LT CD8" spécifiques du VIH-1. De maniére intéressante, il a été montré dans le modéle macaque que
le passage de la phase aigué a la phase chronique de I'infection était caractérisé par une disparition

de I'expression de la perforine et du granzyme B dans les LT CD8" spécifiques du VIS lié 3 la faible

expression du facteur de transcription T-bet (Roberts et al., 2016).

De plus, a force d’étre perpétuellement activées, les cellules du systeme immunitaire vont
définitivement perdre leur capacité proliférative et présenter des signes de différenciation avancée
(perte de I'expression des molécules CD27 et CD28) et de vieillissement prématuré (surexpression de
la molécule CD57) (Appay and Rowland-Jones, 2002; Papagno et al.,, 2004). C'est le phénomeéne
d’immuno-sénescence, caractérisé par le déclin du niveau des cellules T naives CD45RA* CCR7" CD27"
(Appay et al., 2011), signe d’épuisement des ressources immunitaires. Les LT CD8" deviennent non
fonctionnels et la réplication virale incontrélée va alors rapidement induire la déplétion des LT CD4"

du sang périphérique et I'entrée en stade SIDA. En effet, en phase SIDA, les LT CD8" ne sécrétent plus

d’IFNy et ne sont plus fonctionnels (Kostense et al., 2002; Trimble and Lieberman, 1998).
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Lors de la phase chronique, la quantité mais surtout la qualité des réponses T CD8" étudiées chez les
patients LTNP et EC ont été mises en exergue. Tout d’abord, il a été observé que les LTNP
possédaient des niveaux plus importants de CTL spécifiques des protéines Gag, Pol et Env que les
patients progresseurs (Rinaldo et al., 1995). Ensuite, il a été montré que les EC possédaient des LT
CD8" plus polyfonctionnels que les progresseurs (Betts et al., 2006). La capacité supérieure de ces LT
CD8" a proliférer (Migueles et al., 2002; Ndhlovu et al., 2013), & inhiber la réplication du VIH-1 in vitro
(Saez-Cirion et al.,, 2007) via I'exocytose de granules cytotoxiques contenant du granzyme B
(Migueles et al., 2008), et a produire de la perforine ex vivo lors d’une stimulation spécifique du
VIH-1 (Hersperger et al., 2010) a également été mise en évidence. En outre, le contréle de la
réplication virale chez les EC a été associé a la présence de réponses CTL de forte avidité
fonctionnelle ayant une large réactivité vis-a-vis des variants les plus fréquents de la protéine Gag
p24 (Mothe et al., 2012). De maniere intéressante, il a été montré que cette avidité fonctionnelle ou
sensibilité a I'antigéne (qui est la résultante des interactions TCR-CMH/peptide, de la signalisation
par les corécepteurs et de lI'environnement cytokinique) était également un facteur majeur

déterminant la polyfonctionnalité des LT CD8" (Almeida et al., 2009).

Il est maintenant clair que de fortes associations ont été trouvées entre certaines molécules HLA de
classe | et le contréle de la réplication du VIH-1, notamment pour les molécules B*27 et B*57.
A l'inverse, la molécule B*35 est associée a une progression rapide de la maladie. (Carrington and
O'Brien, 2003). Une étude d’association pangénomique dans une cohorte multi-ethnique de
contrdleurs et de progresseurs pour le VIH-1 a montré que la nature de I'interaction HLA/peptide
était le facteur génétique majeur modulant le contréle de l'infection par le VIH-1 (Pereyra et al,,
2010). D’ailleurs, il a tout récemment été montré que la topologie structurale (étude des acides
aminés de la séquence du VIH-1 importants topologiquement au niveau des sites d’ancrage des
molécules HLA, du contact avec le TCR ou encore des sites flanquant les épitopes) permettait de
définir les épitopes T CD8" protecteurs du protéome du VIH-1 (Gaiha et al., 2019). De plus, il a été
montré que les clonotypes des TCR sélectionnés durant l'infection naturelle modulaient I'effet
protecteur des molécules HLA de classe | dans l'infection par le VIH-1 (Chen et al., 2012; Iglesias et
al., 2011; Ladell et al., 2013). Cependant, le lien entre la sensibilité a I'antigene, I'avidité du TCR et la
capacité suppressive de la réplication du VIH-1 des LT CD8" dépend de la restriction HLA, de I'épitope
ciblé ainsi que de la souche de virus (Lissina et al., 2014). Enfin, il a également été montré chez des
LTNP que les réponses T CD8" restreintes par les molécules HLA « protectrices » (associées au
contréle de la réplication virale) n’étaient pas réprimées par les Treg, contrairement aux réponses T
CD8" restreintes par d’autres molécules HLA « non protectrices » chez ces mémes patients (Elahi et

al., 2011).
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De maniére intéressante, I'existence de LT CD8" restreints par des molécules HLA de classe Il et
spécifiques du VIH-1 a récemment été montrée chez quelques patients EC (Nyanhete et al., 201S;

Ranasinghe et al., 2016), ces cellules étant impliquées dans I'inhibition de la réplication du-VIH-1.

Cependant, il faut garder en téte que tous les EC ne présentent pas forcément de fortes réponses T
CD8" spécifiques du VIH-1, suggérant que d’autres mécanismes doivent également contribuer au

contréle de l'infection (Saez-Cirion et al., 2009).

d. Réponse cytotoxigue sous ART

Comme pour les réponses T CD4", les premiéres études des réponses T CD8" sous ART ont été
réalisées aprés une mise sous traitement des patients en phase chronique de l'infection et elles ont
montré une diminution des réponses spécifiques du VIH-1 (Kalams et al., 1999). Par contre,
contrairement aux réponses T CD4", méme aprés avoir passé 10 ans sous ART, les patients ont des
réponses T CD8" bien plus faibles que celles détectées chez des EC (Guihot et al., 2010). De plus,
lorsque des LT CD8" spécifiques du VIH-1 sont détectés, ils produisent peu de perforine et possédent
le méme phénotype de différenciation incompléte (CD27° CD28) que celui retrouvé chez des
patients en phase chronique non traités (Appay et al., 2002a). Malgré tout, il a été montré
récemment dans le modéle macaque que les LT CD8" avaient un réle dans le contréle de la
réplication virale sous ART (Cao et al., 2018; Cartwright et al., 2016). D’autre part, un traitement
antirétroviral initié pendant la phase hyper-aigué de I'infection a permis de changer le phénotype des
LT CD8" spécifiques du VIH-1 et ainsi d’observer des LTg, (CD27-) exprimant les marqueurs Bcl2 et
CD127 (Ndhlovu et al., 2019). Par contre, chez les patients PTC de la cohorte VISCONTI, il semble que
les LT CD8" ne jouent pas un réle prépondérant dans le contréle de la charge virale. (Samri et al,,

2016).

e. Les molécules antivirales sécrétées par les LT CD8*

Bien que la molécule Fas soit exprimée sur les cellules sur les LT CD4" infectées par le VIH-1, les LT
CD8" spécifiques du VIH-1 lysent les cellules infectées par la voie de I’exocytose de granules
cytotoxiques (Shankar et al., 1999). Il est également possible que la combinaison d’IFNy et de TNFa,
qui sont des cytokines sécrétées par les LT CD8’, soit cytotoxique pour les cellules infectées par le VIH
(Biswas et al., 1994). Cependant, les LT CD8" peuvent également avoir une activité non-cytolytique en

sécrétant des molécules qui vont inhiber la réplication virale.
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En effet, il a été montré il y a plus de 30 ans que des LT CD8" provenant de patients séropositifs pour
le VIH-1 en bonne santé avaient la capacité d’inhiber in vitro la réplication du virus de maniére non
cytolytique (Walker et al., 1986), en partie par un facteur soluble qui sera nommé plus tard « CD8
antiviral factor » ou CAF. De maniere intéressante, la suppression de la réplication virale médiée par
le CAF sécrété par des LT CD8" des tissus lymphoides a été associée au statut asymptomatique de
patients infectés par le VIH (Blackbourn et al., 1996). La présence de fortes quantités de CAF a
d’ailleurs également été mise en évidence chez des HESN (Stranford et al., 1999). Cependant, malgré
les efforts déployés, ce facteur dont l'activité inhibitrice de la transcription du VIH-1 n’est pas

restreinte par le CMH, n’a toujours pas été identifié (Levy, 2003).

Il a également été montré in vitro que la combinaison d’IFNy et de TNFa pouvait réduire la

réplication virale dans des cellules chroniquement infectées (\Wong et al., 1988).

En 1995, les chimiokines RANTES, MIP-1a. et MIP-13 (ligands du corécepteur CCR5) sont identifiées
comme les facteurs suppressifs du VIH-1 produits par les LT CD8* (Cocchi et al., 1995). De maniére
intéressante, il a été montré que ces chimiokines étaient contenues dans les granules cytotoxiques
des CTL (Wagner et al., 1998) et relarguées de maniere antigéne-spécifique (Price et al., 1998). En
plus de bloquer I'accés au corécepteur CCR5, il a été montré que ces chimiokines inhibaient
également la réplication du VIH-1 in vitro a une étape suivant I'entrée du virus dans la cellule (Amella
et al., 2005). De maniére intéressante, il a été montré chez des EC que le MIP-13 sécrété par des LT
CD8" spécifiques du VIH-1 était 'un des facteurs solubles capable d’inhiber la réplication du virus T/F
lors de la primo-infection (Freel et al., 2012). De plus, les quantités de MIP-1a et MIP-1 produits
in vitro par les LT CD8" du sang périphérique provenant de patients infectés par le VIH-1 ont été
associées au statut asymptomatique des patients (Cocchi et al., 2000). En outre, il a été montré que
les chimiokines RANTES, MIP-1a. et MIP-1B sécrétées par les LT CD8" de patients LTNP avaient la
capacité de supprimer la réplication du VIH-1 au sein du réservoir de LT CD4" quiescents (Chun et al.,

2001).

D’autres molécules solubles suppressives du VIH-1 produites par les LT CD8" ont été identifiées et ces
facteurs solubles peuvent utiliser différents mécanismes antiviraux pour inhiber la réplication virale

(Cocchi et al., 2012; DeVico and Gallo, 2004).

Les LT CD8" sont donc particulierement impliqués dans le contréle de la réplication du VIH-1
(Tableau 3) comme en atteste la présence de CTL spécifiques du VIH-1 tant lors de la phase aigué que
la phase chronique de l'infection. L'importance de ces réponses chez les EC et les LTNP ainsi que les

études récentes suggérant le réle primordial des réponses T CD8" cytotoxiques en primo-infection
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quant au devenir du contréle de la réplication virale en phase chronique
confirment la nécessité pour un vaccin anti-VIH-1 de générer ce type de

réponses. De plus, la présence de CTL spécifiques du VIH-1 observée dans certaines cohortes

d’individus HESN est un argument de plus en ce sens.
Corrélats Auteurs
LT CD8" polyclonaux Pantaleo et al., 1997
LT €D+ ciblant la protéine Gag Ecwards ot . 2007  Juliga ot a1 2005
LT CD8" ciblant la protéine Nef Adland et al., 2013
LT CD8" polyfonctionnels Betts et al., 2006
LT CD8" proliférant Migueles et al., 2002 ; Ndhlovu et al., 2013
LT CD8" inhibant la réplication du VIH-1 Saez-Cirion et al., 2007
LT CD8" produisant du granzyme B Migueles et al., 2008
LT CD8" produisant de la perforine Hersperger et al., 2010
LT CD8" de forte avidité fonctionnelle Mothe et al., 2012 ; Almeida et al., 2009
LT CD8" ciblant des épitopes protecteurs | Gaiha et al., 2019
LT CD8" sécrétant des chimiokines Freel et al., 2012 ; Cocchi et al., 2000

Tableau 3 : Principaux corrélats de contrdle de la réplication virale par les LT CD8" anti-VIH-1
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Troisieme partie : Les vaccins anti-VIH

l. Les stratégies de prévention non-vaccinale du VIH-1
1. Le préservatif

La grande majorité des infections par le VIH-1 a lieu par voie sexuelle. Il existe donc un moyen simple
et efficace de se protéger de cette infection comme des autres infections sexuellement
transmissibles : le préservatif. En effet des 1987, ce moyen de protection a été validé comme fiable
contre le VIH-1 et son utilisation encouragée pour lutter contre le SIDA

Cependant, son utilisation n’a jamais atteint le niveau escompté. Les résultats de I'étude nationale
sur le comportement, I'incidence et la prévalence du VIH en Afrique du Sud de 2012 a par exemple
montré que seulement 36% des personnes interrogées avaient utilisé un préservatif lors de leur
dernier rapport sexuel ou encore que seulement 27% d’entre elles avaient utilisé systématiquement
un préservatif avec leur dernier partenaire sexuel . Pire encore, entre 2008 et
2012 l'utilisation du préservatif a baissé, et cette diminution d’utilisation du préservatif n’est pas
limitée a I’Afrique du Sud. En France, un sondage publié en avril 2019 a montré que 19% des jeunes
sexuellement actifs n’ont jamais utilisé de préservatif lors de leurs rapports sexuels des 12 derniers
mois et que seulement 53% en ont utilisé de maniere systématique

(https://fr.statista.com/statistiques/542578/jeunes-francais-ayant-utilise-preservatif-par-partenaire-

sexuel-france/).

Dans le monde, 35% des femmes ont subi des violences physiques ou sexuelles a un moment de leur
vie , un facteur pouvant également aboutir a une utilisation limitée du préservatif.
Méme s’il existe un préservatif féminin pouvant permettre aux femmes d’étre plus autonomes pour
se protéger efficacement du VIH sans subir les mémes pressions de la part du partenaire sexuel
gu’avec l'utilisation d'un préservatif masculin, ce moyen de prévention reste encore
malheureusement trop peu connu, cher et donc trés peu utilisé. Enfin, comme I'ont fait comprendre
lors de la derniere conférence HIVR4P (« HIV Research for Prevention ») a Madrid en 2018 les
activistes des populations africaines mais également de la communauté homosexuelle, toutes deux
confrontées a une forte prévalence du VIH-1, ces populations souhaitent avoir le choix d’utiliser

d’autres moyens de prévention.
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2. La circoncision

Comme évoqué précédemment, la circoncision est également un moyen pour les hommes de
diminuer significativement le risque d’acquisition du VIH-1. En effet, il a été montré que la

circoncision réduisait le risque de transmission hétérosexuelle de 53% a 60%

3. Les molécules antivirales
i. Sous forme locale

L'utilisation d’'un gel vaginal contenant du tenofovir (inhibiteur nucléotidique de la transcriptase
inverse) a été évaluée chez des femmes en Afrique. Si les premiers résultats s'étaient avérés
encourageants avec une réduction du taux global d’acquisition du VIH-1 de 39%
, les études suivantes (essais cliniques de phase Ill) n"ont pas confirmé ces résultats et n’ont
montré aucun effet de ce gel sur la réduction du taux d’acquisition du VIH-1
, mettant en avant le probléme de la faible adhésion aux produits testés.
Un autre microbicide a été testé en Afrique, la dapivirine (inhibiteur non-nucléosidique de la
transcriptase inverse), incorporé cette fois au sein d’'un anneau vaginal. Les résultats de deux essais
de phase Ill ont montré une diminution du risque d’infection de I'ordre de 30% environ avec ce

dispositif

ii. Sous forme orale

Aujourd’hui, le meilleur moyen de protection contre I'infection par le VIH-1 (outre le préservatif) est
I'utilisation d’antirétroviraux sous forme orale. En effet, les résultats de divers essais cliniques ont
montré que I'emtricitabine et le tenofovir disoproxil fumarate (Truvada), pris sous forme d’un
comprimé par jour en prophylaxie de pré-exposition (« pre-exposure prophylaxis » ou PrEP) et
traitement de post-exposition (TPE), avaient une efficacité d’environ 86% a prévenir I'infection par le
VIH-1 chez des hommes homosexuels . Les résultats se
sont avérés beaucoup plus contrastés dans les études s’intéressant aux infections hétérosexuelles

, soulevant le probleme de I'observance du traitement. Cependant, il a été montré

gu’en cas d’observance parfaite, un taux de 100% de protection pouvait étre atteint avec la PrEP
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Un autre moyen de prévenir les infections par le VIH-1 est de diminuer suffisamment la charge virale
des patients infectés pour qu’ils ne puissent pas transmettre le virus : il s’agit du traitement comme
moyen de prévention (« treatment as prevention » ou TasP). En fait I'idée d’utiliser le traitement
antirétroviral comme moyen de prévention de la transmission du VIH est assez ancienne, puisqu’il
s’agit du principe au coeur de la prévention de la transmission de la mére a I'enfant. Il a été montré
que les patients séropositifs pour le VIH-1 suivant correctement leur traitement antirétroviral (ART),
composé généralement de trois molécules différentes parmi les inhibiteurs nucléosidique ou non-
nucléosidique de la transcriptase inverse et les inhibiteurs de la protéase (mais pouvant également
contenir des inhibiteurs de I'intégrase, de fusion et du CCR5), et diminuant ainsi leur charge virale
plasmatique sous les 200 copies/ml, n’étaient potentiellement plus contaminants

. Si toutes les personnes infectées par le VIH-1 étaient identifiées et
traitées efficacement, cela permettrait donc en théorie de stopper toute nouvelle contamination.
Cependant, en réalité il n’est pas toujours facile de se faire dépister et traiter, notamment en Afrique
subsaharienne ou plus de 10 millions de personnes séropositives pour le VIH-1

n’ont pas acces au traitement antirétroviral en 2017

Comme I’affirmait le Docteur Fauci, directeur du NIH/NAID (« National Institute of Health/National
Institute of Allergy and Infectious Diseases »), lors de la conférence HIVR4P de 2018, étant donné
I’efficacité du préservatif et des traitements antiviraux, en théorie un vaccin prophylactique contre le
VIH-1 ne serait pas nécessaire pour mettre fin a la pandémie de VIH/SIDA . Cependant,
bien que tres efficaces, ces moyens de préventions actuels nécessitent une observance continue, ce
qui ne serait pas le cas d’un vaccin préventif anti-VIH-1. En attendant ce vaccin préventif, 'ONUSIDA
a lancé un programme ambitieux nommé 90-90-90 qui vise a arréter la pandémie. Le but est que 90%
des personnes infectées par le VIH dans le monde connaissent leur statut de séropositivité pour le
VIH, 90% des personnes diagnostiquées séropositives pour VIH regoivent un traitement
antirétroviral, et 90% des personnes recevant leur traitement antirétroviral aient leur charge virale
plasmatique indétectable (inférieure a 200 copies/ml). Rappelons qu’en 2017 seulement 75% des
personnes vivant avec le VIH dans le monde connaissaient leur statut VIH ; parmi celles-ci, 79 %
avaient acceés au traitement ; et 81 % des personnes traitées avaient une charge virale plasmatique
sous les 200 copies/ml. Cela représente un total de 47% des personnes vivant avec le VIH ayant une

charge virale plasmatique supprimée
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4. Les anticorps neutralisants a large spectre

Récemment (2016), deux essais évaluant I'efficacité du bNAb VRCO1 comme moyen de prévention
contre I'infection par le VIH-1 ont été lancés. Le premier en Afrique, chez des femmes a risque élevé
d’infection par le VIH-1 (HVTN 703/HPTN 081) et le second aux USA, en Amérique du Sud et en Suisse
chez des hommes et transgenres homosexuels (HVTN 704 / HPTN 085). Les résultats de ces deux
essais sont attendus pour 2020. Ces essais ont vu le jour suite aux résultats montrant dans le modeéle
macaque qu’une seule injection d’un des 4 bNAbs suivants : VRCO1, VRCO1-LS, 3BNC117, ou 10-1074
pouvait protéger les singes d’une infection intrarectale hebdomadaire de SHIV pendant plusieurs
semaines . On pourrait a premiere vue se poser la question de I'intérét d’utiliser
des anticorps monoclonaux chers a produire et qui sont injectés par voie parentérale. En fait la
réponse est simple, la demi-vie de ces anticorps est bien supérieure a celle des molécules antivirales.
De plus, il a été montré que cette demi-vie pouvait étre augmentée en modifiant le fragment Fc des
anticorps, permettant ainsi une protection encore plus longue (médiane de 20 semaines apres
injection sous-cutanée des anticorps monoclonaux 3BNC117-LS et 10-1074-LS) dans le méme modéle
macaque que précédemment . Cela pourrait ainsi se traduire a terme par une

immunoprophylaxie réalisée 2 fois par an chez ’homme.

Il. Le vaccin préventif
1. Quel objectif pour la communauté scientifique ?

Différentes approches sont testées dans le but de générer un vaccin prophylactique contre le VIH-1

(Figure 35) et une des questions fondamentales dans la quéte de ce vaccin
est son efficacité. En effet, comme nous allons le voir dans les paragraphes suivants, deux types
différents de vaccins préventifs sont envisagés en terme de faisabilité par la communauté
scientifique. Le premier, le vaccin idéal, serait un vaccin induisant des anticorps neutralisants a large
spectre pour bloquer I'infection des cellules cibles mais induisant également des réponses cellulaires
T CD4" et CD8" ainsi que des anticorps non-neutralisants permettant de générer une activité
cytotoxique optimale afin de détruire les premieres cellules infectées et empécher une infection
généralisée. L’autre vaccin, induisant essentiellement des LT CD8" spécifiques du VIH-1 de type
effecteurs mémoires, génererait des réponses immunitaires n"'empéchant pas l'infection généralisée,
mais permettant un contréle de la charge virale a long terme par I'élimination rapide des cellules

infectées. Le premier type de vaccin est bien entendu la priorité de la recherche vaccinale, cependant
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le deuxiéme type de vaccin n’est pas écarté malgré les questions qu’il peut soulever : risques de
développement d’un SIDA en cas de perte du controle de la réplication virale, possibilité de

transmission du virus...

La conclusion du dernier congres HIVR4P de 2018 était qu’un vaccin efficace (empéchant I'infection
généralisée) a 60% serait mis sur le marché. D’ailleurs, une étude publiée en 2017 montre que
I'introduction d’un vaccin dont I'efficacité serait de 50% a 70% aurait un bénéfice sur la diminution

de I'épidémie de VIH/SIDA dans 127 pays dont la France (Medlock et al., 2017).

Vaccines from HIV proteins Vaccines from HIV genes

0%,

Figure 35 : Les différents candidats vaccins pour un vaccin préventif anti-VIH-1

D’aprés Berkley & Koff, 2007.

2. Rétrospective historique
i. Les stratégies empiriques pionniéres

La premiere série de vaccination expérimentale humaine contre le VIH a été réalisée en 1986 par
I’équipe du Professeur Zagury chez 12 volontaires séronégatifs pour le VIH (frangais et zairois) dont
lui-méme. Le vaccin injecté lors de la premiére immunisation était constitué du virus de la vaccine
recombinante pour la protéine gp160 du VIH-1 (Zagury et al., 1988; Zagury et al., 1987). Le premier

essai de phase | utilisant ce méme type de vaccin a été réalisé entre 1988 et 1990 aux USA chez des
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volontaires sains n’ayant pas été vaccinés contre la variole . Ces essais ont
montré que le vaccin était sOr et qu’il induisait des réponses humorales et cellulaires. Ces essais ont
été les précurseurs des stratégies utilisant des vecteurs recombinants atténués, qui se sont

développés plus tard et dont nous parlerons dans les paragraphes suivants.

ii. Les premiéres stratégies visant a induire des anticorps

Pour la plupart des pathogenes pour lesquels un vaccin est disponible, la prévention de I'infection est
corrélée avec l'induction d’anticorps spécifiques . Il est donc logique qu’apres
I'identification du VIH comme agent responsable du SIDA, la communauté scientifique ait travaillé a
I’élaboration d’un vaccin capable d’induire des anticorps neutralisants contre le VIH. Des 1985, des
chercheurs ont démontré chez des sujets infectés par le VIH-1 la présence d’anticorps capables de

bloquer I'infection des cellules ou d’inhiber la transmission de cellule a cellule in vitro

Fort du récent succés obtenu avec la mise au point d’un vaccin sous-unitaire contre I’hépatite B
constitué de la protéine recombinante de I'enveloppe de ce virus, un premier vaccin anti-VIH basé
sur ce méme modeéle est approuvé pour un essai clinique chez ’lhomme aux USA dés 1987
. Uinnocuité et I'immunogénicité du vaccin Vaxsyn, constitué de la protéine d’enveloppe du
VIH-1 gp160 recombinante, sont alors évaluées chez 72 volontaires sains
Parallelement, les protéines recombinantes gp160 et gp120 sont testées dans des modeles animaux.
En 1990, Berman et ses colléegues montrent que la vaccination de chimpanzés avec la protéine
d’enveloppe du VIH recombinante gp120, mais pas la gp160, les protége d’une infection par le VIH-1
. En 1992, Emini et ses collegues montrent notamment l'importance du
domaine variable de la boucle V3 de la gp120 dans la prévention de I'infection par le VIH-1 chez des
chimpanzés ayant recu un anticorps monoclonal spécifique anti-V3 avant I'administration
intraveineuse d’un VIH-1 . Cependant, il est ensuite montré que les anticorps anti-
V3 ne sont capables de neutraliser que des souches de VIH-1 adaptées a la culture en laboratoire
. De plus, on observe que certains volontaires sains participants a des essais
cliniques de vaccination prophylactique utilisant la gp120 recombinante du VIH-1 se sont infectés
pendant ces essais, confirmant I'inefficacité de cette stratégie vaccinale
. En effet, ces vaccins induisent des anticorps neutralisants contre la souche vaccinale
autologue et/ou des souches de VIH-1 adaptées a la culture en laboratoire, mais pas contre des

souches hétérologues primaires . Malgré tout, Vax 004 et Vax 003, les deux
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premiers essais cliniques anti-VIH-1 de phase Ill (évaluant I'efficacité d’un vaccin a large échelle), sont

lancés respectivement en 1998 et 1999 (Tableau 4).

Cibl
Essai Date Candidats vaccins Pays Populations . mie . Taux d’infections
immunologique
6.7% groupe
Etats-Unis, Canada, 5403 vaccinés
Vax 004 1998-2002 epl120(B/B)x 7 inj Anticorps
Pays-Bas MSM etHRTS 7.0% groupe
placebo
8.4 % chez les
2546 vaccinés
Vax 003 1999-2002 gp120(B/E)x 7 inj Thailande Anticorps
UDI 8.3 % groupe
placebo
4.6% groupe
vaccinés
" Amérique (Nord et 3000 Lymphocytes T
Step 2004-2007 rAd5 (gag,polnef) (B) x 3 inj sud), Australi " cDs- 3.1% groupe
ud), Australie MSM et HRTS placebo
P=0.07"
8.4% groupe
801 Lymphocytes T iné
Phambili 2007 rAd5 (gag.polnef) (B)x 3 inj Afrique du Sud ymphocy vacemes
HRTS 2 CDa+
7% groupe placebo
0.192 % groupe
vaccines
RV144 Prime: ALVAC (gag pol. env E) x 2 inj 16402
2003-2009 Thailande Anticorps 0.279% groupe
(Thai trial) Boost: ALVAC (gag.pol, env E) + gp120 (B/E) x 2 inj* population générale placebo
P=0.04VE =31%"3
Prime: DNA (gag, pol, nef, B) + 2.7 % groupe
vaccinés
DNA (env A/B/C) x 3 inj 2496
. L hocytes T
HVIN 505 | 2009-2013 Etats-Unis e e 2.1% groupe
Boost: Ad5 (gag, pol, B) + MSM placebo
AdS (env AB/C) x 1 inj P=NS
Prime: ALVAC (gag.pol, env C) x 2 inj 5400 P
HVTN702 2016- Afrique du Sud Anticops Essai clinique en
Boost: ALVAC (gag,pol, env C) + gp120 (C)x3 inj’ femmes cours
HVIN 705/ Prime: Ad26 Mos4.HIVx 2 inj 2600 e
E 1
HPX 2008 2017- Afrique du Sud Anticorps ssachmqueen
« Imbokodo » Boost: Ad26 Mos4 HIV +gp140 (C) x 2inj * femmes cours
}}Igp?(\sggg 2019- primes AdiGMost IR Amséi:gu;i?:r: “ 0 Anticops Essai sgl’;:l“e et
« Mosaico » Boost: Ad26.Mos4. HIV +gp140 (C)x 2inj * : P MSM et transgenres

Tableau 4 : Essais cliniques de vaccins préventifs anti-VIH-1 de phase lib/IlI

Adapté d’apres Lelievre JD, Vaccin VIH état de I'art Livre AFRAVIH 2019 in press. 1. Analyse de toutes les infections sauf une
chez les hommes dans I'essai Step, 2. Le recrutement de 3000 patients était initialement prévu mais I'essai a été arrété aprés
les résultats de I'essai Step, 3. Analyse en intention de traité modifié, 4. Utilisation du MF59 comme adjuvant, 5. Utilisation

d’alum comme adjuvant. (HRTS : Haut risque de transmission hétérosexuelle ;

Utilisateurs de drogues injectables par voie intraveineuse ; VE = efficacité du vaccin)
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Le vaccin de I'essai Vax 004 est composé de deux protéines gp120 recombinantes de sous-type B
(souches MN et GNE8). Ce vaccin est testé chez plus de 5000 volontaires au sein de la population
homosexuelle masculine ainsi que chez les femmes a haut risque d’infection par voie hétérosexuelle
aux USA, au Canada, et aux Pays-Bas. Le vaccin de I'essai Vax 003, qui est testé chez plus de 2500
utilisateurs de drogues injectables en Thailande, est composé de 2 protéines gp120 recombinantes :
une de sous-type B (souche MN) et une autre de sous-type CRF_AE (souche A244). Comme on
pouvait s’y attendre, aucun de ces deux essais n’a montré de réduction statistiquement significative

d’infection par le VIH-1 chez les vaccinés (Tableau 4).

Un autre type de vaccin pouvant induire des anticorps neutralisants est le vaccin inactivé. D’ailleurs,
ce type de vaccin a prouvé son efficacité contre la polyomyélite, la grippe ou encore |’hépatite A. Les
premiers tests d’injections de VIS inactivés réalisés chez le macaque ont montré une protection
contre une infection par des VIS autologues

Cependant, I’enthousiasme généré par ces premiers résultats est vite retombé lorsqu’il a été montré
gue la protection était due non pas a une réponse spécifique anti-VIS, mais a une réponse anticorps
dirigée contre les molécules HLA de classe | et Il présentes sur les cellules humaines ayant servi a la
production des virus et s’étant incorporées dans les virions .De
plus, cette approche n’étant pas sans danger (il pourrait rester du virus vivant infectieux aprés le

procédé d’inactivation), elle n’a pas été développée comme vaccin préventif chez I’homme.

iii. Les stratégies visant a induire des LT CD8"

Devant les difficultés a induire des anticorps neutralisants dirigés contre des souches primaires de
VIH-1 avec des protéines d’enveloppe recombinantes, et compte-tenu de la démonstration de
I'importance des CTL dans I'immunité protective contre certains virus , la
communauté scientifique s’est ensuite focalisée sur I'induction de réponses cellulaires anti-VIH-1.
L'idée était que méme si un vaccin a base de CTL ne pouvait pas empécher I'infection par le VIH-1, il
pourrait peut-étre permettre un controle de la charge virale aprés l'infection, voire méme une
éradication du virus. Pour ce faire, diverses stratégies ont été développées: vaccins vivants
recombinants, vaccins ADN ou encore lipopeptides (nous parlerons de cette derniére stratégie plus

en détail dans la derniére partie de cette introduction).

Une des manieres bien connue d’obtenir des CTL est I'utilisation de vaccins atténués. En effet, ce
type de vaccin qui permet de générer une réponse immunitaire compléte constituée de CTL et
d’anticorps est I'approche traditionnelle utilisée pour la vaccination contre les virus de la rougeole, la

rubéole, les oreillons, la fievre jaune et la varicelle/zona. Cependant I'utilisation d’un vaccin VIH-1
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atténué est difficilement envisageable chez 'homme. En effet, méme si I'efficacité d’un vaccin VIS
délété dans le gene Nef a prouvé son efficacité chez le macaque , la possibilité
pour ce type de vaccin d’induire un SIDA a également été démontrée . De plus,
comme le VIH-1 met une dizaine d’année environ a induire un SIDA, il n’est pas possible d’étre assuré
d’une innocuité a long terme d’un vaccin VIH-1 atténué , d’autant plus que

le génome du virus va s’intégrer au génome des cellules infectées.

De ce fait, le développement de différents vecteurs vivants recombinants contenant des parties du
génome du VIH-1 s’est accéléré dans les années 1990-2000, particulierement la famille des poxvirus
avec le canarypox (ALVAC) et les virus de la vaccine atténuée (NYVAC et MVA); ou encore des
adénovirus (de sérotype 5, 26 et 35) . Les deux essais de
phase Illb HVTN 502 (STEP) et HVTN 503 (Phambili), utilisant comme vaccin un adénovirus
recombinant de sérotype 5 (rAd5) exprimant les protéines Gag, Pol et Nef du VIH-1 de sous-type B

sont lancés en 2004 et 2007, respectivement (Tableau 4).

L’essai HVTN 502 (STEP) est mené chez 3000 volontaires d’Amérique du Nord, des Caraibes,
d’Amérique de Sud et d’Australie incluant des homosexuels de sexe masculin ainsi que des hommes
et femmes hétérosexuels. Malgré la détection de réponses T CD8" , cet essai ne
montre aucune protection chez les vaccinés, ni méme de diminution de la charge virale chez les
vaccinés infectés . Le nombre d’infection est méme significativement plus
élevé chez les hommes non-circoncis vaccinés et séropositifs pour I’Ad5 que chez les placebos. Ces
résultats entrainent en 2007 I'arrét de cet essai ainsi que I'arrét de I'enr6lement des volontaires pour
I’essai HVTN 503 (801 vaccinés au lieu des 3000 prévus) réalisé en Afrique du Sud chez des hommes
et femmes hétérosexuels. L'analyse des résultats de I'essai HVTN 503 ne montrera également aucun
bénéfice de la vaccination . Cependant, des analyses
effectuées chez les volontaires vaccinés s’étant infectés au cours de I'essai STEP vont montrer que
malgré la faible intensité et la faible étendue des réponses T CD8" induites par le vaccin, ces réponses
semblent avoir été suffisamment fortes pour avoir généré un échappement spécifique du virus
initialement transmis . De plus, chez les vaccinés infectés ayant
des réponses T contre au moins 3 épitopes de la protéine Gag, il a été observé une diminution de la
charge virale plasmatique par rapport aux individus vaccinés ne présentant pas de réponses contre
Gag . 'impact négatif de I'immunité anti-vecteur également observé lors de I'essai
STEP a conduit au développement d’adénovirus recombinant d’autres sérotypes que I’Ad5, moins

fréquents dans la population humaine, comme I’Ad26 et I’Ad35.
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Outre les vecteurs vivants recombinants, un autre type de vaccin permettant I'induction de CTL s’est
développé a partir des années 1990 : le vaccin ADN

. Il s’agit en fait d’'un plasmide contenant les génes des protéines que I'on souhaite faire
exprimer par la cellule cible comme par exemple les protéines Gag, Pol et Nef du VIH-1

. Généralement, ce type de vaccin est utilisé dans des stratégies dites de « prime-boost »
permettant I'induction de fortes réponses cellulaires . En effet, il a été observé
qgue I'immunogénicité des vecteurs viraux recombinants était significativement améliorée lorsqu’ils
étaient injectés sous forme de « boost » aprés une immunisation initiale (« prime ») avec un vaccin
ADN . Ces stratégies de « prime-boost » ont en fait été mises en place pour le
développement de vaccins contre différentes infections virales dans le but d’augmenter les réponses

cellulaires et humorales.

On distingue deux types principaux de « prime-boost » : les « prime-boost » homologues utilisant le
méme antigene délivré plusieurs fois par le méme vecteur (vaccination classique), et les « prime-
boost » hétérologues utilisant le méme antigéne délivré par des vecteurs différents. Dans de
nombreux cas, les « prime-boost » hétérologues se sont avérés plus immunogenes que les « prime-
boost homologues » . En effet, le « prime-boost » hétérologue permet de limiter
le nombre d’injections avec un vecteur vivant recombinant et ainsi d’éviter que le systéme
immunitaire ne génére une trop forte réponse anticorps anti-vecteur pouvant limiter son efficacité.
Cela permet donc au systeme immunitaire de focaliser les réponses sur les inserts vaccinaux. Enfin on
peut distinguer également deux catégories de « prime-boost » hétérologues : ceux basés sur des
inserts homologues et ceux basés sur des inserts hétérologues. Il a d’ailleurs été montré qu’une
vaccination avec des séquences hétérologues de I'enveloppe du VIH-1 (sous-type A et sous-type B) et
des vecteurs hétérologues (Ad5 et Ad35) permettait d’augmenter les réponses T spécifiques des

régions conservées du VIH-1

L’essai de phase Ill HVTN 505, utilisant une stratégie de « prime-boost » hétérologue, a été lancé aux
USA en 2009. Cet essai a évalué I'efficacité d’un vaccin ADN consistant en 6 plasmides (exprimant
Gag, Pol, Nef du sous-type B + Env des sous-types A, B, C) en « prime » et quatre rAd5 (1 exprimant
Gag/Pol du sous-type B + 3 exprimant Env des sous-types A, B, C) en « boost » chez environ 2500
volontaires (Tableau 4). Etant donné le précédent concernant I’Ad5 utilisé dans I’essai STEP, seuls des
hommes homosexuels circoncis et n’ayant pas d’anticorps préexistant contre I’Ad5 ont été vaccinés.
Cet essai a été stoppé avant la fin pour inutilité. En effet, les résultats de cet essai montraient que le
schéma vaccinal n’avait pas réduit le taux d’infection par le VIH-1, ni méme influé sur la charge virale

des vaccinés infectés . De maniére surprenante, il a récemment été montré que
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I'intensité et la polyfonctionnalité des réponses T CD8" dirigées contre Env étaient inversement

corrélées avec le risque d’infection par le VIH-1 dans cet essai

iv. L’essai Thai RV144

Le premier essai de phase lll ayant utilisé une stratégie « prime-boost » hétérologue a été I'essai
RV144. Cet essai réalisé en Thailande entre 2003 et 2009 chez plus de 16 000 volontaires (hommes et
femmes ayant principalement un risque d’infection par voie hétérosexuelle) a testé I'efficacité d’un
schéma vaccinal utilisant en « prime » un canarypox recombinant pour les protéines du VIH-1 Gag,
Protéase et gp41 de sous-type B et gp120 de sous-type CRF_AE (ALVAC vCP1521), et en « boost » ce
méme ALVAC en association avec une protéine recombinante gp120 bivalente de sous-type B/E
(Tableau 4). Les résultats de cet essai ont montré une réduction de I'infection par le VIH-1 de 31,2%
apres 42 mois de suivi et méme de 60,5% 12 mois aprées la derniere
vaccination . Par contre, la vaccination n’a pas permis de diminuer la charge virale
chez les vaccinés infectés. De nombreuses études ont été réalisées pour identifier les corrélats de
protection de cet essai et ont notamment été identifiés :

- la présence d’lgG spécifiques de la région V1-V2 de I'enveloppe ,
particulierement du sous-type 1gG3 associé a |'activité ADCC et ADCP

’

- la présence d’'lgG spécifiques d’épitopes linéaires des régions V2 et V3 de la gpl20

7

- la présence d’une réponse T CD4" polyfonctionnelle ,
- un polymorphisme dans le géne FCGR2C ,
Par contre, la présence d’IgA a été associée a un risque accru d’infection . En

effet il a été montré que les IgA anti-gp120 induits par la vaccination entraient en compétition avec

les 1gG, les empéchant de se fixer sur la gp120 et bloquant ainsi leur activité ADCC

Une compilation des différents corrélats de protection retrouvés dans les différents essais
d’efficacité a récemment été publiée et est présentée en Tableau 5 . De
maniere intéressante, il a été récemment montré que les corrélats de protection lors de I'infection
naturelle étaient les mémes que ceux identifiés dans I'essai RV144 : anticorps dirigés contre la région
V1-V2 de I'enveloppe, ADCC contre des cellules exprimant la protéine d’enveloppe en conformation

ouverte et exposant le site de liaison au CD4, et présence d’un faible ratio IgA/IgG dans le plasma
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Vaccine regimen

VAX003 (Phase Ill) Protein/
Alum (CRFO1_AE/Clade B
Env)*?

VAX004 (Phase Ill) Protein/
Alum (Clade B Envs)*®

STEP HVTN502 (Phase llb)
Ad5 Vector (Clade B Gag/Pol
Nef)**

Phambili HYTN503 (Phase IIb)
Ad5 Vector (Clade B Gag/Pol
NeﬂS?

RV144 (Phase Ill) ALVAC
vector (Clade B Gag/Pro +
CRFO1_ A/E Env) + Protein/
Alum (CRFO1_AE/B Env)®

HVTNS505 (Phase IIb) DNA/
Ad5 (Clade A, B, C Env, Clade
BGag/Pol)*°

Location/risk population

Thailand/injection drug users

USA/MSM/high risk women

North/South America,
Awustralia, Caribbean/MSM
and High Risk Hetero-
sexual Men and Women

South Africa/Hetero-sexual
Men and Women

Thailand/Community

USA/MSM and TG, Ad5
seronegative, Circumcised

Overall vaccine
efficacy

No efficacy

No efficacy

Mo efficacy®

No ei‘i‘n:ev::y‘1

31% efficacy

No efficacy®

Increased risk
of infection

No

No

Yes

n/d

No

No

Immune
correlates of
decreased
vaccine efficacy®

No

No

n/d

n/d

Yes
Plasma Env

| gA7 174

No

Immune correlates of
decreased HIV risk

No*?

Yes
ADCVI, CD4
Blocking, Tier 1 NAb

No

n/d

Yes
V1V2 IgG, Linear
V2,V1V2 1gG3,
Interactions (ADCC,
Avidity, Tier 1 NAb,
IgA), CD4" T cell
Polyfunction,
Cytakinesn—n.?s.lll

Yes
CD8" Env T-cell
Polyfunction®

Immune correlates of
immune control post
infection

No

n/d

Yes
T cell breadth/
magnitude, Lower VL

n/d

n/d

n/d

Virus sieve

Nolis.b

No 160161

Yes

n/d

Yesas.m

Yes

Host genetic correlates
n/d

Yes
Fcy receptor llla genotype (VV
genotype)'*®

Yes
HLA alleles (B*27, B*57,
B*58:01), Lower viral load

n/d

Yes
HLA A*02 allele*?: FeyRIIC
-118 L allele!*: DQB1*06!"?

n/d

The six HIV-1 vaccine efficacy studies are listed alongside their corresponding outcomes for vaccine efficacy, immune correlates of risk, and associations of vaccine efficacy with virus sieve analysis and host
genetics. Findings with positive outcomes for vaccine efficacy are shaded in blue and findings with negative outcomes for vaccine efficacy are shaded in gray. MSM = Men who have sex with Men; TG = transgen-
der; ADCVI = antibody-dependent, cell-mediated virus inhibition; Tier 1 NAb = neutralizing antibodies that target easy to neutralize viruses (ie not circulating transmitted/founder viruses); V = Valine, FcyRllla is
encoded by alleles that confer either a phenylalanine (F) or valine (V) at amino acid position 158.
?No increased risk of infection compared to the placebo group.
®No significant virus sieve that correlated with acquisition. An atypical genetic sieve in the V2 region was identified but also did not correlate with acquisition.
“Efficacy futility determined at first interim analysis after full enrollment.
Yaccinations discontinued: unblinded early based on STEP result.

“Frahm N, McElrath MJ et al. (2016} Research for Prevention Meeting, Chicago, IL.

Tableau 5 : Principaux corrélats de protection retrouvés dans les différents essais d’efficacité anti-VIH-1

D’aprés Tomaras & Plotkin, 2017

91



Introduction — Troisieme partie : Les vaccins anti-VIH

3. Et maintenant ?
i. Les essais post-RV144

Apres la déception des essais Vax 003, Vax 004, STEP et Phambili, Les résultats de RV144 ont redonné
un nouveau souffle a la recherche d’un vaccin prophylactique contre le VIH-1

. Plusieurs essais se calquant sur le design de RV144, tout en essayant de I'améliorer ont été
lancés comme notamment I'essai de phase Ilb HVTN 702 lancé en Afrique du Sud et qui prévoit
I'inclusion de 5400 volontaires sains, hommes et femmes sexuellement actifs. Cet essai dont les
résultats sont attendus fin 2020 évalue I'efficacité d’'un ALVAC de sous-type C avec une protéine
recombinante de sous-type C injectée avec I'adjuvant MF59 (Tableau 4). Les résultats de cet essai
sont trés attendus concernant I'avenir de I'adjuvant MF59 car une étude comparant dans le modele
macaque le schéma vaccinal de I'essai RV144 (ALVAC-VIS + gp120 adjuvantée par alum) avec celui
d’HVTN 702 (ALVAC-VIS + gp120 adjuvantée par MF59) a montré que seul le schéma vaccinal de
RV144 permettait de retarder l'infection aprés plusieurs injections intrarectales de VIS. Dans cette
étude, 'efficacité vaccinale était associée notamment a |'effet de I'alum sur I'induction au niveau des
mugqueuses d’ILC spécifiques de I'enveloppe et sécrétant de I'lL-17 ainsi que d’lIgG anti-V2

. De nombreux autres essais de phase | et Il sont également en cours utilisant plusieurs

vecteurs différents dans des stratégies de « prime-boost »

. De plus, la recherche concernant I'optimisation des vaccins dans le but d’induire des bNAbs et

d’améliorer la réponse cellulaire continue activement.

ii. Les stratégies actuelles visant a induire des bNAbs

Bien qu’un grand nombre de bNabs aient été identifiés chez des patients séropositifs pour le VIH-1
et que certains soient testés en prophylaxie de pré- ou post-exposition

, I'induction de tels anticorps par un vaccin est difficile du fait de la nature méme de ces
anticorps : nombreuses mutations somatiques, long CDR3 sur la chaine lourde, auto-réactivité
importante . Différentes stratégies sont tout de méme développées afin
de générer I'induction de ces anticorps par des vaccins, comme I'utilisation de SOSIP (glycoprotéines
de I'enveloppe du VIH-1 ayant une structure stabilisée représentant la conformation native de la
gp140), de protéines d’enveloppe construites afin d’activer les prédécesseurs de la lignée germinale
de bNAbs (comme eOD-GT8) ou encore de vaccinations séquentielles avec différents variants de la

protéine d’enveloppe afin d’induire le développement de bNAbs
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iii. Les stratégies actuelles visant a induire des LT CD8"

Concernant les vaccins ayant pour but d’induire des réponses cellulaires, plusieurs stratégies sont
développées afin d’améliorer ces vaccins :

- Tout d’abord, I'augmentation de I'étendue et de I'intensité des réponses avec I’utilisation
par exemple de nouveaux vecteurs recombinants réplicatifs . Le vaccin le plus
avancé utilisant ce type de vecteur est un CMV recombinant induisant de fortes réponses T
effectrices mémoires . En effet, 50% des macaques ayant recu ce type de vaccin
et ayant été ensuite infectés par un VIS par voie intravaginale, intrarectale ou intraveineuse ont
montré un contréle efficace de la charge virale, et méme une élimination progressive du virus de
I'organisme . De maniére intéressante, il a été montré que ce vaccin induisait
des réponses T CD8" spécifiques de Gag particuliéres car restreintes en grande partie par le CMH de
classe Il mais également par les molécules du CMH-E non classique de classe Ib

. Cependant, le probléeme majeur de ce vaccin est qu’il est basé sur une souche
particuliere de CMV de singe dont I'’équivalent chez 'homme n’a pas encore permis I'induction de
ces réponses particuliéres

- Ensuite, la focalisation des réponses sur les zones hautement conservées du VIH pour
limiter I'’échappement du virus a la réponse immunitaire . Un vaccin
contenant des fragments conservés du VIH-1 de différents sous-types a également été congu afin de
générer une immunité universelle . Cette derniéere stratégie utilisant
plusieurs vecteurs (adénovirus recombinant, MVA recombinant et vaccin ADN) dans des stratégies de
« prime-boost » a permis I'induction des plus fortes réponses T anti-VIH observées apres vaccination
chez ’homme a ce jour . De plus, les LT CD8" induits par la
vaccination sont capables in vitro d’inhiber la réplication du VIH

- Ou encore la sélection d’épitopes induisant des réponses de forte avidité associées a un
controle de la réplication virale

- Enfin, la génération de vaccins mosaiques contenant plusieurs variations de séquences
protéiques du VIH-1 afin d’augmenter le nombre potentiel d’épitopes pouvant étre reconnus a
I’échelle de la population . Ce type de vaccin mosaique testé récemment en
parallele chez 'homme et chez le singe a permis de montrer que le schéma vaccinal utilisant 2
« prime » Ad26.Mos.HIV (exprimant les génes mosaiques Env/Gag/Pol) puis 2 « boost »
Ad26.Mos.HIV + Env gp140 de sous-type C (adjuvantée avec de I’alum) était trés immunogeéne chez
I'homme. En effet, cette combinaison a permis lI'induction de réponses anticorps spécifiques de
I’enveloppe du VIH-1 et des réponses T chez respectivement 100% et 83% des vaccinés. De plus,

cette méme combinaison vaccinale a permis la protection de 77% des macaques contre une infection
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par un SHIV. De maniere intéressante, les réponses humorales et cellulaires dirigées contre
I’enveloppe du VIH-1 sont les corrélats de protection trouvés dans cet essai

Ces résultats ont permis le récent lancement de deux essais d’efficacité de phase Ilb basés sur ce
schéma vaccinal : HVTN 705/HPX2008 (Imbokodo), ayant pour population cible 2600 femmes
d’Afrique subsaharienne séronégatives pour le VIH-1 et HVTN 706/HPX3002 (Mosaico) ayant pour
population cible 3800 hommes homosexuels ou transgenres séronégatifs pour le VIH-1 en Amérique

du Nord, Amérique du Sud et en Europe (Tableau 4).

lll. Le vaccin thérapeutique
1. VIH/SIDA : objectif guérison

Méme si I'introduction a la fin des années 1990 de la thérapie antirétrovirale combinée (cART) a

permis de réduire la mortalité et la morbidité liées au VIH ainsi que le risque de
transmission du virus , ace jour 41% des personnes infectées
par le VIH dans le monde n’ont pas accés au traitement antirétroviral . De plus,

méme si la thérapie antirétrovirale permet un contréle de la charge virale, elle ne permet pas
I’éradication du virus et le traitement doit étre pris pendant toute la vie de I'individu. Cela peut poser
un probléme d’observance thérapeutique qui peut avoir pour conséquences un rebond de la charge
virale et la possible contamination du partenaire sexuel mais également I'émergence de souches
résistantes au traitement antirétroviral suite a |‘apparition de mutations d’échappement au
traitement . De plus, comparés a des individus non-infectés par le VIH, les
patients séropositifs pour le VIH souffrent tout de méme plus de comorbidités non transmissibles
liées a I'age de nature cardio-vasculaires, rénales ou hépatiques . En outre, le
temps médian de survie estimé chez des patients séropositifs pour le VIH-1 traités efficacement de
50 ans ou plus reste inférieur a celui de la population générale . A ce jour, seule
une transplantation de cellules souches hématopoiétiques réalisée a I'aide de cellules homozygotes
pour la délétion CCR5A32 a permis I’éradication du VIH-1 et la guérison totale chez deux patients
séropositifs pour le VIH-1 atteints de cancer . Cependant, ce
traitement est trés lourd et il ne peut pas étre envisagé a I'’ensemble des personnes infectées par le

VIH.

Les stratégies considérées aujourd’hui pour guérir du VIH/SIDA se basent notamment sur

I’élaboration d’'un vaccin thérapeutique. Dans la médecine contemporaine, le terme de vaccin est
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généralement utilisé dans le contexte d’une prophylaxie de pré-exposition ou un antigene est
administré a des individus sains afin d’éviter une possible infection par un agent pathogéne. Des
vaccins peuvent également parfois étre injectés rapidement aprés une exposition a un pathogéne
(avant les signes cliniques de la maladie) dans le cas d’'une prophylaxie de post-exposition, comme
c’est le cas pour la rage. Mais des vaccins peuvent aussi étre injectés aprés qu’une infection se soit
installée et ait engendré des signes cliniques, il s’agit alors de vaccination thérapeutique. Si ce terme
peut sembler étre un oxymore, il est pourtant utilisé depuis le début du XXeéme siecle. En effet, la
vaccination thérapeutique est un concept introduit en 1850 par Auzias-Turenne lorsqu’il a proposé
de traiter la syphilis par une vaccination syphilitique ou syphilisation. Ensuite, Robert Koch a été le
premier a montrer en 1890 qu’une réponse immunitaire naturelle pouvait étre boostée dans ses
expériences de vaccination thérapeutique contre la tuberculose. Puis AlImroth Wright flt le premier a
exposer une théorie générale de la vaccination thérapeutique au début des années 1900

. Cependant I'efficacité de la vaccination thérapeutique n’a encore jamais été irréfutablement
prouvée. Dans le cas de l'infection par le VIH-1, la vaccination thérapeutique a pour but d’induire
et/ou d’augmenter les réponses cellulaires spécifiques du virus chez des patients sous traitement
antirétroviral, afin de permettre un meilleur contréle de I'infection et d’empécher une évolution vers
le SIDA aprés un arrét du traitement antirétroviral , voire dans le

meilleur des cas d’éliminer totalement le virus et de guérir de I'infection

2. Différentes stratégies vaccinales pour un vaccin thérapeutique anti-VIH-1
i. Rétrospective historique des stratégies « classiques »

Comme pour le vaccin prophylactique, les essais de vaccination thérapeutique anti-VIH-1 ont
commencé tot. En fait, les premieres expériences d'immunothérapie cellulaires datent méme de
1986, a Kinshasa, ou des patients africains infectés par le VIH-1 vont recevoir des cellules autologues
inactivées infectées par le VIH ou le virus de la vaccine recombinant exprimant la protéine gp160 du
VIH . Le premier essai de phase | consistant en des injections intraveineuses,
intramusculaires et sous-cutanées de LB autologues infectés par un virus de la vaccine recombinant
pour les protéines Gag, Pol et Env du VIH-1 a lieu des 1989 en France , mais pour
des raisons de sécurité concernant I'inactivation des cellules en plus de I'absence de restauration de
I'immunité cellulaire, ce protocole sera arrété . De l'autre c6té de 'océan atlantique,
I'idée de vacciner des personnes infectées par le VIH-1 est proposée en 1987 par Salk .Un

premier essai utilisant un vaccin a base de VIH-1 inactivé déplété de la protéine gp120 injecté avec
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I’adjuvant incomplet de Freund (Remune) chez des patients séropositifs pour le VIH est lancé la
méme année . Ce vaccin a été testé dans de nombreux essais mais son efficacité
clinique n’a pas été prouvée de maniere claire . La gp160 recombinante,
qui a été testée des 1987 chez des volontaires sains est également testée chez des sujets infectés par
le VIH et le premier essai thérapeutique de phase | utilisant ce vaccin, montrant que la gpl160
recombinante est immunogénique chez les patients séropositifs pour le VIH-1, est publié en 1991
. Cependant, quelques années plus tard un essai de phase Il ne montrera
aucune efficacité clinique de la gp160 recombinante . Le premier essai de
vaccination thérapeutique anti-VIH utilisant un vaccin ADN est publié en 1998
. Des vecteurs viraux recombinants comme les canarypox (ALVAC) vont ensuite étre testés. Les
résultats de I'essai QUEST, évaluant I'impact du vCP1452 (ALVAC recombinant pour les protéines
Gag, Pol et Nef du VIH-1) en association ou non avec Remune chez des patients infectés par le VIH-1
ayant commencé la thérapie antirétrovirale en phase aiglie de I'infection, ont montré que malgré
I'induction de réponses cellulaires anti-VIH-1, les différentes combinaisons vaccinales n’induisaient
pas de controle de la réplication virale apres arrét du traitement . De
nombreux autres essais de vaccination thérapeutique anti-VIH utilisant ces stratégies « classiques »
ont été réalisés ou sont en cours . De maniére générale, les résultats de ces
essais de phase | ou Il, réalisés en phase aigué ou en phase chronique de l'infection, utilisant
notamment des vaccins ADN et des vecteurs recombinants (ALVAC, MVA, adénovirus), ainsi que des

protéines, peptides et lipopeptides dans différentes stratégies vaccinales, se sont avérés décevants

ii. La stratégie lipopeptide

Comme nous venons de le voir, différentes stratégies ont été et sont encore développées afin de
trouver un vaccin thérapeutique efficace contre le VIH-1. Comme les bases de I'immunité cellulaire
reposent sur la présentation de peptides aux LT par les APC, et notamment la reconnaissance de
peptides présentés par les molécules HLA de classe | pour les LT CD8" , une
approche vaccinale basée sur des peptides a commencé a émerger a la fin des années 1980. Les
avantages d’une telle approche, comparée aux autres types de de vaccins plus conventionnels, étant
la pureté, 'uniformité entre les lots, les faibles colits de production, mais également la spécificité
dans l'induction des réponses immunitaires. Néanmoins, le vaccin peptidique a un inconvénient : sa
faible immunogénicité. En effet, pour induire des réponses immunitaires, les peptides ont besoin

d’étre injectés avec des adjuvants puissants, pas forcément compatibles avec une utilisation chez
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’'homme. Cependant, en 1989, Deres et ses collaborateurs montrent pour la premiere fois
I'immunogénicité de peptides liés de maniere covalente a une molécule lipidique : les lipopeptides

. L'ANRS (France Recherche Nord&Sud Sida-HIV hépatites) décide alors de se
lancer dans cette voie en joignant les efforts d'immunologistes, de biologistes et de chimistes, dans
un programme original combinant science fondamentale et recherche clinique afin de développer un
vaccin anti-VIH-1 a base de lipopeptides permettant d’induire des réponses cellulaires poly-

épitopiques

Apres la démonstration d’une association physique entre les molécules HLA de classe | et les
peptides immunogéniques , les régions des différentes protéines du VIH-1
capables de se lier a plusieurs molécules HLA de classe | sont identifiées
. Puis des séquences du VIH-1 relativement conservées et riches en épitopes T

CD8" sont identifiées comme la partie centrale de la protéine Nef ,
ou encore dans les protéines Gag pl7 et p24 . Dans le
méme temps, il est montré qu’une construction lipopeptidique contenant une séquence de 34 acides
aminés provenant de I'enveloppe du VIH-1, injectée sans adjuvant chez la souris, permet I'induction
de réponses CTL, HTL et anticorps, validant ainsi I'immunogénicité des lipopeptides

. L'immunogénicité des lipopeptides est ensuite démontrée chez le macaque

. Puis les chercheurs vont déterminer la molécule lipidique la plus adaptée a coupler aux
peptides (groupement palmitoyl), ainsi que la position de la liaison souhaitable (C-terminale)

La description de mutations d’échappement a la réponse CTL décrite au sein de la
région centrale de la protéine Nef souléve le besoin d’inclure dans un vaccin CTL
plusieurs épitopes reconnus par plusieurs molécules HLA différentes (donc plusieurs régions poly-
épitopiques), et dans la mesure du possible dans des régions trés conservées du VIH-1, afin d’éviter
un échec du vaccin. Cette nécessité absolue de générer des CTL dirigés contre plusieurs épitopes
différents est notamment démontrée apres l'injection de 7 lipopeptides chez deux macaques
infectés ensuite par voie intraveineuse avec un VIS. En effet, ces animaux qui ont induit des CTL
dirigés contre seulement 1 seul épitope de Nef aprés vaccination, se sont avérés incapables de
controler la réplication virale apres l'infection, suite a I'apparition de mutations au sein de cet
épitope . De ce fait, les lipopeptides développés par I’ANRS pour étre testés
chez 'homme vont cibler différentes protéines du VIH-1 comme Env, Nef, Pol, Gag pl17 et p24.
Toutes les séquences choisies contiennent des clusters d’épitopes T CD8"

et I'’étude de certains de ces fragments peptidiques comme ceux de la

protéine Nef, montre qu’ils contiennent également de nombreux épitopes T CD4"
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Les mécanismes d’apprétement et de présentation des lipopeptides sont également étudiés. Il est
notamment montré qu’apres endocytose par les DC, les lipopeptides monopalmitoylés peuvent étre
dégradés par le protéasome mais également par la tripeptidyl peptidase I
, avant d’étre présentés aux LT CD8" par la voie de présentation croisée
. De plus, il est également montré que de tels lipopeptides peuvent

activer les DC par le TLR-2

Plusieurs candidats vaccins lipopeptidiques sont testés chez I’homme, seuls ou en association avec
d’autres types de candidats vaccins, dans des essais de vaccination prophylactique et thérapeutique
de phase | et Il menés par 'ANRS mais également par le « Vaccine Research Institute » (VRI)

. Un de ces essais thérapeutiques, I'essai ANRS DALIA, utilise une technologie
particuliére : le « DC targeting » ou ciblage des cellules dendritiques . Les réponses

immunitaires T induites par ce vaccin seront particulierement étudiées au cours de cette these.

iii. La cellule dendritique : une cellule clé dans les stratégies vaccinales

a. DC targeting ex vivo

Devant la faible efficacité clinique des différents candidats vaccins « classiques » testés dans divers
essais de vaccination thérapeutique contre le VIH-1 , et connaissant le
role clé des cellules dendritiques dans l'initiation de la réponse immunitaire adaptative, de nouvelles
stratégies ayant pour but de cibler les DC se sont développées. Comme les DC sont présentes a faible
fréquence dans I'organisme (0,5 a 2% des PBMC pour les DC et 2 a 3% des cellules épidermales pour
les cellules de Langerhans), des protocoles visant a différencier ex vivo des monocytes en DC a I'aide
de cocktails cytokiniques ont été mis au point. C’est a partir de ces protocoles que se sont
développées les stratégies de « DC targeting » ex vivo consistant a prélever les monocytes de
patients, les différencier ex vivo en DC, les charger avec I'antigéne et les maturer avant de les
réinjecter aux patients. Plusieurs essais utilisant cette technologie avec différents types d’antigenes
du VIH-1 (protéines, peptides, lipopeptides, ALVAC, ARNm ou encore VIH autologue inactivé) ont été

publiés, donnant des résultats encourageants

b. DC targeting in vivo

La complexité du protocole du « DC targeting » ex vivo (aphéreses pour isoler les monocytes, culture

des monocytes afin de les différencier en DC) rend cette stratégie difficilement généralisable a
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I’ensemble des patients infectés par le VIH-1. Du coup, la communauté scientifique a cherché
d’autres solutions pour cibler les DC in vivo. Une des solutions est I'utilisation d’anticorps couplés a
un antigéne d’intérét. En effet, les DC expriment tout un arsenal de récepteurs pouvant permettre un

ciblage spécifique de I'antigéne d’intérét sur ces cellules (Figure 36).

: LOX-1
@ T DC-ASGPR

DC-5IGN

DEC-205

MMR Q

=
=

CLEC-6
®  Dectin-1

w

Dendritic Cell
@ Carbohydrate recognition domains (CRD) 4 Triad of acidic amino acids
or CRD-like domains === Fibronectin type Il repeat
= Tyrosine-based motif for targeting BN Di-leucine motif
to coated pits and internalization == Tandem repeat

Figure 36 : Les récepteurs des DC candidats pour le DC targeting

Cette technologie, qui a 'avantage de pouvoir étre utilisée aussi bien en vaccination thérapeutique
gu’en vaccination prophylactique, est particulierement développée par le VRI, et a déja donné des
résultats intéressants chez la souris humanisée (Cheng et al., 2018) ainsi que chez le macaque
(Flamar et al., 2018). Elle va prochainement étre testée chez 'homme dans le cadre d’essais

cliniques.

Une autre solution envisagée afin de cibler les DC in vivo est I'injection de vaccin directement dans

les ganglions lymphatiques (de Jong et al., 2019).

3. Les perspectives de guérison et d’éradication

Les vaccins thérapeutiques anti-VIH-1 utilisés seuls ont globalement montré un effet antiviral limité
(réduction de la virémie plasmatique de l'ordre de 0,2-0,5 log, faible décalage du rebond viral

pendant I’ATI). Le manque d’efficacité des vaccins thérapeutiques peut notamment étre expliqué par
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I’échappement rapide du virus a la réponse T CD8", la présence de cellules T CD4" infectées de
maniére latente et donc invisibles pour les CTL, ou encore I'absence de restauration des fonctions
des LT CD8* malgré un contréle de la charge virale prolongé par la thérapie antirétrovirale. Il est donc
maintenant généralement admis que les stratégies de guérison vont nécessiter des thérapies

combinées

i. L’éradication

Concernant I'objectif difficilement réalisable de I'éradication du VIH-1, c’est-a-dire I'élimination de
tout le VIH-1 contenu dans les réservoirs de l'organisme, quatre principales stratégies sont

actuellement considérées.

La premiere est I'allogreffe de cellules souches CCR5A32, qui comme nous I'avons vu précédemment,
est a ce jour la seule stratégie ayant fait ses preuves. Cependant cette stratégie n’est pas
envisageable a grande échelle. De plus, le fait qu’il ait récemment été montré que la présence de
cette délétion homozygote dans la population générale était associée a une diminution de
I'espérance de vie , en réduisant la résistance a d’autres maladies

infectieuses, pose la question du bénéfice/risque de cette stratégie.

La deuxiéme stratégie possible est la thérapie génique, une autre stratégie difficilement envisageable

a I’heure actuelle.

L'utilisation d’agents de réversion de latence virale (« latency-reversing agent » ou LRA) constitue
une troisieme stratégie dans laquelle beaucoup d’espoirs sont fondés. En effet, différents agents
comme les HDACi (inhibiteurs des histones désacétylases), les DNMTi (inhibiteurs des ADN
méthyltransférases), les agonistes de la voie PKC-NFkB (« protein kinase C - nuclear factor kappa B »)
ou encore les anticorps anti-ICB (« immune checkpoint blockers ») comme le Pembroluzimab
(anticorps monoclonal anti-PD1) permettent une régulation positive de la transcription. Des
stratégies de combinaisons de ces agents avec |'utilisation de vaccins thérapeutiques permettant de
booster la réponse immunitaire contre le VIH-1, appelées « shock and kill », sont actuellement en

cours d’évaluation

La derniére stratégie est d’identifier un marqueur spécifique des cellules constituant le réservoir du
VIH-1 afin de pouvoir les cibler par des toxines ou des drogues pour les

éliminer
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ii. La cure fonctionnelle ou rémission a long terme

La cure fonctionnelle correspond au contréle de la charge virale du VIH-1 sans traitement
antirétroviral mais sans avoir éliminé tout le virus de 'organisme. Des rémissions a plus ou moins
long terme ont déja été observées chez des patients infectés par le VIH-1 traités en primo-infection
et ayant ensuite arrété leur traitement antirétroviral. C'est le cas du « Mississippi Child » ayant recu
une thérapie antirétrovirale 30 heures aprés sa naissance jusqu’a ses 18 mois et chez qui le rebond
viral a été détecté dans le plasma 21,9 mois apres avoir arrété le traitement ,
ou encore celui des patients PTC (« post-treatment controllers ») dont nous avons déja parlé. Ces
patients, qui ont initié un traitement antirétroviral dans les 10 semaines suivant I'infection et I'ont
suivi pendant plusieurs années avant de I'arréter, contrélent maintenant leur charge virale et sont

étudiés depuis plusieurs années, notamment au sein de la cohorte VISCONTI

Parmi les stratégies envisagées pour arriver a la cure fonctionnelle, on peut noter I'utilisation
d’anticorps anti-o4B7 (intégrine permettant la migration des LT CD4" vers les GALT) qui a montré
chez des macaques infectés par un VIS puis mis sous ART des résultats tres encourageants sur le

controle de la charge virale aprés I'arrét du traitement antirétroviral

Les anticorps neutralisants a large spectre sont également envisagés car de maniére intéressante, un
décalage sur la cinétique du rebond viral a été observé suite a I'utilisation de bNAbs chez des patients

ayant arrété leur traitement antirétroviral

La communauté scientifique espére donc que l'association de vaccins thérapeutiques avec ces
anticorps ou avec des immunomodulateurs tels que des cytokines (IL-7, IL-15), des « immune
checkpoint inhibitors » (anti-PD1, anti-PDL1) ou encore des agonistes de TLR (agonistes de TLR3 et
TLR7) pourront permettre un controle de la charge virale dans la durée et donc une rémission a long
terme chez les patients infectés par le VIH-1 . Récemment, une nouvelle
stratégie nommée « block and lock » a vue le jour. Cette stratégie est basée sur l'utilisation d’un
inhibiteur de la protéine Tat, le dCA (« didehydro-Cortistatin A ») empéchant la transactivation de ce
géne du VIH et donc I'activation de la transcription, ce qui empéche ainsi la réactivation du réservoir

viral

Le Tableau 6 montre différents essais cliniques terminés ou en cours visant a I'éradication ou la cure

fonctionnelle du VIH-1.
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Strategies
Anti-adB7 antibody:
vedolzumab

TLR-9 agonist:
MGN1703

TLR-7 agonist:
G5-9620

Anti-PDL1:
BMS-936559

3BNC117 bNab

VRCO7 bNab

Romidepsin and
3BNC117

Panobinostat
and PEG-IFN-a2a

Vorinostat and
AGS-004 therapeutic
vaccination

Romidepsin and
HNconsv
vaccination
[BCNO2-Romi)

Mechanism of Action
Blocks the interaction between adB7 and
MADCAM-1

May reactivate viral transcription in latently
infected cells and enhance recognition of
infected cells by effector cells

May reactivate viral transcription in latently
infected cells and enhance recognition of
infected cells by effector cells

Augments adaptive immune effector
functions, enhances T cell functions

Potential effect on the size of the reservoir by
ADCC and CDC

Potential effect on the size of the reservoir by
ADCC and CDC

May enhance HIV transcription in latently
infected cells and bNAbs may impact
latent HIV-1 reservoir size

May enhance HIV transcription in latently
infected cells; may suppress HIV replication
and decrease HIV-1 integration

May enhance HIV transcription in latently
infected cells; AGS-004 boosts HIV-specific
immune responses

May enhance HIV transcription in latently
infected cells; combined with immunogenic
HIVconsv vaccine in early treated individuals

Trial Design
Phase | trial recruiting HIV-infected
adults on ART

Phase 1b/2a trial recruiting
chronically HIV-infected ART
suppressed adults

Phase | trial recruiting
HIV-infected ART
suppressed adults

Phase | study recruiting HIV-1
infected individuals on
suppressive ART

Phase 2 study recruiting HIV-
infected individuals on
suppressive ART

Phase | study recruiting
individuals with chronic
HIV infection

Phase 2 trial recruiting treatment
naive HV-1 individuals initiating ART

Phase I/Il pilot study recruiting
HIV-infected ART-freated individuals

Phase | recruiting HIV-infected
ART-treated individuals

Phase | recruiting early ART
treated HIV-infected individuals

Readouts

Plasma viremia following
ATI

HIV DNA,
Plasma HIV RNA and CA-
unspliced HIV RNA

Plasma HIV RNA

HIV-1 RNA by SCA

Rate of viral rebound post
ATI

Plasma viral rebound
following ATI

Plasma HIV RNA kinetics
and HIV DNA levels post ATI

Change in CD4™ T cell
HIV-1 DNA levels

Change in HIV infection
frequency per milion
resting CD4™ T cells

Plasma viral rebound
kinetics following ATI

Tableau 6 : Essais cliniques visant a I’éradication ou la cure fonctionnelle du VIH-1

Clinical Trial

NCT02788175

NCT02443935

NCT02858401

NCT02028403

NCT0244684 7

NCT024 71326

NCT03041012

NCT024 71430

NCT02707900

NCTO2616874

D’aprés Perreau et al., 2017. ADCC, antibody-dependent cell mediated cytotoxicity; ART, antiretroviral therapy; ATI,
analytical treatment interruption,; CA, cell-associated; CDC, complement-dependent cytotoxicity; GIT, gastrointestinal tract;
HDACI, histone deacetylase inhibitor; HEV, high endothelial venule; LRA, latency-reversing agent; MADCAM-1, mucosal

vascular addressin cell adhesion molecule 1; SCA, single copy assay; TLR, Toll-like receptor.
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L'objectif de cette these était de comparer les réponses T induites par des vaccins prophylactiques ou
thérapeutiques anti-VIH-1, et notamment de déterminer I'impact sur I'immunodominance des
réponses T CD4" et CD8" de différentes stratégies vaccinales utilisant des lipopeptides seuls ou
associés avec d’autres candidats vaccins comme de IADN, de I’ALVAC, du MVA, ou encore des

cellules dendritiques chargées avec des lipopeptides.

Les travaux se sont divisés en 5 parties :

Le premier objectif était de comparer les réponses T (détectées par technique ELISpot IFNy aprés
stimulation de PBMC par des pools de peptides 15-mers) induites lors de différents essais de
vaccination prophylactique (ANRS VRI 01) et thérapeutique (ANRS 093, DALIA et LIGHT) anti-VIH-1
utilisant des lipopeptides seuls ou associés avec d’autres candidats vaccins. Le but de ce premier
objectif était de mettre en évidence des éventuelles différences concernant la fréquence de sujets
répondeurs ainsi que les principales régions vaccinales ciblées par les LT des volontaires sains et des
patients vaccinés dans ces différents essais cliniques, et déterminer alors si un candidat vaccin ou un
schéma vaccinal était supérieur aux autres. Comme les résultats ELISpot IFNy de I'essai DALIA (essai
de vaccination avec des DC chargées ex vivo avec des lipopeptides) se sont avérés trés intéressants,

nous avons ensuite décidé d’aller plus loin dans I'’étude des réponses observées dans cet essai.

Pour le deuxiéme objectif, je me suis donc intéressé particulierement a l'identification et la
caractérisation des réponses T CD4" et CD8" anti-VIH-1 observées aprés vaccination dans I'essai
thérapeutique DALIA. Le but de ce deuxieme objectif était de déterminer le profil cytokinique des
réponses, de rechercher une éventuelle corrélation avec la charge virale mesurée apres |'arrét de
traitement antirétroviral (phase d’ATl), mais également de réaliser une cartographie des épitopes

ciblés par les LT spécifiques du VIH-1 des patients participants a cet essai.

Aprés avoir observé une corrélation inverse entre I'étendue et I'intensité de la réponse IL-13 aprés
vaccination et la valeur maximale de charge virale pendant la phase d’ATl lors de I’essai ANRS DALIA,
nous avons décidé de quantifier les cellules T sécrétrices d’IL-13 aprés vaccination par technique
ELISpot (aprés stimulation de PBMC par des pools de peptides 15-mers) dans plusieurs essais
vaccinaux anti-VIH-1. Pour ce troisieme objectif, nous avons utilisé des PBMC congelées provenant
de volontaires sains ou de patients séropositifs pour le VIH-1 ayant participé a des essais cliniques
utilisant des lipopeptides seuls (LIPTHERA et ANRS VAC 18); associés avec d’autres candidats vaccins
comme de I’ADN (ANRS VRI 01 et LIGHT), de I’ALVAC (ANRS 093), du MVA (ANRS VRI 01) ; ou encore
des cellules dendritiques chargées avec des lipopeptides (ANRS DALIA) ou avec du VIH-1 autologue
(DCV2/MANONO7-ORVACS). Le but de ce troisieme objectif était de déterminer si I'lL-13 pouvait étre
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considérée comme un marqueur du contréle de la réplication du VIH-1 et si la quantité de LT
spécifiques du VIH-1 sécrétant de I'lL-13 était dépendante du type de vaccination, du schéma

vaccinal ou encore de la dose de vaccin utilisée.

Aprés avoir identifié les épitopes optimaux ciblés par les LT CD8" des patients de I'essai DALIA, nous
avons pu également lors d’'un quatrieme objectif comparer ces épitopes avec ceux identifiés dans
I’essai prophylactique ANRS VAC 04 et les essais thérapeutiques LIPTHERA et ANRS 093. Le but de ce
quatriéme objectif était notamment d’évaluer si I'immunodominance des réponses T CD8" anti-VIH-1
pouvait varier entre des patients séropositifs pour le VIH-1 et des volontaires sains vaccinés par des

candidats vaccins contenant en partie des lipopeptides similaires.

Enfin, la caractérisation des réponses T CD4" observées aprés vaccination chez les patients de I'essai
DALIA nous a permis dans un cinquiéme objectif de comparer ces réponses avec celles retrouvées
dans les essais prophylactiques ANRS VAC 04 et VAC 18 et les essais thérapeutiques LIPTHERA et
ANRS 093. Le but de ce cinquiéme et dernier objectif était ainsi d’évaluer si 'immunodominance des

réponses T CD4" anti-VIH-1 pouvait varier suivant le type de vaccin utilisé et la population ciblée.
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I. Description des différents candidats testés dans les essais vaccinaux analysés dans

cette these
1. LIPO-6

LIPO-6 est le premier candidat vaccin lipopeptidique qui a été testé dans un essai clinique en France.
Il est le fruit d’une longue collaboration entre chimistes et biologistes. Ce vaccin, dont une
caractérisation détaillée a été publiée (Klinguer et al., 2000), consiste en un mélange de 6 peptides
provenant des protéines Gag, Nef et Env du VIH-1 (séquences de la souche LAl du sous-type B pour
Gag et Nef, et de la souche BX08 du sous-type B pour Env) contenant de multiples épitopes CTL
(Tableau 7). Chaque séquence peptidique a été modifiée par I'ajout en position C-terminale d’un

groupe N-g- palmitoyl-lysylamide (acide palmitique) (Figure 37).

o
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Figure 37 : Représentation schématique de la partie lipidique (N°-palmitoyl-L-lysine) des vaccins

LIPO-6 / LIPO-5 / LIPO-6T

2. LIPO-5

Le vaccin LIPO-5 est basé sur le méme principe que LIPO-6, la différence entre les 2 vaccins étant le
nombre de lipopeptides et les séquences utilisées. En effet, suite aux résultats des premiers essais
vaccinaux utilisant LIPO-6, des modifications dans le choix des séquences ont été effectuées dans le

but d’augmenter I'immunogénicité du vaccin (Tableau 7).

3. LIPO-6T

Le vaccin LIPO-6T est constitué du mélange des 5 lipopeptides de LIPO-5 avec un sixieme lipopeptide
dont la séquence provient de I'anatoxine tétanique et qui contient un épitope T CD4" dit
« promiscuous » ou universel (pouvant se lier a un grand nombre de molécules HLA de classe |l
différentes et pouvant donc potentiellement étre reconnu par les LT CD4" d’'un grand nombre de

personnes) (Tableau 7).
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Lipopeptides

LIPO-6

LIPO-5

LIPO-6T

Gag 17-35 EKIRLRPGGKKKYKLKHIV K(Palm)-NH, EKIRLRPGGKKKYKLKHIV K(Palm)-NH,
Gag 183-214 | DLNTMLNTVGGHQAAMQMLKETINEEAAEWDR K(Palm)-NH,
Gag 253-284 NPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILD K(Palm)-NH,|  NPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILD K(Palm)-NH,|  NPPIPVGEIVKRWIILGLNKIVRMYSPTSILD K(Palm)-NH,
Nef 66-97 VGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGL K(Palm)-NH,| VGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGL K(Palm)-NH, | VGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGL K(Palm)-NH,
Nef 116-145° HTQGYFPDWQNYTPGPGVRYPLTFGWLYKL K(Palm)-NH,| HTQGYFPDWQNYTPGPGYRYPLTFGWLYKL K({Palm)-NH,
Nef 117-147 TQGYFPDWQNYTPGPGVRYPLTFGWCYKLVP K(Palm)-NH,
Nef 182-205 EWRFDSRLAFHHVARELHPEYFKN K(Palm)-NH,
Pol 325-355 AIFQSSMTKILEPFRKQNPDIVIYQYMDDLY K(Palm)-NH,|  AIFQSSMTKILEPFRKQNPDIVIYQYMDDLY K{Palm)-NH,
Env 303-335 TRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGEIIGDIRQAHK K(Palm)-NH,
TT 830-846° Ac-QYIKANSKFIGITELKK K{Palm)-NH,

Tableau 7 : Description des séquences peptidiques de LIPO-6 / LIPO-5 / LIPO-6T

%la cystéine normalement présente en position 142 de la séquence HIV-1,, a été remplacée par une lysine pour
des raisons stabilité du lipopeptide. ®la séquence 830-846 a été préférée a celle de I'épitope optimal 830-843
pour des raisons de solubilité. De plus, ce lipopeptide a été synthétisé avec une modification a I'extrémité N-
terminale par I'ajout d’un groupe acétyle pour des raisons de stabilité du lipopeptide

4. « LIPO-5-loaded DC »

Le vaccin « LIPO-5-loaded DC » est un vaccin individualisé constitué de monocytes du patient dérivés

ex vivo en cellules dendritiques, activées avec de I'lFNa, chargées avec LIPO-5 et maturées avec du

LPS (lipopolysaccharide) (Figure 38). Le procédé de production détaillé a été publié (Cobb et al,,

2011).

Patient
Leukapheresis

Elutriation
Enrich for Monocytes

(© "

P, S _ SR
Monocytes IFN < DC Vaccine
In vitro Culture LIPO-5 Frozen
LPS

Figure 38 : Représentation schématique de la production du vaccin « LIPO-5-loaded DC »

A. Récupération des PBMC par leukaphérése. B. Le contenu de la leukaphérése est ensuite séparé par la taille
et la densité cellulaire. C. Les monocytes enrichis sont cultivés avec du GM-CSF (« granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor ») (100ng/ml) et de I'IFNa. (500Ul/ml), chargées avec LIPO-5 (0,1uM) et maturés par
du LPS (5EU/mI). D. Les DC sont récupérées, lavées puis congelées dans une solution contenant 80% de sérum
autologue inactivé, 10% de Plasma-Lyte A supplémenté avec 5% de dextrose, et 10% de diméthylsulfoxide
(DMSO).
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5. vCP1433

Le vCP1433 est un ALVAC (dérivé du virus canarypox) exprimant la protéine Env gp120 (sous-type B,
souche MN) associée a la portion transmembranaire de gp41 (sous-type B, souche LAl), les protéines
Gag (sous-type B, souche LAIl) et Protéase (sous-type B, souche LAI) ainsi qu'un polypeptide

contenant plusieurs épitopes CTL des protéines Nef et Pol du VIH-1 (Figure 39).

Nef/pol string Nef/pol string

\\\ ,/,' \\\\\ ,/,’
N\ @ \N7
| I L e | Ll I | I |
F E I IGH B D J C A I F
////, \\\\\ /,,/ \\\\
' m_, m
- Gag/pro gp1201"M ;)120TM Gag/pro’

Figure 39 : Carte génomique du vCP1433

L'insertion des genes du VIH-1 est représentée sur la carte de restriction de I'enzyme Xhol du génome de
I’ALVAC. Les promoteurs du poxvirus sont représentés dans les carrés gris et les fleches indiquent 'orientation
de la transcription.

6. MVA HIV-B

Le MVA HIV-B est un MVA (« modified vaccinia ankara », poxvirus atténué) au sein duquel est intégré
la séquence intégrale optimisée par codon de Gag (séquence d'acides aminés (aa) 1-512) fusionnée
avec des fragments de Pol (aa : 172-219 ; 325-383 ; 461-519) et Nef (aa : 66-147 ; 182-206) de l'isolat
Bru/Lai du sous-type B du VIH-1 (Los Alamos, numéro de dépét K02013). Ces séquences sont
identiques a celles de la protéine Gag et du polypeptide Nef/Pol contenues dans le vCP1433
(Figure 40).

pTG17401
8113 bpS 2000

<
FRGpy PIIKTS

Figure 40 : Représentation schématique du MVA HIV-B
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7. GTU-MultiHIV-B

Le GTU-MultiHIV-B est un ADN circulaire codant pour un antigene MultiHIV (protéine de fusion
synthétique constituée par des polypeptides de pleine longueur de Rev, Nef, Tat, Gag pl7 et p24,
ainsi que onze régions de 17 a 45 acides aminés contenant plus de 20 épitopes Th et CTL au sein des
régions de la protéase (PR), de la transcriptase inverse (RT) et de la gp160 du VIH-1 (souche HAN2 du
sous-type B) (Figure 41).

C
10 E2 BS
/ MuliH\-B
k4
BPV1 E2
RSVLTR

-

REV NEF TAT GAG EPITOPES

Figure 41 : Représentation schématique du GTU-MultiHIV-B

Il. Description des différents essais vaccinaux anti-VIH-1 analysés dans cette thése

Pour les différents objectifs réalisés au cours de cette these, j'ai utilisé les échantillons (ou les

résultats) de différents essais cliniques (Tableau 8).

1. Les essais prophylactiques

Essai ANRS VAC 04

L'essai ANRS VAC 04 est le premier essai clinique de phase | de I'ANRS testant un vaccin
prophylactique anti-VIH-1 a base de lipopeptides. Le vaccin utilisé dans cet essai est le LIPO-6. Ce
vaccin a été injecté par voie intramusculaire a différentes doses (100ug, 250ug et 500ug) avec ou
sans adjuvant QS-21 (saponine extraite de I'écorce de I'arbre Quillaja saponaria) a la semaine (S)0, S4

et S16 chez 28 volontaires sains (Figure 42), et a induit de fortes réponses B et T détectées 4
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éme

semaines apres la 3" immunisation (Gahery-Segard et al., 2000; Pialoux et al., 2001). Un mois aprés

éme

une 4™ injection vaccinale réalisée a S48, des réponses B et T anti-VIH-1 étaient détectées chez plus
de 85% des vaccinés. Un an aprées ce boost, ces réponses étaient encore présentes chez plus de 50%
des vaccinés (Gahery-Segard et al., 2003). De plus, la quatrieme injection de lipopeptide a permis une

augmentation de I’étendue des réponses T CD8".

111 !
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Evaluation de 'immunogénicité Vaccination

Figure 42 : Schéma vaccinal de I’essai ANRS VAC 04

Essai ANRS VAC 18

L’essai ANRS VAC 18 est un essai de phase |l visant a comparer l'innocuité et I'immunogénicité de 3
doses de vaccin LIPO-5 (50ug, 150ug et 500ug de chacun des lipopeptides) administrées par voie
intramusculaire chez des volontaires sains. Ce vaccin a été injecté a SO, S4, S12 et S24 chez 132
volontaires sains, et I'immunogénicité a été évaluée 2 semaines aprés chaque injection vaccinale
(Figure 43). Plus de 60% des volontaires vaccinés ont développé une réponse T CD8" soutenue
(observée au moins a 2 occasions entre SO et S26) détectée par technique ELISpot IFNy aprés
amplification des cellules mémoires, et 40% des volontaires présentaient une réponse proliférative
(T CD4") cumulative jusqu’a $26 (Salmon-Céron et al., 2010). La région Gag 253-284 a été identifiée
comme la plus immunogéne aussi bien pour les réponses T CD8" que CD4". De plus, des réponses

cytokiniques Th1 (IFNy, TNFa) et Th2 (IL-5, IL-13) ont également été observées dans cet essai (Richert

1 111

Semaines S4 S6 S12 S14 S24 S26 548

Kk Kk K kK
” !

Evaluation de I'immunogénicité Vaccination

et al., 2013).

Figure 43 : Schéma vaccinal de I’essai ANRS VAC 18
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Essai ANRS VRI 01

L’essai VRI 01 est un essai de phase I/Il utilisant 3 différents candidats vaccins : LIPO-5, MVA HIV-B et
GTU-MultiHIV-B. Ces 3 candidats vaccins sont combinés en 4 stratégies différentes (Figure 44). Tous
les vaccins ont été injectés par voie intramusculaire chez 92 volontaires sains. Les résultats de cet
essai ne sont pas encore publiés mais ont été présentés au congrés HIVR4P a Madrid en 2018

(Richert et al., 2018).
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Figure 44 : Schéma vaccinal de I’essai ANRS VRI 01

2. Les essais thérapeutiques

Essai LIPTHERA

L'essai LIPTHERA est un essai clinique de phase Il testant le vaccin LIPO-6 chez des patients
séropositifs pour le VIH-1. Dans cet essai de vaccination thérapeutique, 24 patients sous traitement
antirétroviral ont été immunisés a SO, S3 et S6 avec 500ug de chaque lipopeptide par voie
intramusculaire (Figure 45). Une phase d’arrét du traitement antirétroviral (ATIl) a été effectuée pour
évaluer I'efficacité de la vaccination thérapeutique. Cette étude a montré tout d’abord que la
vaccination pouvait permettre I'induction de nouvelles réponses T CD4" et CD8" chez des patients

VIH+ (Gahery et al., 2006). De plus, a la fin de la période d’ATI (S96, soit 72 semaines apres |'arrét du
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traitement antirétroviral) 38% des patients vaccinés n’avaient toujours pas repris leur traitement

antirétroviral (Pialoux et al., 2008b).

1 113
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et suivi 3 long terme) T T T T T T T

Evaluation de I'immunogénicité Vaccination Prise de sang  Arrét du traitement ARV

Figure 45 : Schéma vaccinal de I’essai LIPTHERA

Essai ANRS 093

L’essai ANRS 093 est un essai clinique de phase Il testant le candidat vaccin LIPO-6T. De plus, le
protocole vaccinal comportait une série de 3 cures d’'IL-2 recombinante apreés les vaccinations. Des
périodes d’interruption de traitement antirétroviral structurées (STI) étaient également prévues pour
évaluer I'efficacité de la vaccination thérapeutique. Cet essai a inclus 71 patients divisés entre le
groupe vacciné recevant 4 injections intramusculaires de LIPO-6T (a SO, S4, S8 et S12) suivies de 3
cures d’IL-2 (injectée par voie sous-cutanée) et le groupe placebo (Figure 46). Juste aprées vaccination
(avant les cures d’IL-2), 68% des vaccinés contre 26% des placébos ont induit de nouvelles réponses
prolifératives T CD4" (Levy et al., 2005). Un suivi a long terme des patients a permis de montrer que
les réponses T CD4" et CD8" étaient corrélées avec le pourcentage de temps passé sans traitement

antirétroviral pendant les phases de STl (Levy et al., 2006).
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Figure 46 : Schéma vaccinal de I’essai ANRS 093

Essai DCV-2 / MANONO7 ORVACS

L'essai Clinique DCV-2 est un essai de phase Il testant chez des patients VIH+ sous traitement
antirétroviral un vaccin composé de cellules dendritiques dérivées de monocytes autologues,
chargées avec du VIH autologue inactivé par la chaleur, et maturées avec un cocktail cytokinique
comprenant de I'lL-1f, de I'lL-6, du TNFa., de la prostaglandine E,, du GM-CSF et de I'lL-4 (Garcia et
al., 2011). Un bras placebo composé de 12 patients recevant les cellules dendritiques non chargées a
S-4, S-2 et SO a été inclus. Les vaccinés ont quant a eux été scindés en 2 groupes : I'un recevant les
injections par voies sous-cutanée et intradermique a S-4, S-2 et SO et I'autre recevant ces mémes
injections a SO, S2 et S4 (SO correspondant a la date d’arrét du traitement antirétroviral) (Figure 47).
A S12, 55% des vaccinés (2 groupes cumulés) présentaient une baisse supérieure ou égale a 1 log;,
de la charge virale plasmatique associée avec une augmentation des réponses T spécifiques du VIH-1
(Garcia et al., 2013). De plus, les réponses T spécifiques du VIH-1 mesurées le jour de la troisieme
injection vaccinale étaient inversement corrélées avec les niveaux d’ADN totaux et intégrés du VIH-1

apres interruption de traitement antirétroviral chez les vaccinés (Andres et al., 2015).
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Figure 47 : Schéma vaccinal de I’essai DCV-2 / MANONO7 ORVACS

Essai ANRS DALIA

L’essai de vaccination thérapeutique ANRS DALIA, dont les promoteurs étaient I'INSERM et le BIIR
(Baylor Institute for Immunology Research, Dallas), est un essai clinique de phase | qui a été réalisé
chez 19 patients séropositifs pour le VIH-1 sous traitement antirétroviral. Ces patients ont recu 4
injections (a SO, S4, S8 et S12) sous-cutanées de leurs propres monocytes dérivés ex vivo en cellules
dendritiques, chargées avec LIPO-5, activées avec de I'IFNc, et maturées avec du LPS. Une phase
d’ATI a ensuite été réalisée afin d’évaluer I'efficacité du vaccin sur le rebond viral (Figure 48). La
premiére publication concernant cet essai a montré que 50% des patients présentaient une baisse
d’1 logyy de la charge virale maximale observée lors de I'ATI et qu’une corrélation inverse était
retrouvée entre la valeur de charge virale maximale et la fréquence des LT CD4" polyfonctionnels

ainsi que la production d’IL-2, d’'IFNy, d’IL-21 et d’IL-13 apres vaccination (Lévy et al., 2014).
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Figure 48 : Schéma vaccinal de I’essai ANRS DALIA

Essai ANRS LIGHT

L’essai clinique de phase Il ANRS LIGHT évaluait comme stratégie vaccinale le LIPO-5 en « boost »
aprés un « prime » réalisé avec le vaccin ADN GTU-MultiHIV-B. Dans cet essai de vaccination
thérapeutique anti-VIH-1, 105 patients VIH+ sous traitement antirétroviral ont recu 3 injections
intramusculaires de vaccin ADN (SO, S4 et S12) suivies de deux injections intramusculaires de LIPO-5
(520 et S24). Le traitement antirétroviral a ensuite été arrété entre S36 et S48 (Figure 49). Les
résultats de cet essai ne sont pas encore publiés mais ont été présentés au congres HIVR4P a Madrid

en 2018 (Lacabaratz et al., 2018).
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Figure 49 : Schéma vaccinal de I’essai ANRS LIGHT
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Adjuvant
Essai . Nombre de Vaccin . . ou fex
clinique Type devaccin  Phase Promoteur Date sujets (voie d'immunisation) Schéma vaccinal Immunothérapie Références
associée
4 x LIPO-6 (100ug) - A QO
4 x LIPO-6 (100pg) Qs-21 CRINEy ggggrd L
. 1996- 28 4 x LIPO-6 (250uQ) - :
VAC 04 Prophylactique | ANRS LIPO-6 (IM Pialoux et al., 2001
phylactiq 2000 (6 groupes) () 4 x LIPO-6 (250pg) Qs-21 Gahéry.Seqard et al
4 x LIPO-6 (500pg) - 2003 o
4 x LIPO-6 (500pg) QS-21
4 x LIPO-5 (50p0) - )
Salmon-Céron et al.,
VAC 18 Prophylactique I ANRS 2004- 132 LIPO-5 (IM) 4 x LIPO-5 (150pg) - 2010
2008 (4 groupes) 4 x LIPO-5 (500ug) - Richert et al.. 2013
Placebo (diluant) - "
2xXMVA/2 x LIPO-5 - .
. INSERM  2014- 92 oS () 2 X LIPO-5/ 2 x MVA - ROG GG @ ElL, 2010
VRI 01 Prophylactique I/ ANRS 2016 (4 groupes) MVA-HIV B (IM) 3% GTU/ 2 x LIPO-5 ) (Communication orale
GTU-Multi HIV B (IM) 3x GTU/ 2 X MVA _ HIVR4P 2018, Madrid)
. . 2000- Gahery et al., 2006
LIPTHERA Thérapeutique Il ARVIH 2005 24 LIPO-6 (IM) 3 X LIPO-6 (500u9) - Pialoux et al.. 2008
) ) 2000- 71 LIPO-6T (IM) 4 X (LIPO-6T + vCP1433) 3xIL2 Lévy et al., 2005
AR HISIERETITm l (GRS 2003 (2 groupes) VvCP1433 (IM) Placebo (diluant) - Lévy et al., 2006
. VIH-1 autologue inactivé - .
DCV-2 . . Hospital 6. 36 chargé sur Mo-DC des o Garcia et al., 2011
Thérapeutique Il Clinic de ; Iy 3 injections Garcia et al., 2013
MANONO7 2011 (2 groupes) patients activées par .
Barcelone . Andrés et al., 2015
cytokines (SC et ID) -
i LIPO-5
. : 2008- chargé sur Mo-DC des L .
DALIA 1 Thérapeutique | INSERM 2011 19 patients activées par LPS 4 injections - Lévy et al., 2014
ANRS
(SC)
ANRS 149 LIGHT 0o | INSERM  2013- 105 LIPO-5 (IM) 3xGTU/2 x LIPO-5 - 'Eg‘;"’r‘:]’r?]rjrtfcztﬁih’ ozrgules
VRI 02 peutiq ANRS 2016 (2 groupes) GTU-Multi HIV B (IM) Placebo (diluant) -

HIVR4P 2018, Madrid)

Tableau 8 : Description des différents essais cliniques analysés au cours de cette thése

115



Matériel et méthodes

lll. Peptides utilisés pour la réalisation des tests immunologiques

Différents tests immunologiques: ELISpot (« enzyme-linked immunospot »), Luminex, ICS
(« intracellular cytokine staining ») ont été réalisés au cours de cette thése afin d’évaluer les
réponses immunitaires des individus vaccinés et d’identifier les épitopes reconnus par les LT de ces
patients. Tous ces tests sont des tests classiques dont le principe a déja été publié a de nombreuses
reprises ou dont le protocole est détaillé dans notre article qui vient d’étre publié dans PLOS
Pathogens (cf p. 139-140). Un des éléments important pour la réalisation de ces différents tests
immunologiques est [I'antigene utilisé. Concernant les peptides 15-mers utilisés pour
I'immunomonitoring des différents essais vaccinaux dont je parle dans cette these, il faut savoir que
les pools de peptides 15-mers utilisés n’ont pas toujours été identiques. En effet, méme si certaines
séquences de LIPO-5 sont présentes dans les vaccins utilisés dans tous ces essais, certains candidats

vaccins associés ont parfois des séquences provenant de protéines différentes du VIH-1.

De ce fait, I'immunogénicité des essais ANRS 093 et DALIA a été évaluée par des tests ELISpot IFNy a
I'aide de 18 pools de peptides 15-mers chevauchant de 11 acides aminés provenant de la société
NéoMPS et couvrant les régions des protéines Gag, Pol et Nef contenues dans les vaccins utilisés
dans ces essais (LIPO-6T, vCP1433 et LIPO-5). Par contre, 'immunogénicité des essais ANRS LIGHT et
VRI 01 a été évaluée par des tests ELISpot IFNy a I'aide de 15 pools de peptides 15-mers chevauchant
de 11 acides aminés provenant de la société JPT et couvrant les régions des protéines Gag, Pol, Nef,
Rev, Tat et Env contenues dans les vaccins utilisés dans ces essais (LIPO-5, MVA HIV-B et GTU-
MultiHIV-B). Afin de pouvoir évaluer au mieux les réponses induites dans les protocoles vaccinaux
LIGHT et VRI 01, j'ai réalisé un nouveau design des pools de peptides JPT permettant d’identifier
directement le candidat vaccin recu en fonction du pool de peptides induisant la réponse. Ces
différents pools de peptides ainsi que les séquences vaccinales des 3 derniers candidats vaccins cités

ci-dessus sont représentés en Figure 50.

L'identification des cellules induisant une réponse cytokinique post-vaccinale dans I’essai DALIA ainsi
que la caractérisation de ces réponses a été réalisée avec des tests Luminex et ICS a I'aide de
peptides 15-mers individuels et de peptides optimaux 8-10-mers (détails précisés dans le matériel et

méthodes de I'article publié dans PLOS Pathogens).

Pour quantifier les cellules sécrétrices d’IL-13 au sein des différents essais étudiés, j’ai réalisé des
tests ELISpot a I'aide de 4 maxi pools de peptides 15-mers provenant de JPT : 1 pool Gag contenant

les pools p17 + p24 + p2p6, 1 pool Pol/Env, 1 pool Nef, et 1 pool Rev/Tat (Figure 50).
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Figure 50 : Pools de peptides 15-mers et séquences vaccinales des principaux vaccins utilisés dans les essais ANRS
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I. Premiére partie : Comparaison des réponses IFNy anti-VIH-1 induites par

différentes stratégies vaccinales utilisant des lipopeptides

L’ELISpot IFNY est une technique rapide, peu chére, et sensible permettant la détection des réponses
cellulaires. Elle est utilisée classiquement dans la recherche vaccinale contre le VIH-1 afin de détecter
les LT spécifiques de I'antigene (Streeck et al., 2009). L'utilisation de I'ELISpot IFNy, qui est une
technique standardisée, permet donc la comparaison de I'immunogénicité de candidats vaccins
testés dans différents essais vaccinaux. Le but de ce premier objectif était ainsi de mettre en
évidence des éventuelles différences concernant les fréquences de sujets répondeurs ainsi que les
principales régions vaccinales ciblées par les LT des volontaires sains et des patients vaccinés dans
différents essais cliniques, et ainsi déterminer si un candidat vaccin ou un schéma vaccinal était
supérieur aux autres. Pour cela, j’ai utilisé les données brutes des ELISpot IFNy réalisés dans les essais
thérapeutiques ANRS 093, DALIA et ANRS LIGHT, ainsi que dans I'essai prophylactique VRI 01. J'ai
participé a la réalisation de tous ces tests ELISpot IFNy dont les résultats ont été publiés, exceptés

pour les essais LIGHT et VRI 01.
La comparaison de ces résultats n’a pas été évidente, et ce pour deux raisons principales :

1) Les critéres de validité et de positivité des résultats n’étaient pas homogenes entre les essais,
il fallait donc homogénéiser ces critéeres :

- les criteres de validité du test, notamment la limite du bruit de fond (cellules non
stimulées) acceptable n’existait pas pour I'essai ANRS 093 alors qu’elle était fixée a 100 SFC (« spot
forming cells ») /million de PBMC pour I'essai DALIA et 50 SFC/million de PBMC pour les essais LIGHT
et VRI 01. J'ai alors décidé de fixer un seuil de validité du bruit de fond a 100 SFC/million de PBMC

pour tous les essais afin de ne pas invalider trop de résultats de I'essai ANRS 093 qui utilisait des

PBMC ayant parfois été isolées plus de 24h apres le prélévement sanguin (en effet, dans le cas d’une
viabilité cellulaire légérement plus faible, le bruit de fond peut étre augmenté). Ainsi, 70% des tests
ELISpot IFNy réalisés dans I’essai ANRS 093 ont été validés.

- le seuil de positivité était fixé a 2 fois le bruit de fond et 100 SFC/million de PBMC
au-dessus du bruit de fond pour I’essai ANRS 093 alors qu’il était fixé a 4 fois le bruit de fond avec un
minimum de 55 SFC/million de PBMC pour les autres essais. J'ai décidé d’appliquer un seuil de

positivité de 4 fois le bruit de fond avec un minimum de 55 SFC/million de PBMC, utilisé

classiquement dans I'analyse des ELISpot IFNy dans le domaine du VIH.
- de plus, j'ai considéré comme répondeurs uniquement les pools de peptides qui
étaient négatifs avant vaccination, comptabilisant ainsi seulement les réponses réellement induites

par la vaccination.
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- Un patient a donc été considéré comme répondeur si jobservais chez ce dernier

une réponse positive aprés vaccination vis-a-vis d’au moins un pool de peptides qui était négatif

avant vaccination.

2) Comme précisé dans le matériel et méthodes, les pools de peptides 15-mers utilisés entre les
essais n’étaient pas exactement les mémes (Figure 50). Afin de pouvoir comparer les réponses vis-a-
vis des différentes régions de LIPO-5 entre les différents essais, j’ai di considérer les 2 régions
vaccinales Nef 66-97 et Nef 116-145 comme une seule région. En effet, lors de I'analyse des
réponses, je me suis principalement intéressé aux réponses dirigées contre les séquences du VIH-1
incluses dans le vaccin LIPO-5 car ces séquences vaccinales sont des séquences du VIH-1 conservées

entre les différents sous-types (Tableau 9) et donc particulierement importantes a cibler pour les LT

des individus vaccinés.

Homologie (%)

Séquences inclues dans LIPO-5 :

CONSENSUS_A1 CONSENSUS_A2 CONSENSUS_B CONSENSUS_C CONSENSUS_D CONSENSUS_F1 CONSENSUS_G CONSENSUS_H

Homologie

souche LAI, Sous-type B globale
Gag 17-35  EKIRLRPGGKKKYKLKHIV 89 89 100 84 95 84 84 89 89
Gag 253-284 NPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILD 94 97 100 94 97 91 97 94 95
Nef 66-97  VGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGL 91 88 91 91 94 94 88 91 91
Nef 116-145 HTQGYFPDWQNYTPGPGVRYPLTFGWLYKL 90 90 90 93 80 90 80 87 88
Pol 325-355 AIFQSSMTKILEPFRKQNPDIVIYQYMDDLY 94 97 100 94 97 91 97 94 95
LIPO-5 Total 92 92 96 91 93 90 89 91 92

Tableau 9 : Conservation des séquences de LIPO-5 parmi les différents sous-types du VIH-1

Les résultats de la « méta-analyse » des données ELISpot IFNy des différents essais sont présentés

dans les Tableaux 10 et 11.

L’essai prophylactique ANRS VRI 01 utilisait 3 différents candidats vaccins dans différentes stratégies

de « prime-boost », sans groupe placebo (Tableau 10).

Aprés le « prime », on remarque que seul le MVA est immunogéne avec un taux de répondeur de
60%. Apres le « boost» LIPO-5, ce taux de répondeur diminue a 35%. Concernant les autres
stratégies, le « prime » LIPO-5 suivi du « boost » MVA donne un taux de répondeur de 43% tandis
que le « prime » ADN suivi du « boost » MVA se démarque avec le taux de répondeur le plus élevé,
68%. Malgré tout, les différences de taux de répondeurs entre les bras MVA / LIPO-5, LIPO-5 / MVA
et ADN / MVA ne sont pas significatives avec le test statistique de Fischer. Enfin on remarque que le

groupe ayant recu un « prime » ADN suivi d'un « boost » LIPO-5 ne contient aucun répondeur.

Lorsqu’on s’intéresse au taux d'efficacité vaccinale sur les séquences conservées (nombre de

réponses vaccinales LIPO-5 induites / nombres de réponses vaccinales LIPO-5 possible pour tous les
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patients testés), on s’apercoit que la combinaison ADN / MVA est également la meilleure avec un

taux de 20%, devant les combinaisons LIPO-5 / MVA (17%) et MVA / LIPO-5 (6%).

Concernant la spécificité des réponses, 53% des réponses induites apreés le « prime » MVA ciblent des
séquences conservées de LIPO-5. Parmi ces séquences conservées, le MVA induit clairement des
réponses immunodominantes vis-a-vis des régions Gag 17-35 et Pol 325-355, et le « boost » LIPO-5
ne modifie pas cette immunodominance. Par contre, on remarque qu’un « prime » LIPO-5 avant le
« boost » MVA permet de diversifier la réponse a I'ensemble des régions conservées de LIPO-5 qui
représentent alors 64% des réponses induites. Ce phénomeéne a déja été observé par un autre
groupe travaillant sur un vaccin utilisant également des séquences conservées de Gag p24 (Kulkarni
et al.,, 2014). En effet, cette équipe a montré qu’un « prime » avec le vaccin Gag p24 suivi d’un
« boost » par la protéine entiere Gag p55, et non l'inverse, permettait de focaliser les réponses sur
les régions conservées de Gag p24. De maniére intéressante, le « prime » ADN permet également de
diversifier les réponses sur I'ensemble des régions conservées de LIPO-5 mais il induit 50% des
réponses hors des séquences LIPO-5. De maniére surprenante, bien que la protéine Nef soit intégrée
entierement dans le vaccin ADN et partiellement dans le vaccin MVA, les régions N66-97 et Nef 116-
145 sont trés peu ciblées par les LT des vaccinés apres I'immunisation avec ces 2 vaccins dans cet

essai prophylactique.

On peut donc conclure de cet essai prophylactique que :
1) Seul le MVA est immunogéne apres le « prime » et il permet I'induction de réponses
préférentielles contre les régions conservées Gag 17-35 et Pol 325-355 de LIPO-5.
2) La combinaison ADN / MVA semble étre la plus immunogéne.
3) L'utilisation de LIPO-5 et d’ADN en « prime » avant le « boost » de MVA permet de
modifier I'immunodominance et de focaliser les réponses contre toutes les régions

conservées de LIPO-5.
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Essai Prophylactique VRI 01 VRI 01 VRI 01 VRI 01 VRI 01 VRI 01 VRI 01
vacein MVA LIPO-5 DNA MVA + LIPO-5 LIPO-5 + MVA DNA + LIPO-5 DNA + MVA
X2 X2 x3 X2 X2 X2 X2 x3 X2 x3 X2
répondeurs (induction de réponse) aprés toutes les injections 12/20 (60%) 1/21 (5%) 0/38 (0%) 7/20 (35%) 9/21 (43%) 0/19 (0%) 13/19 (68%)
Pools 15-mers | Pools 15-mers Réaion LIPO-5 Fréguence parmi les Fréguence parmi les Fréqguence parmi les Fréguence parmi les Fréguence parmi les Fréquence parmi les Fréqguence parmi les
Neomps JPT 9 réponses (n = 19) a S10 | réponses (n = 1) a S10 [réponses (n = 0) a S14| réponses (n = 10) & S30 | réponses (n = 22) a S30| réponses (n = 0) a S30 |réponses (n = 30) & S30
pl7-1 pl7-1 Gag 17-35 7/19 (37%) 0/1 (0%) 0/0 (0%) 3/10 (30%) 3/22 (14%) 0 (0%) 7/30 (23%)
p24-3 + p24-4 p24-2 Gag 253-284 0/19 (0%) 0/1 (0%) 0/0 (0%) 0/10 (0%) 3/22 (14%) 0 (0%) 4/30 (13%)
N2 + N3 N2 Nef 66-97 + Nef 116-145 0/19 (0%) 0/1 (0%) 0/0 (0%) 0/10 (0%) 2/22 (9%) 0 (0%) 1/30 (3%)
P2 + P3 P3 Pol 325-355 3/19 (16%) 0/1 (0%) 0/0 (0%) 2/10 (20%) 6/22 (27%) 0 (0%) 3/30 (10%)
autres autres autres régions vaccinales 8/19 (42%) 0/1 (0%) 0/0 (0%) 5/10 (50%) 8/22 (36%) 0 (0%) 15/30 (50%)
hors vaccin 1/19 (5%) 1/1 (100%) 0/0 (0%) 0/10 (0%) 0/22 (0%) 0 (0%) -
Taux de réponse spécifique LIPO-5 (%) 53 0 0 50 64 0 50
Taux d'efficacité LIPO-5 (%) 13 0 0 6 17 0 20
Taux de réponse spécifique LIPO-5 = nombre de réponses vaccinales LIPO-5/ nombre de réponses totales x 100
taux d'efficacité vaccinale = nombre de réponses vaccinales LIPO-5 induites / nombre de réponses vaccinales LIPO-5 possibles (4 régions x nombre de patients testés) x 100
Fréguence de réponse inférieure a 15% Fréquence de réponse supérieure a 15%
Tableau 10 : Induction des réponses IFNy détectées par test ELISpot chez les volontaires de I’essai prophylactique ANRS VRI
Essais Thérapeutiques DALIA ANRS 093 ANRS 093 ANRS 093 ANRS 093 LIGHT LIGHT LIGHT LIGHT
. ALVAC + LIPO-6T
\accin LIPO-5 loadé sur DC ALVAC + LIPO-6T BLAGEED 4 FLACERD DNA ILAGERD DNA + LIPO-5 SILAGERG
x4 X4 + L2 x3 x 3 X2
répondeurs (induction de réponse) aprés toutes les injections 13/16 (81%) 5/15 (33%) 5/12 (42%) 14/23 (61%) 10/22 (45%) 13/58 (22%) 7132 (22%) 23/58 (40%) 10/31 (32%)

vaccinales (%)

Pools 15-mers | Pools 15-mers Région LIPO-5 Fréguence parmi les Fréguence parmi les Fréguence parmi les Fréguence parmi les Fréguence parmi les Fréquence parmi les Fréquence parmi les Fréquence parmi les Fréguence parmi les
Neomps JPT réponses (n = 30) a S16 |réponses (n = 9) a S16 |réponses (n = 6) a S16|réponses (n = 34) a S36 |réponses (n = 25) a S36|réponses (n = 18) a S16|réponses (n = 7) a S16 | réponses (n = 38) a S28|réponses (n = 15) a S28
p17-1 p17-1 Gag 17-35 5/30 (17%) 1/9 (11%) 1/6 (17%) 2/34 (6%) 3/25 (12%) 2/18 (13%) 0/7 (0%) 2/38 (5%) 1/15 (4%)
p24-3 + p24-4 p24-2 Gag 253-284 10/30 (33%) 1/9 (11%) 2/6 (33%) 5/34 (15%) 5/25 (20%) 1/18 (6%) 2/7 (29%) 13/38 (34%) 2/15 (8%)
N2 + N3 N2 Nef 66-97 + Nef 116-145 6/30 (20%) 3/9 (33%) 1/6 (17%) 6/34 (18%) 5/25 (20%) 0/18 (0%) 0/7 (0%) 1/38 (3%) 0/15 (0%)
P2 + P3 P3 Pol 325-355 5/30 (17%) 0/9 (0%) 1/6 (17%) 2/34 (6%) 0/25 (0%) 1/18 (6%) 1/7 (14%) 4/38 (11%) 1/15 (4%)
autres régions vaccinales - 4/9 (44%) 1/6 (17%) 19/34 (56%) 12/25 (48%) 14/18 (78%) 417 (57%) 18/38 (47%) 11/15 (73%)
autres autres -
hors vaccin 4/30 (13%) - - - - - - - -
Taux de réponse spécifique LIPO-5 (%) 87 56 83 44 52 22 43 53 27
Taux d'efficacité LIPO-5 (%) 41 8 10 16 15 2 2 9 8

Taux de réponse spécifique LIPO-5 = nombre de réponses vaccinales LIPO-5/ nombre de réponses totales x 100
taux d'efficacité vaccinale = nombre de réponses vaccinales LIPO-5 induites / nombre de réponses vaccinales LIPO-5 possibles (4 régions x nombre de patients testés) x 100

Fréquence de réponse inférieure a 15%

Frégquence de réponse supérieure a 15%

Tableau 11 : Induction des réponses IFNy détectées par test ELISpot chez les volontaires des essais thérapeutiques ANRS DALIA, ANRS 093 et LIGHT
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Concernant les essais thérapeutiques (Tableau 11), on remarque que I'essai DALIA, utilisant des
cellules dendritiques chargées avec le LIPO-5, donne de loin le meilleur taux de répondeurs (81%), le
meilleur taux de réponse spécifique vis-a-vis des régions conservées de LIPO-5 (87%), et le meilleur
taux d’efficacité vaccinale (41%).

Dans I'essai LIGHT, on observe un faible taux de répondeur apres le « prime » ADN (22%) qui est
identique au taux de répondeur chez les placebos. En effet, on observe un nombre de réponses
induites proportionnellement identique dans les groupes vaccinés et placebos avec une efficacité
vaccinale estimée a 2%. Aprés le « boost » LIPO-5, le taux de répondeur augmente a 40% chez les
vaccinés alors qu’il est de 32% chez les placebos. L’efficacité vaccinale est alors estimée a 9% chez les
vaccinés.

L’analyse de I'essai ANRS 093 est plus compliquée avec un taux de répondeur de 33% et 42% a S16
dans les groupes vaccinés et placebos, respectivement. Apres les cures d’IL-2, les taux de répondeurs
augmentent dans les 2 groupes pour atteindre 61% chez les vaccinés et 45% chez les placebos, avec
un nombre de réponses induites augmentées mais proportionnellement identique dans les 2 groupes

(efficacité vaccinale estimée a 16%).

Concernant la spécificité des réponses, on remarque que le vaccin utilisé dans I’essai DALIA induit des
réponses contre les 5 régions conservées de LIPO-5 et que la région Gag 253-284 semble
immunodominante.

Concernant I'essai LIGHT, le « boost » LIPO-5 permet d’observer clairement une focalisation des
réponses sur les régions conservées incluses dans ce vaccin (53% des réponses dirigées contre les
régions de LIPO-5 aprés le « boost » contre 23% seulement aprés le « prime »), en particulier
concernant la région Gag 253-284, avec 34% des réponses détectées dirigées contre cette région.
Dans I'essai ANRS 093, I'association de LIPO-6T avec I’ALVAC vCP1433 induit environ la moitié des
réponses hors des régions conservées spécifiques de LIPO-5. L’IL-2 ne semble pas modifier
drastiquement I'immunodominance, et Nef est la région conservée la plus ciblée (33% de toutes les

réponses détectées a S16).

On peut donc conclure de ces essais thérapeutiques que :

1) Le vaccin constitué de cellules dendritiques chargées par LIPO-5 est le plus immunogéne.

2) La mise en place d’un bras placebo dans tous les futurs essais est tres importante
compte-tenu du nombre important de réponses induites détectées dans ce groupe.

3) L'administration d’IL-2 apres les vaccinations permet d’augmenter le nombre de

réponses spécifiques anti-VIH-1. Cela peut s’expliquer car il a été montré dans cet essai
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qgue l'administration d’IL-2 induisait une diminution de la population T régulatrice
spécifique du VIH-1 permettant alors I'augmentation de réponses T CD4" CD25" CD134"
spécifiques du VIH-1 (Brezar et al., 2017).

4) Malgré le faible taux de répondeur observé dans I'essai LIGHT, un « boost » avec LIPO-5
permet de diriger les réponses vers les régions conservées de LIPO-5 suite a un « prime »
ADN.

5) Comme cela avait déja été montré précédemment (Castelli et al., 2013; Salmon-Céron et

al., 2010), Gag 253-284 est la région la plus immunodominante de LIPO-5.

Remarque : Ces différents protocoles vaccinaux n’ayant pas induit de fortes réponses IFNy par

technique ELISpot, I'intensité des réponses n’a pas été étudiée plus en détail.

Conclusions générales de la premiére partie :

Parmi les candidats vaccins prophylactiques comparés dans I'essai ANRS VRI 01, la combinaison
ADN / MVA semble étre la plus immunogéne. En effet c’est la seule permettant un taux de
répondeur supérieur a 50% (qui était le critéere de sélection d’une des stratégies vaccinales de
I’essai). Par contre, on remarque chez ces volontaires sains vaccinés que I'utilisation en « prime »
(mais pas en « boost ») du vaccin LIPO-5 permet un meilleur ciblage des régions conservées du VIH-1

incluses dans LIPO-5 par rapport a |'utilisation de MVA ou de vaccin ADN.

De maniere surprenante, chez les patients séropositifs pour le VIH-1 vaccinés dans I'essai LIGHT, on
observe que le vaccin LIPO-5 utilisé en « boost » (aprés un « prime » avec un vaccin ADN) permet de
focaliser les réponses majoritairement sur la région conservée immunodominante Gag 253-284. Une
des raisons pouvant expliquer cette différence avec les volontaires sains pourrait étre le time-point
d’évaluation de I'immunogénicité qui était situé 4 semaines apres la derniere vaccination dans I'essai
LIGHT mais seulement 2 semaines aprés la derniere immunisation I'essai VRI 01. Une autre
hypotheése, plus probable selon moi, est la possible existence de faibles réponses (non positives)
avant vaccination vis-a-vis de cette région chez les patients infectés par le VIH-1. Ces réponses
seraient alors en réalité boostées et non induites par le vaccin LIPO-5 chez ces patients. Pour aller
dans ce sens, on remarque également que le LIPO-5 et ’ALVAC/LIPO-6T permettent bien I'induction
de réponses vis-a-vis de la région centrale de Nef (Nef 66-97 et Nef 116-145) dans les essais DALIA et

ANRS 093, respectivement alors que ce n’est pas le cas du MVA ou de I’ADN dans I'essai VRI 01. Si le
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vaccin ADN contient bien la protéine Nef entiere, pouvant éventuellement modifier
I'immunodominance des réponses observées, ce n’est pas le cas du MVA qui contient le méme
polypeptide Pol/Nef que 'ALVAC. Cela suggére donc fortement la encore que ces réponses étaient
certainement présentes a faible intensité chez les patients infectés par le VIH-1 et qu’elles ont été
boostées par les vaccins recus par les patients. Par contre, de maniére intéressante, la combinaison
utilisant le LIPO-5 en « prime » puis le MVA en « boost » semble bien permettre I'induction de

réponses vis-a-vis de la région centrale de Nef chez des volontaires sains.

Parmi les vaccins thérapeutiques étudiés, I'utilisation de LIPO-6T en association avec I’ALVAC
vCP1433 n’est pas trés immunogene dans I'essai ANRS 093 et le LIPO-5 utilisé en « boost » aprés un
« prime » ADN dans I'essai ANRS LIGHT non plus. Par contre, le LIPO-5 chargé sur des DC utilisé dans
I’essai ANRS DALIA est lui particulierement immunogéne. En effet il induit le meilleur taux de
répondeur (81%), le meilleur taux de réponse spécifique vis-a-vis des régions conservées de LIPO-5
(87%), et le meilleur taux d’efficacité vaccinale (41%). Au vu de ces résultats, nous avons décidé
d’aller plus loin dans I'’étude des réponses observées dans cet essai, cela fait I'objet de la deuxiéme

partie de cette thése.
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Il. Deuxiéme partie : Epitope mapping de I’essai ANRS DALIA, article publié dans
PLOS Pathogens

L'identification et la caractérisation des épitopes ciblés par les lymphocytes T CD8" et CD4" induits
par la vaccination thérapeutique contre le VIH sont essentielles afin d’élucider la nature des réponses

cellulaires protectrices et les mécanismes de I'évasion immunitaire du VIH-1.

Pour ce deuxieme objectif, nous nous sommes donc intéressés a I'identification et a la caractérisation
des réponses T CD4" et CD8" anti-VIH-1 observées chez des patients infectés par le VIH-1 sous
traitement antirétroviral, aprés vaccination par des cellules dendritiques générées ex vivo chargées
par LIPO-5 lors de l'essai de vaccination thérapeutique ANRS DALIA. Aprés 4 injections de DC
chargées avec les lipopeptides Nef 66-97, Nef 116-145, Gag 17-35, Gag 253-284 et Pol 325-355, nous
avons observé des LT CD8" spécifiques du VIH-1 produisant de I'lFNy, de la perforine, du granzyme A
et du granzyme B; ainsi que des LT CD4" sécrétant de I'IFNy, de I'lL-2 et de I'lL-13. Ces réponses
étaient dirigées contre des épitopes dominants et sous-dominants situés dans toutes les régions
vaccinales conservées de Gag, Pol et Nef. De facon intéressante, nous avons observé que I'lL-2 et
I'IL-13 produites par les LT CD4" étaient corrélées négativement avec le pic de réplication virale aprés
I'interruption du traitement antirétroviral (phase d’ATl). La cartographie épitopique a confirmé que la
vaccination a généré des réponses T CD8" vis-a-vis d’épitopes connus, mais a également permis
d'identifier 8 nouveaux épitopes T CD4" spécifiques du VIH-1 restreints par différentes molécules

HLA-DRB1.

Ces résultats pourraient aider a mieux concevoir les futurs vaccins thérapeutiques et soulignent le
role important des réponses T CD4" générées par un vaccin dans le contréle de la réplication du

VIH-1.

PLoS Pathog. 2019 Sep 9;15(9):e1008011. doi: 10.1371/journal.ppat.1008011. eCollection 2019 Sep.
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Abstract

Identification and characterization of CD8" and CD4™ T-cell epitopes elicited by HIV thera-
peutic vaccination is key for elucidating the nature of protective cellular responses and
mechanism of the immune evasion of HIV. Here, we report the characterization of HIV-spe-
cific T-cell responses in cART (combination antiretroviral therapy) treated HIV-1 infected
patients after vaccination with ex vivo-generated IFNa Dendritic Cells (DCs) loaded with
LIPO-5 (HIV-1 Nef 66-97, Nef 116145, Gag 17-35, Gag 253-284 and Pol 325-355 lipo-
peptides). Vaccination induced and/or expanded HIV-specific CD8" T cells producing IFNy,
perforin, granzyme A and granzyme B, and also CD4" T cells secreting IFNy, IL-2 and IL-
13. These responses were directed against dominant and subdominant epitopes represent-
ing all vaccine regions; Gag, Pol and Nef. Interestingly, IL-2 and IL-13 produced by CD4" T
cells were negatively correlated with the peak of viral replication following analytic treatment
interruption (ATI). Epitope mapping confirmed that vaccination elicited responses against
predicted T-cell epitopes, but also allowed to identify a set of 8 new HIV-1 HLA-DR-
restricted CD4* T-cell epitopes. These results may help to better design future DG therapeu-
tic vaccines and underscore the role of vaccine-elicited CD4* T-cell responses to achieve
control of HIV replication.

Author summary

Improvement of therapeulic vaccine strategies in Lhe perspective of HIV cure is warranted
and one of the determinant factors for elucidating the nature of protective cellular
responses is Lhe idenlification and characlerization of CD8" and CD4" T-cell epilopes
elicited by the vaccine. However, fine characterization of vaccine response at the level of
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individual peptides contained in therapeutic vaccines is lacking. Here, we report in-depth
characterization of HIV-specific T-cell responses observed in antiretroviral therapy
treated HIV-1 infected patients after vaccination with autologous ex vivo-generated [FNo
DCs loaded with 5 long HIV peptides coupled to a lipid tail. Our study shows that domi-
nant and subdominant epitopes from Gag, Pol, and Nef vaccine regions arc targeted by
HIV-specific CD8 'I'and CD4™ T cells and that vaccine-elicited HIV-specific CD4™ T’
cclls producing IL-2 and [L-13 are significantly correlated with a better viral control fol-
lowing treatment interruption. These results underscore the role of vaccine-clicited CD4*
T-cell responses to achieve control of IITV replication and thus may inform the design of
better therapeulic vaccines.

Introduction

Globally, an estimated 36.9 million people were living with Human Immunodeficiency Virus
(HIV} in 2017, among them 59% were accessing antiretroviral therapy [1]. Introduction of
combination antiretroviral therapy (¢ART) since the late 1990°s decreased TIIV-related mor-
bidity and mortality [2] and reduced the risk of HIV transmission [3]. However, cART
requires a life-long adherence to treatment, has potential long-term side-effects [41], and poor
adherence can result in the development of resistance [5]. HIV infection has also been shown
to result in more prevalent age-associated non-communicable comorbidities like peripheral
arterial, cardiovascular discase, and impaired renal function as compared to HIV-uninfected
controls [6]. Furthermore, among well-treated HIV-infected individuals > 50 years without
comorbidity or AIDS-defining events, the estimated median survival time remains lower than
in the general population [7]. Importantly, cAR'T is not able Lo cradicate HIV infection and the
virus persists in long-lived reservoir cells [8] leading to the inevitable rebound of III'V within
few days following cART interruption [9]. Thus, strengthened by recent scientific advances,
the field is focused on development of strategies able to improve the immune control of TTIV
replication and Lo prolong the period of remission (i.c. HIV control without cART) leading to
improvement of quality of life, decrease in morbidity and sparing costs.

Vaccines are essential elements of these functional cure strategies. The rationale of thera-
peutic immunization relies on the induction of HIV-specific ccllular responses through the
improvement of the magnitude of preexisting T-cell immune responses elicited by the natural
infection which are not able to control HIV replication [10]. A common endpoint in vaccine
trials is measurement of the breadth and magnitude of vaccine-induced CD1" and CD&" T-
cell responses. Identification and characterization of CD8" and CD4* T-cell epitopes, as well
as the restricting ITLA alleles can play a major role in elucidating the nature of protective cellu-
lar responses and mechanism of the immune evasion of HIV. CD8" 'I'-cell epitopes are Lypi-
cally 8-11-mer peptides restricted by IILA class I [11] and CD4" T-cell epitopes are 12-20-mer
peptides restricted by IILA class IT [12]. A large number of IIIV epitopes have been identified
and deposited into various databases. The growing amount of class-T and class-II TILA / pep-
tide-binding data generated by experimental methods has supported the generation of more
sophisticated, computational tools which can predict CD8" and CD4" T-cell epitopes within
viral proteomes by using different data-driven bicinformatic approaches including Artificial
Neural Network (ANN), Support Vector Machines, hidden Markov modcls, as well as other
motif search algorithms. Using these [ILA binding predictors can improve the efficiency of
epitope mapping protocols in vaccine trials [13].

To achieve an optimal effect of therapeutic vaccination, the choice of antigens and vector is of
critical importance. Several HIV-1 therapeutic candidate vaccines are currently under evaluation
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and one particularly considered approach is the use of dendritic cell (DC)-based vaccines [11].
Indeed, since DCs are the most powerful antigen-presenting cells (APCs) to initiate generation of
antigen-specific CD4" and CD8" T-cell responses [15], it has been suggested that ex vivo-gener-
ated DCs might be the most potent activator of T-cell responses avoiding the use of potentially
toxic adjuvants. The DALIA phase I trial evaluated a new DC-based therapeutic vaccine that con-
sisted of ex vivo-generated IENo DCs loaded with 5 HIV-1 lipopeptides in 19 cART-treated HIV-
1 infected patients [16]. These lipopeptides (Gag 17-35, Gag 253-284, Nef 66-97, Nef 116-145
and Pol 325-355) were composed of HIIV-1 clade B regions rich in CD8* and CD4* T-cell epi-
topes [17-18] that have shown induction of cellular immune responses in a phase II clinical trial
in healthy volunteers [19]. We have shown that DALIA vaccination was well tolerated and
increased the breadth and functionality of HIV-1 specific immune responses. Moreover, the
DALIA study design included a 6-month analytic treatment interruption (AT} which allowed to
show an inverse correlation between the peak of viral load after AT and the frequency of poly-
functional CD1" T-cell responses after vaccination [20].

[n the present study, we performed more in-depth epitope mapping to dissect anti-HIV-1
specific immune responses in order to better characterize vaccine responses associated with
the control of viral load post-ATI. We showed that viral control was associated with the
breadth and magnitude of [L-2 and 1L-13 CD4™ T-cell responses targeting both immunodomi-
nant and subdominant HIV-1 peptides included in Gag, Pol and Nel vaccine regions. These
results highlight the potential use of [L-13 as a new biomarker of HIV-1 vaccine efficacy and
may help to better design the future DC therapeutic vaccine trials.

Results
DALIA vaccine regimen broadened breadth of HIV-specific immune responses

‘We previously showed that DALIA DC-based therapeutic vaccination {see Materials and
Methods section and S1 Fig for study design) induced and increased HIV-1 specific CD4™ and
CD8* T-cell immune tesponses and a broad repertoire ol eylokine producing cells [20]. To
better characterize these responses, we analyzed the production of cytokines before (W-4) and
after (W16) vaccinalion in PBMCs stimulaled with individual 15-mer peptides (overlapping
by 11 amino acids) spanning the LIPO-5 vaccine regions using Luminex technology. Positive
responses were defined as production of al least one deleclable cylokine [ollowing individual
peptide stimulation (see Materials and Methods section and S1 Table). As shown in Fig 1A, at
W16 a production of cylokines was observed in a higher proportion of patients as compared Lo
baseline; [FNy (94% at W16 / 56% at baseline}, [L-2 (94% / 19%, p<0.05), [L-13 (75% / 6%,
p<0.05), IL-21 (63% / 0%, p<0.05) and [P-10 (81% / 31%}. As shown in Fig 1B, vaccination
also significantly increased the breadih of responses. Al baseline, the median number of epi-
topes inducing the production of at least one cytokine (IFNy, IL-2, IL-10, [L-13, [L-17, IL-21
or [P-10) were between (-1 (range 0-7). Aflter vaccination, these numbers were significantly
increased (p<0.05) for IFNy, [L-2, IL-13, IL-21 and IP-10 (median between 1.5-7.5, range
0-28). [n contrast, neither IL-10 nor IL-17 responses were significantly increased aller vacci-
nation (Fig 1A and 1B). Thus, DALIA vaccine regimen broadened breadth and improved
functionality of HIV-specific immune responses largeling vaccine regions.

Vaccine-elicited cytokine responses are associated with lower viral load
following cART interruption

‘We next correlated the breadth and the magnitude (fluorescence intensity, FI) of PBMC
responses to individual HIV 15-mer peplides after vaccination (W 16) and peak of plasma HIV
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Fig 1. Immunogenicity of DALIA vaccine. PBMC from patients (n = 16) collected before {W-4) and after vaccination (W 16) were stimulated with individual 15-mer
peptide (n = 36) spanning the vaccine sequence. Cytokine production was measured in culture supernatant using a Luminex assay at 48 hours. (A) Compatison of
frequency of responders for each cytokine at W-4 and W16 using McNemar's test. A patient was considered responder when he had at least one positive response.
Positivity threshold was defined for each cytokine as fluorescence intensity (FI) > 90th percentile of all Non-Stimulated (NS) values and > 3-fold background (NS
condition). (B) Comparison of the breadth of the responses for each cytokine at W-4 and W16 (Median, Wilcoxon matched-pairs signed rank test). Response breadth was
defined as the number of individual peptides inducing a positive response. (C) Heatmap showing Spearman P values for correlations between maximum of plasma HIV
RINA measured in patients after ATI and cytokine responses quantified by Luminex assay after vaccination at W16 from supernatants of PBMC stimulated with individual
15-mer HIV peptides. Magnitude was defined as the sum of FI for all peptide-stimulations.

hittps://doi.org/10.1371/ournal.ppat.1008011.9001

RNA in patients following cART interruption. We found an inverse correlation (Spearman)
between the maximum of plasma HIV RNA values and the number of peptides eliciting [L-2
(r=-0.58, P =0.020), and IL-13 (r = -0.66, P = 0.007) production, and the magnitude of the
response for [FNy (r = -0.51, P = 0.047), IL-2 (r = -0.66, P = 0.007) and [L-13 (r = -0.71,

P = 0.003). No correlation was observed for [L-21 or [P-10 (Fig 1C). These results showed an
association between the breadth and magnitude of vaccine-elicited functional responses at
W16 and a lower viral rebound following ATI post vaccination.

Identification of immunodominant HIV responses induced by the vaccine

Next, we sought to characterize peptide-specific IFNy, IL-2 and IL-13 responses further, since
they were significantly associated with lower viral load after ATL. Before vaccination (W-4),
only a weak cylokine secretion was observed (S2 Fig). After vaccination (W 16), we observed

PLOS Pathogens | hitps:/doi.org/10.1371/journal. ppat. 1008011 Septemnber 9, 2019 4/21
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Fig 2. Magnitude of IFNY, IL-2 and 1L-13 responses at W16. PBMC from patients (n = 16) collected after vaccination (W16) were stimulated with individual 15-mer
peptide (n = 36) spanning the vaccine sequence. Cytokine production was measured in culture supernatant using a Luminex assay at 48 hours. (A) Magnitude (FI) of
IFNY, IL-2 and IL-13 responses (median}. Dotted line represents an arbitrary threshold of 500 FI for the definition of strong responses. (B) Magnitude (pg/ml) of [Ny, [L-
2 and TL-13 responses (median). Dotted line represents an arbitrary threshold of 15pg/ml for the definition of strong responses. (C) Heatmap showing Spearman P values
for correlations between maximum of plasma HIV RNA measured in patients after ATI and IFNy, IL-2 and IL-13 cytokine responses assessed by Luminex assay after
stimulations of PBMC with individual 15-mer [TV peptides. *Peptides of interest showing at least one inverse correlation (in bold). “Peptide showing at least ane inverse
correlation but did not passed positivity criteria described in methods section (in bold). Immunodominant peptides are highlighted within red rectangles.

hitps://doi.org/10.1371/jounal.ppat.1008011.9002

that each peplide induced a similar poly(unctional cylokine profile (Fig 2A) and that 6 peplides
(Gagl7-2, Gag253-3, Gag253-1, Gag253-5, Gag253-6, Pol325-5) induced a stronger response
in at least half of the patients, either in FI (Fig 2A) or in concentration (Fig 2B}. These immu-
nodominant peplides were derived from the HIV-1 Gag and Pol vaccine sequences and not
from Nef. Individual concentration data for all peptide stimulations are provided in 52 Table.
No secrelion of [FN-y, IL-2 and IL-13 aller vaccinalion was observed with non-stimulated
PBMC or PBMC stimulated with non-vaccine-specific HHIV-1 peptides (pools of 15-mer over-
lapping peplides [rom p2p6 Gag, outside the vaccine sequence) and high secrelion of these
cytokines was observed using SEB stimulation (S3 Fig).

PLOS Pathogens | hitps:/doi.org/10.1371/journal. ppat. 1008011 Septemnber 9, 2019 5/21
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Identification of targeted peptides associated with lower viral load
following cART interruption

We then investigated whether peptide-specific secretion of IFNy, IL-2 and [L-13 cytokines
observed after vaccination (W16) could be associated with viral dynamics after ATL. Thus, we
correlated the magnitude of cytokine responses to the 36 individually tested peptides with the
maximum viral load detected following cART interruption. For cighteen peptides, an inverse
cotrelation (Spearman) between the maximum of HIV RNA values and magnitude of the
specific response for at least one cytokine was found (Fig 2C, peptides in bold). All of them,
exceplt N116-8, passed positivity criteria described in Methods section (labeled with *}. Thus,
responses clicited by the vaccination against 17 peptides of interest from Gag, Nef and Pol pro-
teins were idenlified as potentially associated with control of viral load post-ATL Interestingly,
there was an overlap with 3 (Gag253-3, Gag253-4, Pol325-5} of the 6 immunodominant pep-
tides previously identified in Fig 2A and 2B (highlighted within red rectangles).

Identification of HIV-specific cytokine-producing T cells

Intracellular Cytokine Staining (1CS) were assessed to analyze post-vaccination HIV-specific
CDA4" and CD8™ T-cell responses from 14 patients. Cytometry dot plots from one representa-
tive individual (D7 patient} showing an HIV-specific CD4" 'I'-cell response with G253-4 pep-
tide stimulation (IFNy and IL-13), an ITIV-specific CD8" T-cell response with N116-6 peptide
stimulation (IFNy and [L-2), and a dual HIV-specific CD4* and CD8* I'-cell response with
P325-5 peptide stimulation (IFNy and [L-2) after vaccination are represented in Fig 3A. A
total of 117 CD1* and 16 CD8" cytokine-producing T-cell responses directed to 29 and 22
peptides, respectively, were observed (Fig 3B). Although all vaccine regions induced CD4* and
CD8" T-cell responses, Gag 253-281 was the main targeted region for CD4" T-cell responses
and Nef 66-97 was the main targeted region for CD8" 'I'-cell responses. Immunodominant
HIV 15-mer peptides previously identified in Fig 24 and 2B induced both CD4™ and CD§™ T-
cell responses, but CD4 I-cell responses were more frequent. Moreover, targeled peptides
associated with lower viral rebound after ATI induced either CD4™ T-cell responses alone (1/
16 peptides} or both CD4* and CD§* T-cell responses (12/16 peptides).

Interestingly, despite the fact that some peptides were not predicted to bind HLA-DR mole-
cules of the patients according to NetMIICIIpan 3.2 server [21], a significant frequency of
CD4* 'I-cell responses was observed (S4A Fig). For 61 of these non-predicted HLA-DR CD4*
T-cell responses, we used single IILA-DRB1 transfected cell lines as APC to try to identify the
restricting DRBI alleles involved in the IFNy-positive CD4" 'I'-cell responses. We were able to
identify a total of 8 new IILA-DR restricted CD4" T-cell epitopes covering 14 (23%) of the 61
‘I'-cell responses (Lable 1 and 83 1'able). ‘These epilopes were localized in HIV-1 Gag, Nef and
Pol vaccine sequences. Interestingly, 3 of them were inmunodominant {Gagl7-2, Gag253-3
and Pol325-5) and 5 of them were associated with a lower viral rebound after ATI (Gag253-3,
Nef66-5, Nef66-6, Pol325-5, and Pol325-8).

For CD8™ T cells, only few responses were observed in comparison to the high frequency of
patients whose HLA class 1 molecules were predicted to bind to the different 15-mer peptides
according to NetMIICpan 4.0 server [22] (S4B Fig). For 38 IFNy-positive CD8" T-cell
responses observed and predicted, we used 8- to 10-mer peplides in ICS assays Lo identify the
optimal CD8" T-cell epitopes. A total of 30 CD8" T-cell responses were identified (79%) of
which 6 (20%) were directed towards an epitope shared by two different 15-mer peptides. So
24 unique IFNy-positive CD&" T-cell responses were observed, leading to the identification of
atotal of 18 different well-described CD8" 'I'-cell epitopes (Lable 2).

PLOS Pathogens | hitps://doi.org/10.1371/journal. ppat.1008011 September 9, 2019 6/21
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Fig 3. DALIA peptide vaccine coverage. PBMC from patients {n = 14) collected after vaccination {W16) were stimulated at day 0 with individual 15-mer peptides
(previously inducing a positive response in Luminex assay), cultured with rlL-2, and restimulated by the same peptides at day 7. Cytokine production was measured using
an ICS assay. (A) Cytometry dot plots of PBMC from one representative individual (D7 patient) stimulated with GG253-4, N116-6 or P325-5 15-mer peptides. (B) Mapping
of CD4" and CD8" T-cell responses observed for each of the 14 patients using 15-mer peptides. Light orange: low CD8" T-cell responses, dark orange: high CD8” 'TI-cell
responses, light green: low CD4' T-cell responses, dark green: high CD4' T-cell responses, light purple: low CD4' and CD8' T-cell responses, dark purple: high CD4' and
CD8™ I'-cell responses. An [CS response was considered positive for a given cytokine if > 3-fold the negative control {unstimulated cells) and >0.05%. Cut off for high and
low T-cell responses was defined < or > 5%.

hitps://doi.org/10.1371/joumal.ppat.1008011.g003

Thus, DALIA vaccine regimen induced more CD4* than CD8" T-cell responses and 8 new
HIV-1 HLA-DR-restricted CDA™ T-cell epitopes with their restricting HLA-DRB1 allele were
identified.

PLOS Pathogens | hitps:/doi.org/10.1371/journal. ppat. 1008011 Septemnber 9, 2019 7/21
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Table 1. List of new HLA-DR-restricted CD4" T-cell epitopes identified.

15-mer CD4' T-cell epitope Sequence Restriction Class I1 HILA Patient
Gag 17-2 EKIRLRPGGKKKYKL DRBI*0301 D15/ D18
DRB171301 D15
Gag 253-2 NPPIPVGEIYKRWII DRBIT1301 D14
*(rag 253-3 PVGEIYKRWITLGLN DRBI*0402 D5
DRB171301 D14/ D15
Nef 66-1 GLTTMVGFPVTPQVP DRB1"0401 D7
*Nef 66-5 RPMTYKAAVDLSHFL DRBI"1401 D17
*Nef 66-6 YKAAVDLSHELKEKG DRBI70401 D7
“Pol 325-5 EPFRKQNEDIVIYQY DRB170101 D8 /D18
“Pol 325-8 YQYMDDLYVGSDILEL DRBI1*0405 D17

“Peptides associated with a lower viral rebound (in bold)

hitps://doi.org/10.1371/oumal.ppat.1008011.1001

Characterization of HIV-specific cytokine-producing T cells

Looking al the polylunctionality of CD4" and CD8" T-cell responses induced by vaccination
(W16) using ICS, we observed that vaccine-specific T cells were mainly monofunctional
TFNy* (IFNy*IL-2'IL-137} CD4" and CD8&" T cells, and Lo a lesser extent IL-13% (IFNyIL-2")

Table 2. List of optimal CD8' T-cell epitopes identified.

Optimal CD8" T-cell epitope Sequence Restriction Class I HLA Patient

Gag 18-27 KIRLRPGGKK AT0301 D8

AT0301 D10

Gag 20-28 RLRPGGKKK Af3001 D4

Gag 21-29 LRPGGKKKY C 0602 Dy

Gag 259-267 GEIYKRWII B*4001 D7

Gag 260-267 EIYKRWIL B 0801 D19

Nef 66-74 VGFPVTPQV C0304 D7

Nef 68-76 FPVTPQVPL B*3501/ C*0304 / C" 0401 D7

Nef 71-79 TPQVPLRPM B 0702 / B*3501 D10

Nef 73-82 QVPLRPMTYK A*0301 D10

Af0301 D17

Af1101 D19

Nef 83-91 AAVDLSHFL C* 0802 / C*1502 D17

Nef 84-92 AVDLSHFLK AT1101 DI5

Af1101 D19

Nef 128-137 TPGPGVRYPL B 0702 D38

Nef 134-141 RYPLTEGW A*2301 D9

Nef 134-143 RYPLTFGWCY B*1801 DIS

Nef 135-143 YPLTEGWCY B3501 D7

B*3501 D10

Pol 325-333 ATFQSSMTK AT1101 D19

Pol 327-335 FQSSMTKIL B*3906 / C*0701 / C°0702 DI5

Pol 342-350 NPDIVIYQY B*3501 D7

B*3508 D5

hitps://doi.org/10.1371/jounal.ppat. 1008011.1002
PLOS Pathogens | hitps://doi.org/10.1371/journal. ppat.1008011 September 9, 2019 8/21
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Fig 4. Identification and characterization of cytokine-producing cells by ICS assay. PBMC from patients (n — 14) collected after vaccination (W16) were stimulated
at day 0 with individual 15-mer peptides (previously inducing a positive response in Luminex assay), cultured with rIL-2, and restimulated by the same peptides at day 7.
Cytokine production was measured using an ICS assay. (A) Mean % of HIV-specific IFNy and/or IL-2 and/or IL-13 CD3'CD56'CD4' and CD3'CD56'CD8' T cells to
sixteen individual 15-mer HIV-1 peptides. (B) Mean % of cytotoxic marker-expressing cells among cytokine-positive HIV-1-specific CD3"CD56 CD4" and
CD3'CD56'CD8 " T cells to sixteen individual 15-mer HIV-1 peptides. (C) Cytometry dot plots from one representative individual (D18 patient) showing cytotoxic
profile of HIV-1-specific CD4™ and CD8™ T cells after PBMC stimulation with G253-4 peptide.

https://doi.org/10.1371/journal ppat.1008011.9004

CDA™ T cells. Some CD4™ T cells were able to produce 2 cytokines (IFNy IL-2 IL-13" and
[ENy*IL-2¥IL-13 CD4" 'I' cells), and only few [FNy*IL-2"[L-13" and IFNy'IL-2¥1L-13" CD4*
T cells were induced by vaccination (Fig 1A). Since cytotoxic CD4" T cells have already been
described in HIV-1 seropositive patients [23-24], we decided to characterize cytokine-positive
CD4" and CD8" I cells using cytotoxic and degranulation markers such as granzyme A
(GRZA), granzyme B (GRZB), perforin (Perf) and CD107a. We observed that CDA* T-cells
induced by vaccination were mainly non-cytotoxic (CD107a"GRZA GRZB Perf’), and to

a lesser extent able to express GRZA and GRZB or CD107a, but not perforin. Conversely,
CD8" 'I' cells exhibited mostly a cytotoxic phenotype (CD107a*GRZA*GRZB Perf” and
CD107a GRZATGRZBPerf") (Fig 41B). Cytometry dot plots from one representative individ-
ual (D18 patient) showing cytotoxic profile of HIV-1-specific CD4* and CD8" I’ cells stimu-
lated with G253-4 peptide after vaccination are represented in Fig 4C.
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Discussion

‘We report that vaccination with ex vivo-generated DCs pulsed with [1IV-1 long peptides
(IIIV-1 lipopeptides) induced and/or expanded IIIV-1-specific CD4" T cells secreting IFNy,
IL-2 and IL-13, and also CD8 T cells producing [FNy, perforin and granzymes.

All five HIV-1 peptide regions included in the vaccine induced CD8" T-cell responses. Pre-
vious data have shown that these II[V-derived long peptides were enriched in CD8" T-cell epi-
Lopes and that lipopeplide vaccination either alone or combined with other agents induced
CD8" T-cell responses in HIV -negative or HIV-positive individuals [17,19,25]. Interestingly,
we previously showed thal the DALIA vaccine eliciled predominantly IFNy” and TNFo.*
CD8* T cell responses [20], and here we showed that these CD8" T cell responses also exhibit
cyloloxicily markers, thus indicating a broader [unctional profile in contrast Lo those elicited
by the administration of HIV-1 lipopeplides alone or in combinalion with a canarypox veclor
ALVAC [26]. Interestingly, a comparison of epitopes recognized by vaccine-elicited CD8" T
cells showed that among the 18 oplimal CD8* T-cell epilopes identified in our study, four
belongs to the nine most promiscuously presented IV epitopes described by Frahm and col-
leagues [27]. To provide global coverage of HIV-1 populalion diversily, mosaic vaccines con-
taining conserved regions from different HIV-1 clades were developed [28]. It is noteworthy
that RMYSPTSI, one of the five Gag conserved epilopes in the IHIVconsvX therapeulic vac-
cine, which had ability to suppress replication of circulating ITIV-1 in ITIV-1-infected individ-
uals [29], was present in the DALIA vaccine sequence (Gag 253-284 region). Furthermore,
three immunodominant HIV-1 clade B epilopes identiflied in our study have the ability o be
recognized by CD8" T cells from CRF02_AG-infected Ivorian patients [30] and two others
were shown Lo be largeted by CTL from HIV-resistant Kenyan sex workers who had frequent
exposure to HIV-1 clades A, C and D [31]. However, it is noteworthy that despite this broad
reperloire and a highly cyloloxic phenotype of CD8" T-cell responses, we did nol observe any
association between these responses and the control of IIV replication in patients following
ATL One limitation of our study is the lack of demonstration of the real killing capacily of
these cells, which was precluded for technical reasons. Nevertheless, assuming that it is likely
that a therapeulic epilope-based vaccine cerlainly needs Lo contain different CD8" T-cell epi-
Lopes able Lo bind many different HLA haplotypes, in order Lo circumvent HIV-1 mulations,
our data demonstrate that our DALIA platform is an efficient immunogenic vaccine strategy.
Moreover, these dala reinforce the need Lo combine immunotherapeulic stralegies along with
a vaccine to achieve a functional control of HIV replication.

Our in-depth analysis exlended previous results characlerizing the HIV-specific CD1™ T-
cell responses elicited by the DALIA vaccine. These results are supported by several studies
showing that robust HIV-1-specific CD4" T-cell responses are associated with natural control
of primary HIV-1 infection [32], predictive of persistent AIDS-free infection [33] and control
of viremia in long-term non-progressors [34]. Furthermore, loss of non-progressor status was
strongly associated with undetectable or declining Gag p24 CD4" T-cell responses [35]. We
described an inverse correlation between the breadth and magnitude of vaccine-induced IL-2
responses against individual 15-mer peplides and the maximum of viral load after ATI. The
importance of [L-2 production by HIV-specific CD4" T cells was already demonstrated, since
[L-2 production by HIV-specific CDA™ T cells was shown Lo be associated with the persistence
of a stable T-cell memory compartment [36], and HIV-specific CD4* lymphoproliferative
responses were shown Lo enhance ex vivo proliferative aclivily of HIV-1-specific CD8™ T cells
[37]. Moreover, [FNy*IL-2* CD4" T cells have been associated with control of viremia in
HIV- seroposilive patients [38-11], and Lu and colleagues found an inverse correlation
between HIV-1 viral load and HIV-1-specific [FNy and IL-2 producing CD4* cells after
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vaccination of cART naive HIV-1 individuals with a DC-based therapeutic vaccine pulsed
with aldrithiol-2-inactivated HIV-1 [42]. Besides IL-2 responses, we also showed an inverse
correlation between the breadth and magnitude of 15-mer peptides-mediated IL-13 responses
and the maximum of viral load detected post-ATL Similarly to the IL-2, we showed that [L-13
was mostly produced by non-cytotoxic CD4™ T cells. IL-13 is considered a Th2 cytokine and is
poorly studied in the HIV field. However, it has recently been shown that HIV-specific Th2
responses could predict HIV vaccine efficacy [13] and that Th2 responses induced after SIV
vaccination were correlated with a decrease risk of SIV acquisition [11]. We have already
observed IL-13 secretion after vaccination of healthy volunteers with LIPO-5 [45] but to our
knowledge, the only other publication studying IL-13 secretion in a therapeutic HIV vaccine
context showed an association between higher [L-13 secretion after vaccination and higher
viral load after ATI [16]. These discrepancies could be explained by a difference in vaccine
composition (Gag/Pol/Nef lipopeptides-loaded activated DCs versus Gag p24 peptides

+ GM-CSF) and a difference in cytokine measurement protocol (18h stimulation with 15-mer
peptides versus 6 days stimulation with recombinant Gag p24). In line with our results, it has
been demonstrated that IL-13 inhibited HIV production in ptimary blood-derived human
macrophages in vitro [17] and that IL-13 and [FNy secretion by activated T cells in HIV-1
infection was associated with viral suppression and a lack of discase progression [48]. More-
over, [L-13 was shown Lo increase HIV-specific and recall responses from HIV-1-infected sub-
jects in vitro by modulating monocytes [49]. Last but not least, IL-13 was also shown to be
produced by seronegative subjects highly exposed to HIV [50].

All five HIV-1 lipopeptide sequences used to load the DALIA vaccine, in particular Gag
253-2841 and Pol 325-355 regions, induced strong CDA™ T-cell responses. Accordingly, these
five HIV regions were shown to induce CD4* T-cell responses in non-HIV (19) or HIV-
infected patients [25] vaccinated with HIV-1 lipopeptides, and some epitopes contained in
these vaccine regions were previously described as present in a set of 11 immunogenic
HLA-DR supertype CD4" epitopes [51] or 31 immunodominant CD4" T-cell epitopes [52].
We extended this repertoire by identification of 6 inmunodominant 15-mer peptides elicited
after DALIA vaccination: Gag17-2 (EKIRLRPGGKKKYKL), Gag253-3 (PVGEIYKRWIIL
GLN), Gag253-1 (IYKRWIILGLNKIVR), Gag253-5 (WIILGLKNIVRMYSP), Gag253-6
(GLNKIVRMYSPTSIL) and Pol325-5 (EPFRKQNPDIVIYQY). The first five were already
described as CDA" T-cell epitopes [53] and listed in the HIV molecular immunology database
(http://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/tables/helper summary.html). Gag253-3,
Gag253-4, Gag253-5 and Gag253-6 have been described as DRB1%04:01 restricted epitopes in
a study using HLA DR4 transgenic mice [54]. Gag253-4, Gag253-5 and Gag253-6 wcre also
found to be promiscuous peptides, i.e. able to bind multiple HLA-DR alleles, using NetMH-
Cllpan 3.2, the server we used to predict binding of 15-mer peptides to HLA Class II DRBI1
alleles. Pol325-5 was not listed in the HIV molecular immunology database, nonetheless it is
nearly totally contained (93% overlap) in a Pol CD4" T-cell promiscuous epitope identified by
van der Burg and colleagues [55]. Of nole, in some studies where the breadth of Gag-specific
CDA" T-cell responses was shown to be associated with lower viral load in HIV-infected indi-
viduals [56-58], Gagl7-4, Gag253-4, Gag253-5, Gag253-6 and Gag253-7 were the main tar-
geted epitopes. TITV-1 Nef-specific CD4* T-cell responses are also important to control HIV-1
viral load and the Nef 66-97 peptide included in the DALIA vaccine was found among the 4
Nef epitopes previously associated with non-progression in HIV-1 infection [59]. In our study,
we found that responses to seventeen 15-mer peptides of interest were potentially associated
with lower viral load after ATI. Among them, Gag253-4 and Nef66-6 CDA* I-cell cpitopes
were found in the studies mentioned above. All these data suggest that Gag253-4 is probably
the most important HIV-1 sequence to be included in a therapeutic vaccine, and this is
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strengthened by its large capacity to bind to the 20 most frequent HLA-DRBI alleles in the
world population [60].

To study the reliability of the epitope prediction servers used in our study, we first looked
whether the observed responses were predicted. Among the 117 cytokine-positive CD4* T-cell
responses detected in our study, only 35% were predicted to bind DRB1 molecules by NetMH-
CllIpan 3.2 server, but it is difficult to comment on the reliability of NetMHCIIpan 3.2 server
because we only used HLA-DRB1 (and not HLA-DP or -DQ) molecules of the patients for epi-
tope prediction with this server. By contrast, all 16 observed CD8* T-cell responses were pre-
dicted to bind HLA class I A, B or C molecules of the patients by NetMHCpan 4.0 server.
Then we looked whether the predicted responses were actually observed. Interestingly, only
10% of all predicted CD8* T-cell responses were observed. A potential explanation could be
that even the servers used in this study predict binding affinity of peptides to MHC molecules,
affinity is only one of the determinant factors for a peptide to induce an immune response.
Indeed, to be immunogenic, a peptide needs to be efficiently processed by the cell machinery
and then presented by MHC molecules. Epitope flanking residues can influence the protea-
some or peptidase processing of the antigen. TCR affinity for the peptide/MHC complex also
has an important role on the induction of immune responses. For CD1* T-cell responses, 51%
of predicted responses were observed and we found 3 different patterns: 1) some peptides were
predicted to bind HLA-DR molecules {requently expressed by the patients and for those we
observed the majority of CD4* T-cell responses (this was the case for Gag253-4/5/6); 2) some
peptides were predicted to bind HLA-DR frequently expressed by the patients and for those
we observed only few CD4* T-cell responses (this was the case for Gagl7-4, Gag253-7 and
Pol325-1/2); 3) some peptides were not predicted to bind HLA-DR molecules expressed by the
patients, but for those we nevertheless observed a CD4* T-cell responses (this was the case for
Gag253-3, Nef66-1 and Pol325-4/5). This latter result could easily be explained by the fact that
these peptides could bind HLA-DP or -DQ alleles. However, another explanation could be
that HIV-1 regions that bind some HLA class Il alleles very weakly can induce CD4" T'-cell
responses, and this is actually the case for the HIV-1 lipopeptides used in the DALIA vaccine,
for which the hicrarchy of CD4"* I-cell epitopes relies on the frequency of pre-existing pep-
tide-specific T cells in healthy donors [61].

Recently, an association of HLA-DRB1 allele expression with HIV viral load profiles at a
population level was reported [62]. DRB1%15:02 was shown to be associated with HIV control
whereas DRB1703:01 was shown to be associated with HIV progression. Here, we identified
using a modified ICS protocol with single HLA DRBI transfected cell lines as APC, in vacci-
nated patients, 8 new HLA-DR CD4* T-cell cpitopes restricted by different HLA-DRB1 alleles.
Among them, Gagl7-2 was restricted by DRB1703:01. Although, in our study, due to the small
number of patients, we could not find any effect of these two IHILA-DRBI alleles on viral load
dynamics after A'TL, prediction analysis revealed that only two epitopes Gag253-4 and
Gag253-5 could bind the DRB1*03:01 allele while Gag253-1, Gag253-5, Gag253-6, Gag253-7,
Pol325-1, Pol325-2 and Pol325-7 could bind the “protective” DRB1715:02 allele.

Our study has characlerized epitope responses to a therapeutic IIV-1 vaccine beyond the
“classical” analyses of responses to global HIV peptide pools. Our analysis benefited from the
well described definition of ITIV-1 peptides used for loading of the DC vaccine. This original-
ity represents an advantage compared to similar studies using chemically or temperature inac-
tivated whole autologous HIV or RNA-based pulsed DCs [42,63,64]. Regarding the need to
significantly improve the breadth and the functionality of vaccine responses with the aim to
better control HIV in the perspective of functional HIV cure, itis key to better identify the epi-
topes of interest. [n contrast to several studies of these responses in natural infection, fine char-
acterization of vaccine response at the level of individual peptides contained in therapeutic
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vaccine is lacking. We confirmed at the epitope level that the DALIA vaccine regimen induced
CD8" and CD4* T-cell responses, and that IL-2 and IL-13 responses induced by the vaccine
were mediated by CDA™ T cells. Beyond the dissection of precise epitopes, we described an
inverse correlation between the breadth and magnitude of peculiar CD4* T-cell responses pro-
ducing IL-2 and/or IL-13 and a partial control of viral load after ATI.

From a clinical stand point, these results may help to better design the future planned DC
therapeutic vaccine trial. First, it is likely that a combined strategy to complement CD8" T-cell
responses (immune checkpoint blockers, cytokines such as IL-7 or IL-15) to CDA* elicited T-
cell responses is warranted. Second, a particular attention will be paid to IL-2 and IL-13 CD4*
T-cell responses in relation Lo viral load dynamics after ATL. Since DC-based vaccines are diffi-
cult to make and will be challenging to use on a large scale, a new generation of vaccines target-
ing DC in vivo was developed using monoclonal antibodies directed against cell-surface
receptors [65]. Thus, the sequences of the 5 lipopeptides used in the DALIA vaccine were
recently fused with an anti-human CD10 antibody to target DCs in vivo. Targeting DC of
HIV-1 infected patients in vifro with this new candidate vaccine (0CD40.HIV5pep) showed
induction of CD1™ T-cell responses towards Gag 253-284 and Pol 325-355 regions in a major-
ity of patients [66]. Safety and immunogenicity of this vaccine construct administrated intra-
dermally with poly-ICLC was recently demonstrated in rhesus macaques [67]. Morcover, in
humanized mice infected with HIV-1 and treated with antiviral drugs, aCDAG.HIV5pep plus
poly-ICLC vaccination rescued HIV-1-specific CD4" and CD8" T-cell responses and reduced
the size of the HIV-1 reservoir, leading to significant control of HIV-1 rebound after cART
interruption [68]. Thus, either ex vivo (DALIA) and in vivo (anti-CD40.HIV5pep) DC-target-
ing platforms are promising immune interventions to combine with cytokines, immune
checkpoint inhibitors, as well as broad neutralizing antibodies for an HIV cure [69].

Materials and methods
Study design and vaccine preparation

The ANRS/VRI DALIA was a phase | single-cenlter single-arm clinical trial (North I'exas
Infectious Diseases Consultants, Dallas, TX) sponsored by Baylor Institute for Inmunology
Research and the French Agency INSERM-Agence Nationale de Recherches sur le SIDA et les
hepatites (INSERM-ANRS). Eligible participants were asymptomatic HIV-1-infected adults
with CD4+ T cell counts 500 cells/uL and >25% of total lymphocytes, CD4 nadir =300 cells/
uL, and no history of AIDS-defining events. Participants had to be on combination antiretrovi-
ral therapy (cART) with plasma ITIV RNA <50 copies/mL at screening and within the previ-
ous 3 months. Participants received four vaccinations at wecks (W) 0, 4, 8 and 12 while on
cART. Participants who had ITIV-1 RNA <400 copies/mL at W22 were proposed to interrupt
cAR'T" al W24 until W48. Flowchart describing the ANRS/VRI DALIA clinical Lrial, as well as
baseline characteristics of the patients, have been reported previously [20] and design of the
DALIA trial is shown in S1 Fig, Twenty participants were screened and 19 enrolled in the trial
between 2009 and 2010. Among these 19 participants, three were not included in the present
analyses due tolack of cryopreserved PBMCs to perform T-cell assays.

Blood monocytes from each patient were obtained from an apheresis at W-4 while on
cART. DC-based vaccines were generated by culturing blood monocytes with GM-CSF and
[FNw for three days. Differentiating DCs were then pulsed for 24 hours with lipopeptides
(ANRS IIIV-LIPO-5): IITV-1 LAI (clade B) Gag 17-35, Gag 253-284, Pol 325-355, Nef 66-97
and Nef 116-145, activated during the last 6 hours with lipopolysaccharide (LPS), purified
under Good Manufacturing Practice guidelines, harvested and then frozen. Preclinical valida-
tion of the preparation and functional characterization of this vaccine has been previously
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reported [16]. Approximately 15x10° viable frozen-thawed HIV lipopeptide-loaded DC were
injected subcutancously in 3 separate injection sites (3.3 ml per site) in the upper and lower
exltremities at each vaccination time point.

Ethics statement

The trial was approved by the IRB of Baylor Research Institute (BRI} and registered on Clini-
calTrials.gov (NCT00796770). All parlicipants provided wrillen informed consenL.

HLA typing

Samples were sent to LABS Inc (Centennial CO, USA) for IILA Typing (A, B, C, DRBI and
DQB1) using High Resolution Sequence Based ‘T'esting (SB'T). HLA characteristics of partici-
pants (A, B, and C for ITLA class I and DRBI for ITLA class IT) are reported in S4 Table.

Peptides used in T-cell assays

Fifteen-mer peptides (n = 36) overlapping by 11 amino acids {(aa) and covering the vaccine
sequences were synthesized by Biosynthesis (Lewisville, TX, USA) and used at a final concen-
tration of 2 pM (sequences are listed in S1 Table). Eight- to ten-mer peptides synthesized by
NeoMPS (now PolyPeptide Laboratories France, Strasbourg) were used at 2 pug/ml to identify
optimal CD8" T-cell epitopes.

Prediction of CD4" and CD8" T-cell epitopes

NetMIICIIpan 3.2 [21] server was used to predict binding of peptides to MIIC class-II DRB1
molecules of the participants and their putative CD4™ T-cell responses. NetMHCpan 4.0 [22]
was used to predict binding of peptides to MIC class-I (A, B and C) molecules of the partici-
pants and polential CD8" T-cell epilopes. These prediction methods are based on ANN. For
NetMHCIIpan 3.2, the prediction values are given in IC50 values (in nM} and as %Rank. The
percentile rank for a peplide is generaled by comparing ils score against the scores of 200,000
random natural peplides of the same length of the query peplide. Strong and weak binding
peptides are identified based on %Rank, with customizable thresholds. We applied the default
thresholds ol 2% and 10% for strong and weak binders, respectively. For NetMHCpan 4.0, the
method is trained on a combination of more than 180,000 quantitative binding data and mass
spectromelry derived MHC eluled ligands. Rank of the predictled alfinily was compared Lo a
set of random natural peptides. The peptide will be identified as a strong binder if the % Rank
is below the specified threshold for the strong binders, by default 0.5%. The peptide will be
identified as a weak binder if the % Rank is above the threshold of the strong binders but
below the specified threshold for the weak binders, by default 2%.

Luminex assay

Frozen PBMCs from aphereses before (W-1} and after (W16} vaccination were thawed and
rested at 37°C for 1h. Samples were filtered and resuspended in RPMI 1640 media supple-
mented with 10% Human serum (HS). Plates containing individual overlapping peptides, pos-
itive (Staphylococcal enterotoxin B (SEB)) and negative (no peptide) controls, were thawed at
room temperature and 1x10° cells were added in each well to a final volume of 300 pl. After
48h of culture, the plates were centrifuged, and 200 pul of each supernatant was collected and
frozen at -80°C for cytokine detection. Measurements and analyses of secreted IL-2, [L-10, IL-
13,IL-17, [L-21, IFNy and IP10 (expressed in fluorescence intensity (FI) and concentration)
were performed using an “in house” multiplex bead-based technology (Luminex) assay with a
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Bio-Plex 200 instrument (Bio-Rad) after a two-fold dilution of supernatants. Human IFNy, IL-
2,1L-10, IL-13, IL-17, [L-21 and IP-10 monoclonal antibody reagent pairs were developed and
validated by the Baylor Institute for Immunology Research (BIIR). These pairs were conju-
gated to Luminex X-MAP SeroM AP microspheres according to manufacturer’s guidelines
(Luminex). Biotinylation was performed with EZ link Sulfo-NHS LC Biotin from Thermo
Fisher. PhycoLink Streptavidin-RPE was purchased from Prozyme. This multiplex was
assessed using a commercial 68-Plex cytokine standard cocktail produced expressly for the
BIIR by BioLegend with protocols comparable to that for Millipore multiplex processing. The
BIIR Luminex Core facility maintains compliance with the External Quality Assurance Pro-
gram Oversight Laboratory, a National Institutes of Health and National Institute of Allergy
and Infectious Diseases Division of AIDS program for quality assessment review and ratings
of laboratories involved in HIV/AIDS research and vaccine trials around the world.

Intracellular Cytokine Staining (ICS)

Frozen PBMC from the apheresis at W16 were thawed and rested at 37°C for 3hin RPMI 1640
media with L-Glutamax supplemented with Penicillin / Streptomycin and 10% IIS (R-10IIS). On
day 0 (DO), 2x10° cells were cultured in 24 flat bottom wells culture plate with or without 2 pM of
15-mer peptides that induced a positive response by Luminex assay. [L-2 (10 U/ml) was added on
day 2 and half of the volume of each culture well was refreshed with fresh media containing [L-2
(10 U/ml) at day 4. On day 7 the cells were divided in two 5 ml polypropylene tubes and washed
two times. DO non-stimulated cells were then stimulated or not with SEB, and D0 stimulated cells
were re-stimulated or not with the same peptide as DO, in a 500 pl R-10HS final volume. For the
cytotoxic panel, CD107a was also added during cell stimulation. One hour later, BD GolgiPlug
and GolgiStop (Becton Dickinson France) were added and the culture was continued for addi-
tional 5 hours, Cells were then washed and stained for surface antibodies and live/dead marker
for 20 minutes. Following fixation and permeabilization, cells were stained with intracellular anti-
bodies for 30 minutes. Cells were then washed and resuspended in 250 pl PBS 1% PFA.

‘I'o determine optimal CD8 responses, predicted CD8* 'I'-cell epitopes (8- Lo 10-mers) were
used in ICS assay.

To determine the DRB1 ITLA molecules involved in the observed CD4* T-cell responses,
14 different DRB1 (DRB1*01:01, 03:01, 04:01, 04:02, 04:03, 04:04, 04:05, 07:01, 11:01, 11:04,
13:01, 13:02, 14:01, 15:01) single transfected DAP.3 cell lines (L1, USA) were pulsed for 1h
with 15-mer peptides, washed four times and then added at D7 to DO-stimulated cells. Non-
transfected DAP.3 cell line was used as negative control.

‘T'wo different [CS panels were tested, a first one for cytokine responses using anti-CD3
A700 (BD ref 557943), -CD4 BV 605 (BD ref 562658), -CD8 efluor780 (eBioscience ref 9047-
0087-120), -CD36 PECF594 (BD refl 564849), -1L-13 PE (BD ref 340508), -1ENy PerCPCy5.5
(BD ref 560704}, -IL-2 FITC (BD ref 559361), -IL-21 AF647 (BD ref 560493), Live dead fixable
Aqua Dead (Life Technologies ref L34957), and a second for cytotoxic characterization of cyto-
kine responses using anti-CD3 BV605 (Biolegend ref 300460), -CD4 BV785 (Biolegend ref
300554), -CD& APC-117 (BD ref 560179}, -CD56 PC7 (BD ref 557747), -IL-13 PE (BD ref
340508), -IFNy PECF594 (BD ref 562392), -11.-2 APC (cBioscience ref 17-7029-41}, -Gran-
zyme A Pacific Blue (Biolegend ref 507207), -Granzyme B AF700 (BD ref 560213), -Perforin
PerCPCy5.5 (Biolegend ref 353314), -CD107a FITC (BD ref 555800}, Live dead fixable Aqua
Dead (Life Technologies ref L34957).

Samples were analyzed with a BD LSRII and data were acquired with DIV A software.
FlowJo 9.9.6 (TreeStar, Inc., Ashland, OR), Pestle 1.7 and Spice 5.35 (M. Roederer, National
Institute of Health} softwares were used for data analysis.
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Statistical analyses

For a given cytokine, a Luminex quantification was considered as a positive response if the
fluorescence intensity (FL} was > 90™ percentile of all negative controls (non-stinwulated cells
before and after vaccination for all participants) and > 3 times the background (median of
three negalive control wells for the considered participant and time point). An ICS response
was considered positive for a given cytokine if the frequency of stimulated CD3"CD56 CD4"
or CD3*CD56 CD8” cells was > 3 limes Lhe negalive control (unstimulated cells) and
=0.05%.

Correlalions belween immunogenicily oulcome al W16 and the maximum of HIV-1 RNA
observed during ATI were analyzed by Spearman rank correlations. Comparison between fre-
quency of responders belore and afler vaccination was performed using McNemar’s Lest and
comparison belween Lhe breadlh of the response observed before and aller vaccination was
performed using Wilcoxon matched-pairs signed rank test.

Statistical analyses were carried oul using GraphPad Prism (version 8.0.1, GraphPad Sefl-
ware, San Diego, USA).

Supporting information

S1 Fig. Design of the DALIA trial. HIV-infected patients have been vaccinated al 0, 4, 8, 12
weeks and antiretroviral treatments have been interrupted at 24 weeks. Apheresis has been
performed at 2 to 4 weeks (—2/—1) before the first vaccine injection (week 0), and 16 weeks
and 48 weeks thereafter. Blood draw has been performed at cach single visit. Of 20 cligible
HIV-infected patients, 19 completed the vaccination and 16 reached the 48 weeks visit without
resuming their antiretroviral treatment after interrupting it at 21 weeks.

(TIF)

§2 Fig. Magnitude of IFNv, 1L-2 and IL-13 responses at W-4. Magnitude (FI) of [FNy, IL-2
and IL-13 responses (median) quantified by Luminex assay after a 48h stimulation of PBMC
with individual peptides. Dotted line represents the strong responses threshold defined in Fig
2A.

(TIF)

§3 Fig. Magnitude of IFN7, IL-2 and IL-13 responses for controls at W16. Magnitude (FI)
of [FNy, IL-2 and [L-13 responses (median} quantified by Luminex assay afler a 48h stimula-
tion of PBMC with medium alone (3 wells of non-stimulated cells), 3 non-LIPO-5 peptide
pools from Gag p2p6 prolein, or SEB. Dolled line represents the strong responses Lhreshold
defined in Fig 2A.

(TIF)

$4 Fig. Predicted versus Observed T-cell responses. (A} CD4™ T-cell responses according Lo
NetMIIClIpan 3.2 HHLA-DRBI-binding predicted 15-mer peptides (blue line) or observed
afler 7-day ICS (green bars) [or the 14 palients Lested al W16. (B) CD8™ T-cell responses
according to NetMIICpan 4.0 IILA-A/B/C-binding predicted 15-mer peptides (blue line) or
observed after 7-day ICS (orange bars) for the 14 patients tested at W16.

(TIF)

S1 Table. Peptide sequences.

(TTF)

§2 Table. Individual data of 1IFNy, 1L-2 and 1L-13 concentration level (pg/ml} at W16.
Luminex assay was performed after a 48h stimulation of PBMC with 36 individual 15-mer
peptides. Absence of data means < LLOQ (lower limit of quantification}. Posilive responses
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identified using our positivity cut off based on FI are highlighted in yellow.
(XLSX)

§3 Table. Identification of the HLA-DR molecules involved in the CD4" T-cell responses
using HLA-DRBI1-transfected cell lines. PBMC were stimulated at day 0 with individual
15-mer peptides and cultured during 7 days with rIL-2. ICS assay was performed at day 7 after
a 6h restimulation with 15-mer peplides or with HLA-DRB1-transfecled cell lines previously
pulsed (P) 1 hour with the 15-mer peptides. Non-restimulated PBMC, untransfected DAP.3
cell line pulsed 1 hour with the 15-mer peptides, and HLA-DRBI1-transfected cell lines not
pulsed (NP} with the 15-mer peptides were used as negative controls. An [CS response was
considered positive (highlighted in bold in the table) if the frequency of stimulated
CD3*CD56 CD4* cells were > 3-fold the unstimulated cells and > 0.05%. Posilive responses
not predicted by NetMHCIIpan 3.2 are highlighted in yellow.

(XLSX)

§4 Table. HLA characteristics of participants.
(TIF)
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Supporting information
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S1 Fig. Design of the DALIA trial. HIV-infected patients have been vaccinated at 0, 4, 8, 12
weeks and antiretroviral treatments have been interrupted at 24 weeks. Apheresis has been
performed at 2 to 4 weeks (—2/—4) before the first vaccine injection (week 0), and 16 weeks
and 48 weeks thereafter. Blood draw has been performed at each single visit. Of 20 eligible
HIV-infected patients, 19 completed the vaccination and 16 reached the 48 weeks visit

without resuming their antiretroviral treatment after interrupting it at 24 weeks.
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S2 Fig. Magnitude of IFNy, IL-2 and IL-13 responses at W-4. Magnitude (FI) of IFNy, IL-
2 and IL-13 responses (median) quantified by Luminex assay after a 48h stimulation of
PBMC with individual peptides. Dotted line represents the strong responses threshold defined
in Figure 2A.

148



Résultats — Deuxieme partie : Epitope mapping de I’essai ANRS DALIA

25000-
- PNy
10000 - —— ]
2000 T
= |L-13
s
S 1500-
©
o
E
T 1000-
B

™ (o'} (o]
(72} 7] (2]
= = =

NL-P1
NL-P2
NL-P3

SEB

S3 Fig. Magnitude of IFNy, IL-2 and IL-13 responses for controls at W16. Magnitude (FI)
of IFNy, IL-2 and IL-13 responses (median) quantified by Luminex assay after a 48h
stimulation of PBMC with medium alone (3 wells of non-stimulated cells), 3 non-LIPO-5
peptide pools from Gag p2p6 protein, or SEB. Dotted line represents the strong responses
threshold defined in Figure 2A.

149



Résultats — Deuxieme partie : Epitope mapping de I’essai ANRS DALIA

A

16
14
12
10

Number of patients
E~Y ()] [+
G17-2 N —

. i /1. W1 e s REA D 0

) L I s Ll O L R A A A ool (R LAY e L i IS v My U N

r~ ™~ ™~ M M M MO M M MO0 M O O W O O W W W W W W W O O O W U v 1 1 1) v 1)

CoooaLaRBiRlRlesse eSS0 FRRRERER

[CERCENCERCERCER RN B U] Z zz=z=z=z=z =0 0o a a0 oo a

Peptides
mmm Observed CD4+ T-cell responses Predicted CD4+ T-cell responses

16
14
812
C
a
< 10
a
T 8
@
o g5
5
Z 4
2
0

M D T S A N S o A e G O S R T U M U Aol

W N N NN wn o wn

RS R R EEEEEEEEEEEREEEEEREREEEEERE

L T T e T e T e B o
uumwiﬂlﬂLDLDUUUUZZZZZZZZZZZZZZZZQ-Q-Q-CLQ-Q—Q—Q—
Peptides
Observed CD8+ T-cell responses Predicted CD8+ T-cell responses

S4 Fig. Predicted versus Observed T-cell responses. (A) CD4" T-cell responses according
to NetMHCllIpan 3.2 HLA-DRB1-binding predicted 15-mer peptides (blue line) or observed
after 7-day ICS (green bars) for the 14 patients tested at W16. (B) CD8" T-cell responses
according to NetMHCpan 4.0 HLA-A/B/C-binding predicted 15-mer peptides (blue line) or
observed after 7-day ICS (orange bars) for the 14 patients tested at W16.
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REGION NAME SEQUENCE
Gagl7-1 LDRWEKIRLRPGGKK
Gagl7-35 Gagl7-2 EKIRLRPGGKKKYKL
Gagl7-3 LRPGGKKKYKLKHIV
Gagl7-4 GKKKYKLKHIVWASR
Gag253-1 WMTNNPPIPVGEIYK
Gag253-2 NPPIPVGEIYERWII
Gag253-3 PVGEIYKRWIILGLN
Gag253-284 Gag253-4 IYKRWIILGLNKIVR
Gag253-5 WIILGLNKIVRMYSP
Gag253-6 GLNKIVRMYSPTSIL
Gag253-17 IVRMYSPTSILDIRQ
Gag253-8 YSPTSILDIRQGPKE
Nef66-1 GLTTMVGFPVTPQVP
Nef66-2 MVGFPVTPQVPLRPM
Nef66-3 PVTPQVPLRPMTYKA
Nef66-97 Nef66-4 PQVPLRPMTYKAAVDL
Nef66-5 RPMTYKAAVDLSHFL
Nef66-6 YKAAVDLSHFLKEKG
Nef66-7 VDLSHFLKEKGGLEG
Nef66-8 EFLKEKGGLEGLIHS
Nefll6-1 ILDLWIYHTQGYFPD
Nefll6-2 WIYETQGYFPDWONY
Nef116-3 TQGYFPDWONYTPGP
Nef116-145 Nefll6-4 FPDWQNYTPGPGVRY
Nef116-5 WONYTPGPGVRYPLTF
Nefll6-6 PGPGVRYPLTFGWCY
Nefll6-7 VRYPLTFGWCYKLVP
Nefll6-8 LTFGWCYKLVEMIET
P0l1325-1 NCKLMAIFQSSMTKI
P0l1325-2 MATIFQSSMTKILEPF
P01325-3 FQSSMTKILEPFRKQN
Pal325-385 P0l325-4 TKILEPFRKQNPDIV
P0l1325-5 EPFRKQNPDIVIYQY
P0l1325-6 KQNPDIVIYQYMDDL
P01325-7 DIVIYQYMDDLYVGS
P01325-8 YQYMDDLYVGSDLE I

S1 Table. Peptide sequences.
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IFNy (pg/ml)
Patients | D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 DY D10 D11 D14 D15 D17 D18 D19
Peptides
G17-1 23 | 16.9| 827 2058.1 17.4 348.3 9.7 5.4 13745 | 11.4 | 4040.0 126 | 21.2 0.6 0.1 95.2
G17-2 | 76 | 15.0| 121.7 | 512141 29.1 48.7 79.0 | 5373.2 | 17.8 | 32552.0 | 295.3 | 593.9 18.5 141 | 1215.2
G17-3 17.1 | 260.0 74.7 6.0 45.4 2.6 12.9 6.3 55.7 6.3 50.4 0.3 6.3 0.0
G17-4 27.2 | 1109.7 | 113.0 9.3 27.1 6.6 11.6 1.1 60.7 1.4 10.0 0.3 0.5
G2531 | 7.3 | 17.9| 696 222 106 50.8 56 6.5 2.0 56.4 0.5 275 03 01 0.4
G253-2 | 08 | 49.8| 71.0 110.8 26.9 50.0 12.3 386.1 3.9 56.1 57.1 56.7 2.2 311.4
G253-3 | 11.2 | 22.8 | 2872.9 | 189.7 956.8 68.0 517.0 | 521 | 65183 | 10.7 | 4053 130.9 | 390.9 | 150.6 1.2 711.5
G2534 | 29.2 | 35.0 | 1384.7 | 66366 | 349.9 28.7 662.0 | 77.0 | 57016 | 20.6 | 9901.8 | 266.2 | 3729 | 59.7 242 | 596.3
G253-5 13.8 | 214.3 | 3476.4 12.9 556.8 528.7 62 | 3647 | 7.2 | 37416 | 276.7| 11.6 | 22723 | 43 0.3
G2536 | 08 | 624 | T1.1 1888.5 | 11354 | 11737.0 | 2198.8 | 166.8 | 44741 | 11.4 | 11115.1 | 284.7 | 22.2 | 1880.0 | 72.3 0.9
G253-7 | 88 | 18.0| 50.1 165.4 16.0 767.4 17.1 1.7 8.3 6.6 832.0 9.0 8.4 0.1 0.1 1.1
G2538 | 7.3 | 26.2| 5289 58.2 11.7 41.6 3.5 48.4 3.3 101.9 0.7 52 0.1 0.9
N66-1 27.8 | 23.1 38.8 31.5 85.8 18822 | 96 7.5 3.7 205.6 6.6 11.6 3.0 0.5 0.2
N66-2 17.7 | 811 45.0 20.0 2282 [ 10816 | 24 2.8 45.8 86.3 7.7 11.6 0.3 2.2 1.6
N66-3 258 | 244 21.8 33 20.5 46 552 | 2435 33 14.4 1.5 01 1.0
N66-4 246 | 532 126.7 207.6 33.8 28.7 1.3 29.7 | 39.1 349.5 1.9 28.1 51.8 0.1 3.7
N66-5 10.3 | 786 67.5 58 6.5 392.4 6.7 6205 | 2.3 90.3 3.7 14.9 40.2 38.3
N66-6 13.4 | 140.0 23.1 55 13.6 64.4 0.9 4.9 26 133.0 6.9 65.3 58.6 0.1 88.9
N66-7 156 | 56.0 47.1 7.6 11.2 236 2.3 15.1 7.9 53 1.0
N66-8 | 19.3 | 16.7 | 445 26.3 6.0 20.3 1.7 4.9 0.7 15.9 9.4 11.2 0.3 0.8
N116-1 | 5.2 | 14.2| 550 13.5 3.5 148.7 53.5 7.3 4.1 123.1 0.5 1.7 9.6 0.5 0.7
N116-2 14.8 | 27.0 8.9 4.6 9.0 0.9 29.6 1.1 7.2 34.0 0.5 25 | 2958.5 | 64.8 5.0
N116-3 15.8 | 28.0 24.3 4.2 19.9 40.2 10.1 8.3 48.6 38.6 15.1 | 3280.8 | 222.1 | 376.8
N116-4 16.5| 746 12.1 6.0 138.7 6.9 1.3 48.1 2.0 93.3 9.6 6.2 7.2 0.1 531.8
N116-5 248 | 235 41.5 46 106.1 255 76.6 3.0 6.4 3421 7.0 12.9 05 0.5 166.0
N116-6 209 | 17.8 50.5 3.3 6.7 123.4 501.2 | 94.5 106.7 0.4 98.7 0.1 0.5
N116-7 11.9 | 501 70.8 1.9 8.6 112.3 284.3 | 52.5 24.1 0.2 76.5 0.1
N116-8 10.0 | 209 30.2 4.0 12.7 20.6 2.4 19 43.2 1.5 27.9 0.1 0.5 4.8
P325-1 | 34.8| 11.0| 818 16.6 4.0 702.4 4.1 9.3 4.5 64.7 0.7 11.4 0.5 0.1 14.7
P325-2 | 27.5| 19.9| 41.0 485.8 8.1 934.2 7.9 7.0 54 | 2078.0 5.0 17.7 0.1 0.1 227
P325-3 146 | 191 4857.1 1.9 161.8 7.8 2.1 2.5 2.8 | 8075.5 0.2 | 168.4 0.5 0.0
P3254 | 23.3 | 18.8 | 802.2 895.9 290.5 513.6 | 2377.0| 7.7 4.1 16 765.4 0.5 65.5 | 426.8 0.1
P325-5 | 66.0 | 11.2 | 2889.5 | 394.7 1232.7 | 1734.1 | 6926.6 | 101.1 1.4 9.8 160.5 1.0 23.7 | 1036.2 | 16.3 28.4
P325-6 14.2| 378 326.3 46.2 30.8 21.6 15.1 4.1 36 63.5 1.0 7.5 52 11.5 1.4
P325-7 | 27 | 20.2 | 132.0 | 1457.2 101.8 38.7 15.9 19.3 10.5 55 41.8 0.4 77 1047.2 | 26.2 56.9
P3258 | 14.9| 13.8| 337 9.2 8.2 16.6 2.7 2.6 4.9 48.4 1.9 0.9 2421 0.5 6.1
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IL-2 (pg/ml)
Patients | p1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 DY D10 D11 D14 | D15 D17 D18 D19
Peptides
G17-1 26 2.2 14.9 155.3 121 43.9 50.2 18.9 38.2 5.8 72.9 11.4 5.5 8.4 7.3 523.2
G17-2 7.8 0.5 8.4 937.1 17.6 18.2 25.5 1243 | 28916 | 243 | 13839 | 1885 | 64.8 9.9 89.1 2781.3
G17-3 15 32.4 58.9 31 39.9 221 6.9 2.1 4.8 15.8 6.9 4.7 24.2 21.0
G17-4 0.4 40.8 58.6 2.1 41.1 53.3 3.0 2.2 4.8 6.8 7.2 6.6 7.6 20.5
G2531 57 0.5 5.5 15.9 0.7 40.3 38.6 2.5 3.3 2.8 7.1 11 5.9 3.2 16.2 14.6
G2532 | 14 1.6 8.7 30.5 4.5 35.2 103.7 15.5 1.5 12.4 70.2 12.1 2.6 7.2 271.8
G253-3 | 21.7 | 2.8 216.8 66.9 161.8 53.7 726.8 48.3 451.6 9.6 111.6 159.8 | 47.0 330.8 12.5 900.8
G2534 | 428 | 55 129.6 323.2 54.7 225 1118.9 | 73.7 258.9 | 20.4 651.9 173.2 | 1.7 576.2 | 150.3 | 1057.7
G2535 | 1.3 36.9 500.0 4.3 39.4 300.9 17.3 126.1 12.8 327.7 156.3 7.5 668.5 276 27.7
G2536 | 18 [ 166 9.8 526.6 | 151.4 128.0 | 3684 | 1191 | 230.2 | 10.9 ] 10203 | 1734 | 8.4 | 10744 | 1226 | 394
G253-7 | 10.0 3.9 61.3 4.2 449 31.8 6.7 8.7 6.4 10.5 11.2 6.1 9.7 18.3 215
G2538 | 137 4.3 26.4 9.8 224 31.1 34 6.0 0.7 5.8 4.1 3.4 7.2 13.8 9.9
NE6-1 0.8 0.5 1.2 15.8 12.7 56.3 430.6 3.5 4.7 1.2 1.3 9.4 5.3 59.0 104 19.6
NEB-2 | 1.4 12.8 19.2 3.0 36.7 2706 | 34 4.0 3.7 5.8 2.9 0.9 20.1 10.4 17.1
NE6-3 2.0 9.9 9.8 28.3 0.5 23.0 18.7 2.1 8.5 6.1 28.2 2.0 4.1 8.0 6.3 20.8
Neg-4 | 1.7 | 6.1 8.3 67.6 28.9 30.2 1302 [ 95 34.1 3.8 83.1 4.6 3.1 93.2 7.1 952
NE6-5 15 10.1 35.1 3.6 10.4 513.7 9.1 37.6 4.5 33.3 3.5 3.1 165.4 17.2 420.3
NE6-6 0.3 4.0 241 9.3 0.7 23.0 103.2 8.6 11.6 3.8 11.0 3.1 7.4 7.8 5.6 367.8
NE&-7 5.0 0.5 10.6 154.7 1.0 16.6 34.3 4.0 11.3 1.6 4.1 3.3 3.6 9.0 6.4 15.6
NE6-8 2.3 6.8 51.8 1.4 20.1 27.1 3.8 10.1 10.9 8.0 8.2 3.4 5.4 9.5
N116-1 1.1 1.3 19.3 1.4 19.0 27.0 2.2 3.2 6.1 10.0 1.2 2.6 31.3 17.7 22.5
N116-2 | 0.9 2.2 31 6.5 0.8 20.8 16.7 37.5 5.6 2.4 1.1 14 2.9 171.6 | 117.9 | 130.0
N116-3 | 0.8 3.4 3.2 14.1 0.6 17.1 15.2 33.4 6.7 3.3 8.8 9.8 4.2 239.7 | 195.2 | 931.7
N116-4 | 2.1 9.3 23.3 5.0 40.1 24.4 0.5 7.1 1.1 8.4 3.1 2.9 8.6 121 674.0
N116-5 1.9 1.6 4.4 30.6 1.2 281 24.2 5.7 1.8 1.8 5.5 3.9 2.4 17.5 14.6 3496
N116-6 | 0.4 1.5 2.9 16.4 0.7 13.4 31.9 1.0 3.0 4.0 5.8 1.1 4.4 3.9 6.5 15.3
N116-7 | 0.8 0.9 18.7 29.0 0.5 15.0 54.3 3.3 4.2 2.4 10.5 0.6 6.4 1.4 5.8 29.3
N116-8 1.3 15.3 5.8 0.7 19.8 63.4 0.7 4.5 3.8 10.4 1.0 2.3 4.4 6.6 42.5
P325-1 | 30.1 9.6 221 0.9 99.4 221 5.4 9.3 10.9 6.2 2.2 2.4 20.2 6.0 298.2
P325-2 1 19.2| 1.3 1.6 128.1 0.7 35.2 19.0 11.2 6.9 3.0 21.3 3.2 3.1 11.5 8.2 246.3
P325-3 15 7.4 1432.6 1.4 56.5 35.0 23.7 5.7 0.7 745.2 15 36.8 3.6 4.6 27.8
P325-4 [ 152 1.2 | 117.2 838.0 20.3 109.3 | 705.0 | 206 | 144 | 33 343.2 27 | 172 | 3783 | 129 27.4
P325-5 | 30.7 320.0 663.5 56.2 197.6 1165.2 | 113.1 3.8 17.6 32.0 0.6 9.9 618.4 72.2 3935
P325-6 | 06 | 1.2 8.9 693.1 3.0 246 256 | 26.0 7.2 1.9 19.8 17 5.1 126 | 376 316
P325-7 | 3.0 0.4 18.1 166.2 17.0 30.0 54.6 47 .4 14.7 5.7 15.1 3.7 8.9 192.1 87.8 4486
P325-8 | 79 | 2.2 2.9 14.1 4.7 17.7 26.6 45 4.9 7.2 3.4 2.6 0.7 452 | 18.1 59.1

153




Résultats — Deuxieme partie :

Epitope mapping de I’essai ANRS DALIA

IL-13 (pg/ml)
Patients | p1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 Do D10 D11 D14 D15 D17 D18 D19
Peptides
G17-1 | 32 | 09 | 131 145.4 10.8 64.9 327 | 104 | 330 | 6.0 | 189.0 2.7 4.1 05 | 594.9
G17-2 4.8 1.2 5.9 252.0 10.9 23.6 13.7 27.6 64.5 11.6 569.9 29.4 17.4 0.3 7.3 1103.2
G17-3 0.6 52.7 24.8 2.5 39.2 1.1 0.1 9.6 2.1 16.3 3.8 4.0 0.8 53
G17-4 1.9 64.6 38.0 2.5 45.4 17.0 5.9 7.5 2.3 5.0 0.0 0.3 0.7
G253-1| 3.4 8.9 10.5 0.8 40.4 20.3 1.4 7.3 0.4 8.9 0.6 1.8 0.0 0.7
G253-2| 0.3 1.0 15.2 9.0 2.9 68.9 26.3 0.9 28.1 2.1 18.4 201 4.4 166.8
G253-3| 5.9 0.2 265.7 33.7 52.8 63.8 143.2 15.7 111.2 8.4 255.0 20.0 8.8 15.0 8452
G253-4 | 9.3 0.8 288.4 117.9 30.1 27.2 154.9 224 68.0 18.4 596.6 17.8 10.3 7.4 21.3 733.6
G253-5 69.1 169.9 1.8 35.5 1075 | 4.4 511 | 7.3 | 4156 | 206 | 2.3 50.1 3.3 48
G2536 | 15 4.7 14.4 151.9 62.8 180.1 141.1 17.0 110.6 7.4 765.9 226 6.0 65.0 19.2 3.8
G253-7| 1.4 0.2 2.8 20.9 2.9 106.1 33.3 4.1 7.9 2.3 45.3 3.7 3.7 16 2.7
G253-8 | 3.1 1.3 4.3 10.5 4.2 38.4 14.8 0.7 3.5 0.9 11.2 1.3 2.1 0.9 0.9
NE6-1 | 1.5 | 0.8 43 7.9 72 82.3 350.1 3.0 46 2.6 7.2 1.7 2.9 1.6 0.2 1.8
Nes-2 | 0.8 | 08 | 208 76 29 81.1 1730 | 1.9 6.0 4.1 38 0.5 1.4 0.0 0.4 35
N66-3 1.7 2.7 4.0 0.9 15.8 7.6 0.6 9.1 6.8 86.1 1.0 1.7 0.0 11
N66-4 14 6.2 30.7 257 20.9 62.3 0.9 29.5 7.7 169.9 0.8 1.5 5.8 43.9
N66-5 0.2 8.0 9.3 1.4 3.9 2204 2.3 31.5 2.0 51.5 0.3 2.4 9.4 0.3 392.2
NE6-6 15 | 252 2.4 10.6 81.2 3.2 5.7 2.8 29.6 0.6 1.8 0.5 02 | 4691
N66-7 1.6 4.9 22.2 10.4 17.0 1.2 3.7 9.5 0.9 2.6 2.2
N66-8 10.6 8.1 0.3 14.3 8.0 0.5 9.2 13.0 0.9 3.0 2.3
N116-1 0.2 3.1 6.0 1.0 47.5 46.9 2.9 5.5 3.5 38.9 0.5 0.4 1.4 1.1 0.5
N116-2 1.2 26 25 0.8 14.9 5.9 17.6 36 1.5 15.1 0.1 2.0 | 1245 [ 182 | 1185
N116-3 1.7 0.2 1.8 4.5 0.7 12.8 5.0 25.5 6.6 3.6 10.8 2.4 2.0 82.9 35.4 | 1076.5
N1164 2.4 0.8 11.0 9.3 0.4 81.2 171 1.6 11.5 1.8 6.4 1.0 2.4 0.5 0.8 1840.6
N116-5 2.8 16 5.5 6.9 0.7 59.0 37.2 2.2 4.9 3.7 13.5 1.0 2.6 0.3 1.0 892.8
N116-6 13 25 2.8 11.4 39.6 5.0 46 13.0 0.2 0.7 0.1 06
N116-7 0.2 24.4 3.2 1.0 9.4 52.8 4.5 3.2 6.8 0.8 0.0 17.5
N116-8 15.2 2.2 0.6 18.8 49.2 0.4 4.0 2.7 8.4 0.1 0.6 0.0 5.1
P325-1 7.5 9.5 8.8 0.9 106.6 10.9 0.6 4.4 1.3 7.5 1.0 0.9 0.1 2440
P3252 | 78 | 1.2 5.2 85.0 19 115.8 9.0 2.4 8.1 5.2 80.4 0.5 1.4 168.1
P325-3 1.5 6.9 159.9 35.0 12.3 2.5 3.8 1.0 319.4 0.3 10.2 6.3
pP3254 5.0 0.2 249.2 90.4 14.4 75.3 4459 5.8 3.5 189.8 0.6 6.7 12.3 0.5 36.5
P325-5 7.3 0.6 499.6 82.7 17.3 125.0 505.1 26.4 2.9 10.3 64.0 0.3 4.9 19.5 6.4 441.3
P3256 12 10.9 68.9 1.0 20.6 41.1 11.5 3.8 1.0 24.7 0.2 3.5 0.2 8.2 40.5
P325-7 2.6 17.5 73.2 11.3 24.0 206 12.8 10.9 4.5 15.0 0.4 2.6 15.9 8.7 245.0
P3258 | 63 | 06 5.4 4.1 15 14.6 8.6 0.3 6.0 2.0 46 0.3 15.7 0.3 45.0

S2 Table. Individual data of IFNy, IL-2 and IL-13 concentration level (pg/ml) at W16.

Luminex assay was performed after a 48h stimulation of PBMC with 36 individual 15-mer

peptides. Absence of data means < LLOQ (lower limit of quantification). Positive responses

identified using our positivity cut off based on FI are highlighted in yellow.
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Patient Stimulation at day 7 CD3°CD56°CD4" IFN::+ (%) Predicted by NETMHCllpan 3.2 Patient Stimulation at day 7 CD3"CD56CD4” \FN"f(%) Predicted by NETMHClIpan 3.2

D5 NS 0.05 - D15 NS 0.01

D5 G253-3 14.01 - D15 G17-2 0.51

D5 DRO402 NP 0.05 - D15 DRO301 NP 0.02

D5 DRO402 P 3.71 no D15 DRO301 P 0.27 no
D5 DRO403 NP 0.07 - D15 DR1301 NP 0.01

D5 DRO403 P 0.09 no D15 DR1301 P 0.25 yes
D5 DAP3 P 0.02 - D15 DAP3 P 0.02 -
D7 NS 0.38 - D15 NS 0.01

D7 N66-1 16.90 - D15 G253-3 0.88

D7 DRO401 NP 0.19 - D15 DRO301 NP 0.01 -
D7 DRO401P 0.97 no D15 DRO301 P 0.03 no
D7 DR1101 NP 0.27 - D15 DR1301 NP 0.01

D7 DR1101P 0.30 no D15 DR1301 P 0.94 no
D7 DAP3 P 0.14 - D15 DAP3 P 0.01

D7 NS 0.11 - D17 NS 0.02

D7 NE6-6 4.70 - D17 N66-5 1.34

D7 DRO401 NP 0.11 - D17 DRO405 NP 0.23

D7 DRO401P 0.79 no D17 DR0O405 P 4.30 yes
D7 DR1101 NP 0.18 - D17 DR1401 NP 0.16 -
D7 DR1101P 0.19 no D17 DR1401 P 4.58 no
D7 DAP3 P 0.15 - D17 DAP3 P 0.02

D8 NS 0.03 - D17 NS 0.02

D8 P325-5 9.89 - D17 P325-8 4.38

D8 DRO101 NP 0.16 - D17 DRO405 NP 0.19

D8 DRO101P 2.37 no D17 DR0O405 P 5.88 no
D8 DR1501 NP 0.04 - D17 DR1401 NP 0.08

D8 DR1501P 0.04 no D17 DR1401 P 0.09 no
D38 DAP3 P 0.02 - D17 DAP3 P 0.03

D14 NS 0.01 - D18 NS 0.03

D14 G253-2 2.90 - D18 G17-2 14.92

D14 DR1104 NP 0.02 - D18 DRO101 NP 0.09

D14 DR1104P 0.01 no D18 DRO101 P 0.10 no
D14 DR1301 NP 0.04 - D18 DRO301 NP 0.05 -
D14 DR1301P 2.76 no D18 DRO301 P 3.86 no
D14 DAP3 P 0.01 - D18 DAP3 P 0.03

D14 NS 0.01 - D18 NS 0.03

D14 G253-3 0.40 - D18 P325-5 18.23

D14 DR1104 NP 0.03 - D18 DR0O101 NP 0.12

D14 DR1104P 0.03 no D18 DRO101 P 0.69 no
D14 DR1301 NP 0.00 - D18 DR0O301 NP 0.09

D14 DR1301P 0.47 no D18 DRO301 P 0.07 no
D14 DAP3 P 0.02 - D18 DAP3 P 0.02

S3 Table. Identification of the HLA-DR molecules involved in the CD4" T-cell responses
using HLA-DRB1-transfected cell lines. PBMC were stimulated at day 0 with individual
15-mer peptides and cultured during 7 days with rIL-2. ICS assay was performed at day 7
after a 6h restimulation with 15-mer peptides or with HLA-DRB1-transfected cell lines
previously pulsed (P) 1 hour with the 15-mer peptides. Non-restimulated PBMC,
untransfected DAP.3 cell line pulsed 1 hour with the 15-mer peptides, and HLA-DRB1-
transfected cell lines not pulsed (NP) with the 15-mer peptides were used as negative controls.
An ICS response was considered positive (highlighted in bold in the table) if the frequency of
stimulated CD3"CD56 CD4" cells were > 3-fold the unstimulated cells and > 0.05%. Positive
responses not predicted by NetMHClIIpan 3.2 are highlighted in yellow.
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Patient | HLAA HLA-A HLA-B HLA-B | HLACw | HLACw | HLA-DRB1 | HLA-DRB1
D1 2403 6801 1801 4403 0304 1601 0301 0701
D2 0101 2402 0801 5101 0701 1502 0301 1201
D3 0101 0301 1302 5201 0701 0702 0701 0803
D4 3001 6802 5301 * 0401 * 1503 *
D5 2402 2601 3508 3801 0401 1203 0402 0403
D6 0101 3101 4001 5701 0304 0602 0404 0701
D7 0101 0201 3501 4001 0304 0401 0401 1101
D8 0301 6801 0702 3901 0702 * 0101 1501
D9 2301 6802 4501 5802 0602 * 0301 0804

D10 0101 0301 0702 3501 0401 0702 0101 1302
D11 0103 0301 1801 5702 0401 1801g 1104 1503
D14 0101 0201 3502 3801 0401 1203 1104 1301
D15 1101 * 1801 3906 0701g 0702 0301 1301
D17 0301 * 1402 5101 0802 1502 0405 1401
D18 0101 * 0801 * 0701g * 0101 0301
D19 1101 3201 0801 5201 07019 1202 0301 1502

S4 Table. HLA characteristics of participants.
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Conclusions générales de la deuxiéme partie :

Dans cet article, nous avons identifié et caractérisé les réponses T CD4" et CD8" observées aprés
vaccination dans I’essai ANRS DALIA. Pour cela, nous avons tout d’abord utilisé des peptides 15-mers
individuels afin d’effectuer des stimulations de PBMC isolées avant et apres vaccination, et de doser
les cytokines sécrétées par la technique Luminex. Nous avons ainsi pu montrer que les réponses IFNy
mais surtout IL-2 et IL-13 étaient inversement corrélées a la charge virale plasmatique maximale
observée lors de I’ATI. Parmi les 36 peptides 15-mers testés en Luminex, nous avons pu en identifier
17, situés dans les régions vaccinales conservées de Gag, Pol et Nef, immunodominants ou non, dont
la réponse était associée avec un faible rebond viral. Nous avons ensuite utilisé la technique ICS
apres amplification afin de déterminer quelles étaient les populations cellulaires responsables des
réponses observées. Nous avons montré que des LT CD4" non cytotoxiques sécrétaient de I'IFNy, de
I'IL-2 et de I'lL-13 ; et que des LT CD8" cytotoxiques produisant des granzymes A et B, de la perforine,
et exprimant le marqueur de dégranulation CD107a a leur surface étaient responsables de la
sécrétion d’IFNy. L'utilisation de 14 lignées différentes transfectées par une molécule HLA-DR unique,
obtenues grace a une collaboration avec I'équipe du Pr Sette aux USA, nous a aussi permis
d’identifier 8 nouveaux épitopes T CD4" restreints par des molécules HLA-DRB1. Enfin, & I'aide de
peptides 8-10-mers nous avons également identifié les épitopes T CD8" optimaux chez ces patients

séropositifs pour le VIH-1 vaccinés par LIPO-5 chargé sur des cellules dendritiques.
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Ill. Troisieme partie : L'induction des réponses IL-13 est spécifique de la vaccination

lipopeptidique

Etant donné les corrélations inverses observées entre I'étendue et l'intensité de la réponse IL-13
apres vaccination et la valeur maximale de charge virale pendant la phase d’ATI dans I'essai ANRS
DALIA, nous avons décidé d’étudier les réponses IL-13 dans d’autres protocoles vaccinaux anti-VIH-1
utilisant notamment des lipopeptides. En effet d’autres publications ont montré un effet de cette
cytokine sur la réplication du VIH-1 (Bailer et al., 1999; Montaner et al., 1993), et des réponses de
type Th2 ont été associées a une efficacité vaccinale anti-VIH (Sauce et al., 2016) ou anti-VIS (Vaccari
et al., 2018). Afin de quantifier ces réponses, nous avons décidé d’utiliser le test ELISpot IL-13.
En effet, la technique ELISpot a l'avantage d’étre facilement standardisable entre différents
laboratoires, elle est plus sensible que la cytométrie de flux et nécessite moins de cellules. Le but de
cette troisieme partie était donc d’évaluer si la quantification des cellules sécrétrices d’IL-13 par
technique ELISpot permettait d’identifier un corrélat de controle de la réplication du VIH-1, et ainsi
suggérer un éventuel remplacement du test ELISpot IFNy qui jusque-la n’a toujours pas permis de
montrer de corrélat de protection. Pour cela, nous avons tout d’abord effectué une phase de mise au
point de ce test ELISpot IL-13 puis nous avons comparé les réponses IL-13 observées dans différents
essais de vaccination prophylactique et thérapeutique anti-VIH-1 afin de déterminer si la quantité de
LT spécifiques du VIH-1 sécrétant de I'lL-13 était dépendante du type de vaccination, du schéma

vaccinal ou encore de la dose de vaccin utilisée.

Pour ce troisieme objectif, nous avons utilisé des PBMC congelées provenant de volontaires sains ou
de patients séropositifs pour le VIH-1 ayant participé a des essais cliniques utilisant des lipopeptides
seuls (LIPTHERA et ANRS VAC 18); associés avec d’autres candidats vaccins comme de I’ADN (ANRS
VRI 01 et LIGHT), de ’ALVAC (ANRS 093), du MVA (ANRS VRI 01) ; ou encore des cellules dendritiques
chargées avec des lipopeptides (ANRS DALIA) ou avec du VIH-1 autologue (DCV2/MANONO7-

ORVACS) comme candidat vaccin.

Nous avons décidé de quantifier dans un premier temps les 3 cytokines (IFNy, IL-2 et IL-13) dont la
sécrétion (intensité de la réponse) a été inversement corrélée avec le maximum d’ARN viral détecté
en phase ATI dans l'essai DALIA. Pour cela, nous avons tout d’abord déterminé le temps de
stimulation optimal pour la détection de ces différentes cytokines ex vivo en utilisant des maxi pools
de peptides 15-mers (voir Matériel et Méthodes), sachant que la sécrétion de ces cytokines par les LT
CD8" et CD4" avait déja été observée par technique ICS aprés amplification. Une étude préliminaire a
alors été réalisée sur les PBMC isolées aprés vaccination (W16) provenant de 6 patients de I'essai

ANRS DALIA. J'ai testé 2 temps de stimulation différents : 18h (la durée classique de stimulation pour
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le test ELISpot IFNy) et 42h (afin d’avoir un temps de stimulation comparable a celui du test Luminex)

(Figure 51).

3000

2500

iiL lLLlii\lI

18h 42h 18h 42h 18h 42h 18h 42h 18h 42h 18h 42h

Réponse Gag-spécifique { SFC/Million de PBMC)
(=]

P1 p7 P10 P15 P17 P19
Patients DALIA

Figure 51 : Réponses ELISpot détectées aprés 18h ou 42h de stimulation avec le maxipool Gag

chez 6 patients de I’essai DALIA

Nous avons pu observer des réponses IFNy, IL-2 et IL-13 spécifiques de la protéine Gag du VIH-1
apres 18h et 42h de stimulation. D’'une maniere générale, les réponses détectées pour chaque
cytokine apres 18h de stimulation étaient plus faibles que celles détectées aprés 42h de stimulation
et les réponses IL-13 détectées apres 18h de stimulation étaient particulierement faibles pour 5 des 6
patients testés. Afin de déterminer le meilleur temps d’incubation pour chaque cytokine, nous avons
corrélé les réponses ELISpot obtenues avec la charge virale plasmatique maximale de ces patients

pendant I’ATI (Tableau 12).

Stimulation Gag 18h | Stimulation Gag 42h

Cytokines

Tableau 12 : Corrélations (Spearman) entre I'intensité des réponses ELISpot aprés vaccination

et la charge virale maximale pendant I’ATI chez 6 patients de I’essai ANRS DALIA
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Ces premiers résultats ont confirmé ceux obtenus par les tests Luminex, réalisés avec des peptides
15-mers individuels couvrant les séquences de LIPO-5 chez I'ensemble des patients DALIA, pour I'IL-2
et I'IL-13 (le coefficient de corrélation r est considéré fort (en vert) si < -0,5 et la « p value » est
considérée significative (en rouge) si < 0,05). lls nous ont permis de choisir pour la suite des
expériences un temps d’incubation de 42h pour les ELISpot IL-13 et de 18h pour les ELISpot IL-2.
Etant donné qu’aucune corrélation statistiquement significative n’a été observée pour I'lFNy (peut-
étre a cause du trop grand nombre de peptides non spécifiques des séquences vaccinales dans le

maxipool), nous sommes restés sur I'incubation classique de 18h pour la suite des expériences.

Nous avons ensuite réalisé les tests ELISpot IFNy, IL-2 et IL-13 avec les différents maxipools de
peptides 15-mers chez tous les patients de I'essai ANRS DALIA dont les échantillons étaient encore
disponibles, en suivant les temps d’incubation préalablement choisis, puis effectué des corrélations
de Spearman entre les réponses observées et la charge virale plasmatique maximale pendant I'ATI

(Tableau 13).

Cytokines Gag Nef Pol/Env Total HIV Rev/Tat
r p r P r P r p r p

IFNy

(n=14) -0,4989 0,0721 -0,2571 0,3740 -0,0947 0,7407 -0,4418 0,1158 0,4240 0,1314
IL-2

(n=14) -0,4989 0,0721 -0,2352 0,4175 -0,3124 0,2711 -0,4637 0,0973 -0,0045 0,9907
IL-13

(n=15) -0,3880 0,1701

Tableau 13 : Corrélations (Spearman) entre I'intensité des réponses ELISpot aprés vaccination

et la charge virale maximale pendant I’ATI chez tous les patients de I’essai ANRS DALIA

Apres avoir effectué les tests ELISpot sur I’'ensemble des échantillons encore disponibles, on constate
que seules les corrélations avec I'IL-13 restent significatives (« p-values » et coefficients de
corrélation respectivement en rouge et vert dans le Tableau 13), et ce avec les différents pools testés
contenant les séquences vaccinales (Gag, Nef et Pol/Env) ainsi que la somme de ces pools (HIV total).
Le pool contréle Rev/Tat qui ne comprend aucune séquence vaccinale ne montre aucune corrélation

négative avec la charge virale plasmatique maximale pendant I’ATl, comme cela était attendu.

On peut donc conclure que notre test ELISpot IL-13 est robuste (car il permet I'observation de fortes
corrélations entre la charge virale maximale pendant I'ATI et les réponses IL-13 détectées par test
ELISpot avec des maxipools de peptides 15-mers tout comme cela avait été le cas par test Luminex
avec les peptides 15-mers individuels) et permet l'identification d’'un corrélat de contréle de la
charge virale dans I'essai DALIA. Par contre, on observe que ce n’est pas le cas pour les tests ELISpot

IFNy et IL-2.
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Afin de voir si ce corrélat pouvait étre généralisé, nous avons ensuite réalisé des tests ELISpot IL-13
dans d’autres essais thérapeutiques. Pour cette étude, je me suis basé sur I'ensemble des résultats

obtenus avec les cellules non-stimulées pour fixer le seuil de positivité pour le test ELISpot IL-13. Je

I’ai fixé a 3 fois le bruit de fond avec un minimum de 100 SFC/Million de PBMC. Les résultats obtenus

dans ces différents essais sont présentés en Tableau 14 (les fréquences de répondeurs élevées vis-a-

vis du maxipool Gag sont identifiées en jaune dans ce tableau).

On observe tout d’abord que parmi les différents essais thérapeutiques analysés, quelques réponses
IL-13 sont parfois détectées avant vaccination. Dans I'essai DALIA, des réponses IL-13 sont détectées
aprés vaccination contre toutes les régions vaccinales, avec notamment 40% de répondeurs vis-a-vis
du pool Gag. Par contre, dans I'essai DCV-2, aucune réponse IL-13 n’est détectée vis-a-vis des
différents pools testés. De méme, dans les essais ANRS 093, LIGHT et LIPTHERA, le protocole vaccinal
ne semble pas avoir permis l'induction de réponses IL-13 spécifiques vis-a-vis des séquences
contenues dans les vaccins (pourtant, des réponses IFNy ont pu étre détectées aux mémes time-
points dans tous ces essais vaccinaux). On peut tirer plusieurs conclusions de ces résultats :

- La sécrétion d’IL-13 n’est pas un corrélat de contréle de la réplication du VIH-1 généralisable
a tous les essais thérapeutiques car aucune réponse IL-13 n’est détectée dans I'essai DCV-2 qui a
pourtant permis, tout comme I’essai DALIA, une diminution de la charge virale maximale supérieure
ou égale a 1 logy, pendant la phase d’ATI chez environ la moitié des patients.

- La sécrétion d’'IL-13 n’est pas induite de maniére spécifique par I'utilisation de vaccins
utilisant des cellules dendritiques car aucune réponse IL-13 n’est détectée dans I'essai DCV-2.
vaccinale dans I'essai DCV-2 et 4 semaines apres la quatrieme injection dans I’essai DALIA.

- Chez les patients séropositifs pour le VIH-1, la sécrétion d’IL-13 n’est induite ni par des
lipopeptides injectés seuls, ni par des lipopeptides injectés en association avec un ALVAC, ni par des
lipopeptides injectés en « boost » aprés un « prime » réalisé par un vaccin ADN.

- Par contre, I'lL-13 semble induite spécifiquement par des lipopeptides lorsqu’ils sont
chargés sur des cellules dendritiques et injectés par voie sous-cutanée chez les patients séropositifs

pour le VIH-1.

Pour clarifier ce dernier point, nous avons donc quantifié I'lL-13 par technique ELISpot dans plusieurs
essais prophylactiques anti-VIH-1 utilisant des lipopeptides seuls ou en association avec d’autres
candidats vaccins. Les résultats obtenus dans ces différents essais sont présentés en Tableau 15 (les
fréquences de répondeurs élevées vis-a-vis du maxipool Gag sont identifiées en jaune dans ce

tableau).
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DALIA DCV-2/MANONO7 ANRS 093 LIGHT LIPTHERA
type de vaccin Thérapeutique (VIH+) Thérapeutique (VIH+) Thérapeutique (VIH+) Thérapeutique (VIH+) Thérapeutique (VIH+)
voie d'injection sc sc+ID IM IM IM
R 4 x [DC chargées avec LIPO-5 3x [DC loadées avec HIV-1 et activées | 4 x [ALVAC recombinant Env/Gag/Pol/Nef +|3 x [DNA Env/Gag/Pol/Nef/Rev/Tat] + 2
vaccin L . 3 x [LIPO-6 (Gag/Nef/Env)]
(Gag/Pol/Nef) et activées par LPS] par cytokines] LIPO-6T (Gag/Pol/Nef/TT)] x [LIPO-5 (Gag/Pol/Nef)]
W16 (4 semaines apres la W3 (1semaine apres la 2éme W16 (4 semaines aprés la 4eme W28 (4 semaines apres le W3+14 (2 semaines aprés la
. . 4éme injection de DC/LIPO-5) injection de DC/HIV) injection de vCP1433/LIPO-6T) 2éme boost de LIPO-5) 2éme injection de LIPO-6)
time-point W0 WO WO WO W0
Réponses ELISpot IL-13 pool Gag 1/15 (7%) 6/15 (40%) ND 0/9 (0%) ND 0/13 (0%) 1/13 (8%) 1/13 (8%) 0/2 (0%) 0/10 (0%)
Réponses ELISpot IL-13 pool Nef | 0/15 (0%) 4/15 (27%) ND 0/9 (0%) ND 0/13 (0%) 0/13 (0%) 0/13 (0%) 0/2 (0%) 0/10 (0%)
Réponses ELISpot IL-13 pool Pol/Env | 1/15 (7%) 5/15 (33%) ND 0/9 (0%) ND 0/13 (0%) 0/13 (0%) 0/13 (0%) 0/2 (0%) 0/10 (0%)
Réponses ELISpot IL-13 pool Rev/Tat ND 0/14 (0%) ND 0/9 (0%) ND 1/13 (8%) 1/13 (8%) 0/13 (0%) ND ND

ND = non fait

Tableau 14 : Résultats des tests ELISpot IL-13 réalisés dans différents essais thérapeutiques anti-VIH-1

VAC 18 VRI 01
type de vaccin Prophylactique (VIH-) Prophylactique (VIH-)
voie d'injection IM IM

vaccin 4 x [LIPO-5 (Gag/Pol/Nef)] 3 x [DNA Env/Gag/Pol/Nef/Rev/Tat] et/ou 2 x [MVA (Gag/Pol/Nef)] et/ou 2 x [LIPO-5 (Gag/Pol/Nef)]
. R . . W10 (2 . . W30 (2 semaines
W14 (2 semaines apres la W10 (2 semaines apres . . | W14 (2 semaines apres le . .
. . . semaines apres ) apres le 2eme
. . 3eme injection de LIPO-5) le prime LIPO-5) . prime DNA)
time-point Wwo Wo le prime MVA) boost de LIPO-5)
Réponses ELISpot IL-13 pool Gag 0/7 (0%) 9/30 (30%) 0/6 (0%) 4/16 (25%) 0/10 (0%) 1/11(9%) 1/19 (5%)
Réponses ELISpot IL-13 pool Nef 0/7 (0%) 3/30 (10%) 1/6 (17%) 0/16 (0%) 1/10 (10%) 0/11 (0%) 0/19 (0%)
Réponses ELISpot IL-13 pool Pol/Env | 0/7 (0%) 2/30 (7%) 0/6 (0%) 0/16 (0%) 0/10 (0%) 1/11 (9%) 1/19 (5%)
Réponses ELISpot IL-13 pool Rev/Tat ND ND 0/6 (0%) 0/16 (0%) 0/10 (0%) 1/11 (9%) 0/19 (0%)

ND = non fait

Tableau 15 : Résultats des tests ELISpot IL-13 réalisés dans différents essais prophylactiques anti-VIH-1
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On observe tout d’abord qu’un des 13 volontaires sains testés avant vaccination (essais VAC 18 et VRI
01) présente une réponse positive contre le maxipool Nef. Il s’agit certainement d’une réponse non-
spécifique liée a une réaction croisée avec un des épitopes présents dans le maxipool. Dans I'essai
ANRS VAC 18, des réponses IL-13 sont détectées apres vaccination contre les différentes régions
vaccinales conservées, avec notamment 30% de répondeurs vis-a-vis du pool Gag. De maniere
intéressante, on remarque dans I'essai VRI 01 qu’aprés un « prime » LIPO-5 on détecte 25% de
répondeurs vis-a-vis du pool Gag tandis qu’aprés un « prime » réalisé avec les vaccins MVA ou ADN
on ne peut pas conclure a l'induction de réponses IL-13 spécifiques des séquences conservées du
VIH-1 incluses dans LIPO-5 (alors que des réponses IFNy étaient bien détectées aprés un « prime »
MVA, Tableau 10). De plus, on peut voir qu’un « boost » LIPO-5 réalisé aprés un « prime » MVA ou
ADN ne permet pas l'induction de réponses IL-13. On peut tirer plusieurs conclusions de ces
résultats :

- La sécrétion d’IL-13 n’est pas spécifique aux patients séropositifs pour le VIH-1.

- Chez les volontaires sains, la sécrétion d’IL-13 est induite par des lipopeptides injectés par
voie IM seuls ou en « prime » mais pas en « boost » aprés un « prime » réalisé avec un autre candidat
vaccin.

- Les réponses IL-13 induites chez les volontaires de I'essai VAC 18 semblent cibler plus de
régions différentes de LIPO-5 que celles induites chez les patients ayant regu le « prime » LIPO-5 dans

I’essai VRI 01.

Pour essayer de comprendre cette derniére observation, nous avons regardé si la dose de LIPO-5
injectée pouvait avoir un effet sur la réponse IL-13 observée sachant que I'essai ANRS VAC 18
évaluait 3 doses différentes de vaccin (50ug, 150ug et 500ug de chaque lipopeptide) alors que I’essai
VRI 01 utilisait le LIPO-5 a 500ug/lipopeptide. Nos résultats montrent que dans I’essai ANRS VAC 18,
la dose intermédiaire de 150ug semble étre la plus immunogéne concernant l'induction de la
réponse IL-13 puisque I'on observe respectivement 10% et 0% de répondeurs vis-a-vis des régions
Gag et Nef aprés une vaccination avec 50ug de chaque lipopeptide; 30% et 10% aprés une
vaccination avec 500ug de chaque lipopeptide ; et 50% et 20% aprés une vaccination avec 150ug de
chaque lipopeptide (Tableau 16, les fréquences de répondeurs élevées vis-a-vis du maxipool Gag
sont identifiées en jaune dans ce tableau). Il est intéressant de noter que cette dose intermédiaire de
150ug avait également donné le meilleur pourcentage de répondeurs au test de lymphoprolifération
utilisé pour évaluer les réponses T CD4" spécifiques du vaccin (55% contre 47% et 44% avec les doses
respectives de 150ug, 50ug et 500pug) lors de la publication des résultats principaux de I'essai ANRS
VAC 18 (Salmon-Céron et al., 2010). Ces résultats peuvent donc expliquer les différences entre les

réponses IL-13 observées apreés injection de LIPO-5 dans les essais ANRS VAC 18 et VRI 01.
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Résultats — Troisieme partie : L'induction des réponses IL-13

Conclusions générales de la troisiéme partie :

L'absence de réponse IL-13 dans I'essai DCV-2 nous permet de conclure que la sécrétion d’'IL-13 ne
représente pas un corrélat de contréle de la réplication du VIH-1 généralisable a tous les essais
vaccinaux thérapeutiques. En effet, méme si I'étude des réponses IL-13 a été effectuée une semaine
apres la deuxieme injection vaccinale dans I'essai DCV-2 alors qu’elle a été effectuée quatre
semaines aprés la quatrieme injection vaccinale dans I’essai DALIA, on peut estimer que l'utilisation
de ces différents time-points n’était pas un probléme car des réponses IFNy ont bien été détectées

par la technique ELISpot a ces mémes time-points pour ces deux essais.

Si une sécrétion d’IL-13 peut étre observée quelle que soit la population ciblée par la vaccination
(patients séropositifs pour le VIH-1 ou volontaires sains), elle semble bien spécifique du type de
vaccination utilisée. En effet, alors que des lipopeptides injectés seuls ou en « prime » par voie IM
chez des volontaires sains permettent bien la sécrétion d’IL-13, I'injection de ces mémes lipopeptides
en « boost » apres un « prime » MVA ou ADN ne permet pas la sécrétion d’IL-13. De plus, 'utilisation
de lipopeptides chargés sur des DC semble nécessaire pour induire la sécrétion d’IL-13 chez les
patients séropositifs pour le VIH-1. Une hypothese pouvant expliquer ces résultats est que I'injection
de lipopeptides par voie IM ne permet pas la repolarisation d’'un environnement de type Th1l (induit
par d’autres candidats vaccins injectés en « prime » ou en association avec les lipopeptides; ou
encore présent chez des individus séropositifs pour le VIH-1 a cause de l'activation du systeme
immunitaire et de I'inflammation chronique causée par l'infection) vers un environnement Th2 et
donc la sécrétion d’IL-13. Par contre, I'utilisation de DC générées ex vivo a partir de monocytes de
patients VIH-1, chargées par des lipopeptides puis maturées avant d’étre réinjectées chez les

patients, pourrait le permettre.

Le Tableau 17 présente un résumé des réponses IL-13 observées (réponses positives en jaune) ainsi
que les caractéristiques des candidats vaccins lipopeptidiques et des essais cliniques analysés dans

cette étude.
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Résultats — Troisieme partie : L'induction des réponses IL-13

VAC 18

type de vaccin

Prophylactique (VIH-)

voie d'injection

IM

vaccin LIPO-5 (Gag/Pol/Nef) a 50, 150 ou 500ug
W14 (2 semaines apres la 3éme | W14 (2 semaines aprés la 3éme | W14 (2 semaines apres la 3éme
injection de 50ug de LIPO-5) injection de 150ug de LIPO-5) injection de 500ug de LIPO-5)
time-point WO
Réponses ELISpot IL-13 pool Gag 0/7 (0%) 1/10 (10%) 5/10 (50%) 3/10 (30%)
Réponses ELISpot IL-13 pool Nef 0/7 (0%) 0/10 (0%) 2/10 (20%) 1/10 (10%)
Réponses ELISpot IL-13 pool Pol/Env 0/7 (0%) 0/10 (0%) 1/10 (10%) 1/10 (10%)

Tableau 16 : Résultats des tests ELISpot IL-13 réalisés dans I’essai ANRS VAC 18 en fonction de la dose vaccinale injectée

vaccin a base de

Lipo-6T utilisé en

Lipo-5 utilisé seul

Lipo-5 utilisé en "boost"

Réponses T IL-13-spécifiques

Essais cliniques Statut VIH . association avec un . apres un "prime" ADN ou ) ,
cellules dendritiques ou en "prime détectées par ELISpot
ALVAC MVA
ANRS DALIA-1 + + - + +
DCV2/MANONO7-ORVACS + + - - -
ANRS 093 + - + - -
ANRS LIGHT + - - - -
LIPTHERA + - - -
ANRS VAC 18 = = = +
ANRS VRI 01 bras 2

- - - + +

(étude de l'immunogénicité apres le "prime")

ANRSVRIOlbraslet3
(étude de I'immunogénicité aprées le "boost")

Tableau 17 : Bilan des réponses ELISpot IL-13
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Résultats — Quatriéme partie : Comparaison des épitopes T CD8"

IV. Quatriéme partie : Comparaison des épitopes T CD8" induisant une réponse IFNy

anti-VIH-1 dans différents essais vaccinaux utilisant des lipopeptides

Aprés avoir identifié les épitopes optimaux ciblés par les LT CD8" des patients de I'essai DALIA, nous
avons pu également lors d’'un quatrieme objectif comparer ces épitopes avec ceux identifiés dans les
essais ANRS VAC 04, LIPTHERA et ANRS 093. Le but de ce quatrieme objectif était ainsi d’évaluer
notamment si 'immunodominance des réponses T CD8" dirigées contre les régions conservées du
VIH-1 incluses dans les lipopeptides pouvait varier entre des patients séropositifs pour le VIH-1 et des
volontaires sains vaccinés par des candidats vaccins contenant en partie des lipopeptides similaires.
Afin de réaliser cette comparaison des réponses T CD8" entre ces essais, j'ai utilisé les résultats de
tests ELISpot IFNy (pour les essais VAC 04 et LIPTHERA et ANRS 093) ainsi que des résultats de tests
ICS (pour I’essai DALIA).

Les réponses T CD8" optimales décrites dans I'essai prophylactique VAC 04 ont été identifiées par
test ELISpot IFNy apres amplification des cellules spécifiques alors que celles décrites dans les essais
thérapeutiques LIPTHERA et ANRS 093 ont été identifiées par test ELISpot IFNy ex vivo.

Les réponses T CD8" optimales de I'essai thérapeutique ANRS 093 n’ont pas été publiées, cependant
javais réalisé des tests ELISpot IFNy ex vivo avec des peptides 8-10-mers afin d’identifier les épitopes
T CD8" ciblés par les patients de cet essai. Seules quelques réponses spécifiquement induites par le
vaccin (absente avant vaccination) ont pu étre identifiées chez 3 patients vaccinés.

Les réponses T CD8" optimales décrites dans I'essai DALIA ont quant a elles été identifiées par
technique ICS aprés amplification des cellules spécifiques. Ces réponses ne sont pas toutes
présentées dans l'article publié dans PLOS Pathogens. En effet, pour chaque peptide 15-mers
induisant une réponse T CD8", seul le peptide optimal 8-10-mers induisant la plus forte réponse T
CD8" a été décrit dans la publication. Afin de pouvoir comparer au mieux les réponses T CD8" induites
par la vaccination entre les différents essais, j’ai pris en compte toutes les réponses T CD8" observées
vis-a-vis des différents peptides 8-10-mers testés, aprés avoir pris soin d’exclure les épitopes situés
dans les peptides 15-mers ayant induit une réponse IFNy avant vaccination.

Les molécules HLA de restriction probables ont été déterminées initialement suite a la description
des épitopes dans la littérature (Gahery-Segard et al., 2003; Gahery et al., 2006). Pour compléter ces
informations, j'ai utilisé le logiciel NetMHCpan 4.0 (Jurtz et al., 2017) lorsque cela était possible
(acces au typage HLA des individus) pour regarder si la liaison de ces épitopes aux molécules HLA de
classe | des individus vaccinés était prédite. J'ai considéré une molécule HLA de restriction comme

probable si elle était décrite dans la littérature et/ou prédite par NetMHCpan 4.0.
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Résultats — Quatriéme partie : Comparaison des épitopes T CD8"

Les épitopes T CD8" identifiés dans les essais ANRS VAC 04, LIPTHERA, ANRS 093 et DALIA sont

respectivement présentés dans les Tableaux 18, 19, 20 et 21 et le Tableau 22 représente le bilan des

épitopes T CD8" immunodominants et sous-dominants identifiés dans les différents essais en

fonction des molécules HLA (plus la fréquence de réponses est importante, plus elle apparait en vert

foncé dans ce tableau).

Volontaire HLA1 HLA2 HLA3 HLA 4 HLA 5 HLA6  Séquence peptidique Nom du peptide HLA décrit HLA prédit (NetMHCpan 4.0) HLA probable
V4.03 A2 - B18 B58 NA NA EIYKRWIIL GAG 260-268 A2 - A2
V4.03 A2 - B18 B58 NA NA ILGLNKIV GAG 267-274 A2 - A2
V4.03 A2 - B18 B58 NA NA RMYSPTSIL GAG 275-283 A2 A0201/B5801 A2/B58
V04.06 A2 A68 B39 B53 NA NA FPVTPQVPL NEF 68-76 B53 B3901/B5301 B39/B53
V04.06 A2 A68 B39 B53 NA NA YPLTFGWCY NEF 135-143 B53 B5301 B53
V04.06 A2 A68 B39 B53 NA NA ILGLNKIVRMY GAG 267-277 B53 - B53
V4.08 A3 A24 B7 B27 NA NA ILGLNKIVRMY GAG 267-277 B7 - B7
V4.08 A3 A24 B7 B27 NA NA MYSPTSIL GAG 276-283 A24 A2402 A24
V4.08 A3 A24 B7 B27 NA NA KRWIILGLNK GAG 263-272 B27 B2705 B27
V4.12 A3 All B8 - NA NA AVDLSHFLK NEF 84-92 A3/A11 A0301/A1101 A3/A11
V4.14 Al A2 B15 B57 NA NA FPDWQNYT NEF 121-128 Al - Al
v4.14 Al A2 B15 B57 NA NA PLTFGWCYKL NEF 136-145 A2 - A2
V4.14 Al A2 B15 B57 NA NA LTFGWCYKL NEF 137-145 A2 - A2
V4.14 Al A2 B15 B57 NA NA ILGLNKIV GAG 267-274 A2 - A2
V4.15 A3 A29 B44 B53 NA NA IILGLNKIVR GAG 266-275 A3 - A3
V4.15 A3 A29 B44 B53 NA NA TPQVPLRPM NEF 71-79 B53 B5301 B53
V4.15 A3 A29 B44 B53 NA NA YPLTFGWCY NEF 135-143 B53 A2901/B5301 A29/B53
V4.15 A3 A29 B44 B53 NA NA PPIPVGEIY GAG 254-262 B53 A2901/B5301 A29/B53
V4.15 A3 A29 B44 B53 NA NA ILGLNKIVRMY GAG 267-277 B53 - B53
V4.20 Al A24 B7 B38 NA NA MYSPTSIL GAG 276-283 A24 A2402 A24
V4.23 A29 A32 B35 B51 NA NA FPVTPQVPL NEF 68-76 B35/B51 B3501/B5101/B5102 B35/B51
V4.23 A29 A32 B35 B51 NA NA TPQVPLRPM NEF 71-79 B35/B51 B3501/B5102 B35/B51
V4.23 A29 A32 B35 B51 NA NA TPQVPLRPMTY NEF 71-81 B35/B51 B3501 B35/B51
V4.26 A29 A32 B14 - NA NA VRYPLTFGW NEF 133-141 A32 A2901/A3201/B1401 A29/A32/B14
V4.30 A2 - B61(B40) B64(B14) NA NA KAAVDLSHFL NEF 82-91 A2 - A2
V4.30 A2 - B61(B40) B64(B14) NA NA AAVDLSHFL NEF 83-91 A2 - A2
V4.30 A2 - B61(B40) B64(B14) NA NA AVDLSHFL NEF 84-91 A2 - A2
V4.30 A2 - B61(B40) B64(B14) NA NA PLTFGWCYKL NEF 136-145 A2 - A2
V4.30 A2 - B61(B40) B64(B14) NA NA LTFGWCYKL NEF 137-145 A2 - A2
V4.30 A2 - B61(B40) B64(B14) NA NA EIYKRWIIL GAG 260-268 A2 B1401 A2/B14
V4.04 A24 - B41 B62 (B15) NA NA IYKRWIILGL GAG 261-270 A24 A2402 A24
V4.05 A2 All B18 B27 NA NA KRWIILGLNK GAG 263-272 B27 B2705 B27
V4.05 A2 All B18 B27 NA NA LTFGWCYKL NEF 137-145 A2 - A2
V4.05 A2 All B18 B27 NA NA AVDLSHFLK NEF 84-92 All A1101 All
V4.13 A2 A24 B51 B53 NA NA LTFGWCYKL NEF 137-145 A2 - A2
V4.13 A2 A24 B51 B53 NA NA TYKAAVDL NEF 80-87 A24 - A24
V4.13 A2 A24 B51 B53 NA NA RYPLTFGWCY NEF 134-143 A24 A2402 A24
V4.13 A2 A24 B51 B53 NA NA MYSPTSIL GAG 276-283 A24 A2402 A24
V4.13 A2 A24 B51 B53 NA NA TPGPGVRY NEF 128-135 B51/B53 B5301 B51/B53
V4.13 A2 A24 B51 B53 NA NA YPLTFGWCY NEF 135-143 B51/B53 B5301 B51/B53
V4.21 Al A32 B8 B51 NA NA GEIYKRWII GAG 259-267 B8 - B8
V4.25 A2 A32 B35 B44 NA NA YPLTFGWCY NEF 135-143 B35 B3501 B35
Vv4.27 A2 A26 B7 B51 NA NA LTFGWCYKL NEF 137-145 A2 - A2
Vv4.27 A2 A26 B7 B51 NA NA ILGLNKIV GAG 267-274 A2 - A2
V4.27 A2 A26 B7 B51 NA NA TPGPGVRYPL NEF 128-137 B7/B51 B0702/B5102 B7/B51
V4.27 A2 A26 B7 B51 NA NA ILGLNKIVRMY GAG 267-277 B7/B51 - B7/B51
V4.29 Al A32 B8 - NA NA GEIYKRWII GAG 259-267 B8 - B8
V4.32 A26 A68 B35 B51 NA NA ILGLNKIVRMY GAG 267-277 B35/B51 - B35/B51
V4.33 A3 - B8 B65 (B14) NA NA GEIYKRWII GAG 259-267 B8 - B8
V4.34 A3 A26 B39 B60 (B40) NA NA ILGLNKIVR GAG 267-275 A3 A0301 A3

NA =HLA non disponible

Tableau 18 : Epitopes T CD8" présents dans LIPO-5 identifiés dans I'essai ANRS VAC 04
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Résultats — Quatriéme partie : Comparaison des épitopes T CD8"

Volontaire HLA1 HLA?2 HLA 3 HLA4 HLAS5 HLA6 Séquence peptidique Nom du peptide HLA décrit HLA prédit (NetMHCpan 4.0)  HLA probable
C02 A3/A11 NA B7/B35/B51/B53 NA NA NA WIILGLNK GAG 265-272 A3/Al11 NA A3/Al11
C02 A3/A11 NA B7/B35/B51/B53 NA NA NA TPQVPLRPMTY NEF 71-81 B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
Cco8 A2 NA NA NA NA NA FLKEKGGL NEF 90-97 A2 NA A2
C08 A2 NA NA NA NA NA PLTFGWCYKL NEF 136-145 A2 NA A2
C06 NA NA B7/B35/B51/B53 NA NA NA TPQVPLRPM NEF 71-79 B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
C06 NA NA  B7/B35/B51/B53 NA NA NA TPQVPLRPMTY NEF 71-81 B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
C06 NA NA  B7/B35/B51/B53 NA NA NA ILGLNKIVRMY GAG 267-277 B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
C06 NA NA  B7/B35/B51/B53 NA NA NA PPIPVGEIY GAG 254-262  B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
C10 NA NA B7/B35/B51/B53 B38 NA NA VPLRPMTY NEF 74-81 B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
C10 NA NA  B7/B35/B51/B53 B38 NA NA RPMTYKAAV NEF 77-85 B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
Cc10 NA NA B7/B35/B51/B53 B38 NA NA TPGPGVRY NEF 128-135 B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
C10 NA NA  B7/B35/B51/B53 B38 NA NA TPGPGVRYPL NEF 128-137  B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
C10 NA NA B7/B35/B51/B53 B38 NA NA GPGVRYPLTF NEF 130-139  B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
C10 NA NA  B7/B35/B51/B53 B38 NA NA ILGLNKIVRMY GAG 267-277 B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
C10 NA NA B7/B35/B51/B53 B38 NA NA PPIPVGEIY GAG 254-262 B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
C12 A2 NA NA NA NA NA FLKEKGGL NEF 90-97 A2 NA A2
RO1 A2 NA NA NA NA NA LTFGWCYKL NEF 137-145 A2 NA A2
RO3 A3/A11 NA B7/B35/B51/B53 B8 NA NA YPLTFGWCY NEF 135-143 B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
RO3 A3/A11 NA B7/B35/B51/B53 B8 NA NA GEIYKRWII GAG 259-267 B8 NA B8
RO6 NA NA  B7/B35/B51/B53 NA NA NA TPQVPLRPMTY NEF 71-81 B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
RO6 NA NA B7/B35/B51/B53 NA NA NA VPLRPMTY NEF 74-81 B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
R10 A2 NA  B7/B35/B51/B53 NA NA NA ILGLNKIV GAG 267-274 A2 NA A2
R10 A2 NA  B7/B35/B51/B53 NA NA NA TPQVPLRPMTY NEF 71-81 B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
R10 A2 NA  B7/B35/B51/B53 NA NA NA VPLRPMTY NEF 74-81 B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
R11 A2 NA NA NA NA NA RMYSPTSIL GAG 275-283 A2 NA A2
R13 NA NA B8 NA NA NA FLKEKGGL NEF 90-97 B8 NA B8
R14 A24 NA  B7/B35/B51/B53 NA NA NA RYPLTFGWCY NEF 134-143 A24 NA A24
R14 A24 NA B7/B35/B51/B53 NA NA NA IYKRWIILGL GAG 261-270 A24 NA A24
R14 A24 NA B7/B35/B51/B53 NA NA NA TPQVPLRPMTY NEF 71-81 B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
R14 A24 NA  B7/B35/B51/B53 NA NA NA VPLRPMTY NEF 74-81 B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
R14 A24 NA B7/B35/B51/B53 NA NA NA GPGVRYPLTF NEF 130-139 B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
R14 A24 NA  B7/B35/B51/B53 NA NA NA YPLTFGWCY NEF 135-143  B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
R14 A24 NA B7/B35/B51/B53 NA NA NA NPPIPVGEIY GAG253-262  B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53
R14 A24 NA  B7/B35/B51/B53 NA NA NA ILGLNKIVRMY GAG 267-277 B7/B35/B51/B53 NA B7/B35/B51/B53

NA =HLA non disponible

Tableau 19 : Epitopes T CD8" présents dans LIPO-5 identifiés dans I'essai LIPTHERA

Patient HLA1 HLA2 HLA3 HLA4 HLAS5 HLA6 Séquence peptidique Nom du peptide HLA décrit HLA prédit (NetMHCpan 4.0) HLA probable
23005 AO3 A26 B27 B5601 NA NA KIRLRPGGK GAG 18-26 A3 A0301 A3
23005 AO3 A26 B27 B5601 NA NA RLRPGGKKK GAG 20-28 A3 A0301 A3
23005 A03 A26 B27 B5601 NA NA KRWIILGLNK GAG 263-272 B27 B2705 B27
34006 A2416 A2903 B35 - NA NA RYPLTFGWCY NEF 134-143 A24 A2402/A2903 A24/A29
34006 A2416 A2903 B35 - NA NA YPLTFGWCY NEF 135-143 B35 A2903/B3501 A29/B35
59006 A02 A3601 B44 B51 NA NA GPGVRYPLTF NEF 130-139 B51 - B51

NA = HLA non disponible

Tableau 20 : Epitopes T CD8" présents dans LIPO-5 identifiés dans I'essai ANRS 093
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Résultats — Quatriéme partie : Comparaison des épitopes T CD8"

Patient HLA1 HLA2 HLA3 HLA4 HLAS5 HLA6 Séquence peptidique Nom du peptide HLA décrit HLA prédit (NetMHCpan 4.0) HLA probable

D4 A3001 A6802 B5301 - C0401 - RLRPGGKKK GAG 20-28 A30 A3001 A30
D5 A2402 A2601 B3508 B3801 C0401 C1203 NPDIVIYQY POL 342-350 B35 B3508 B35
D7 A0101 A0201 B3501 B4001 CO0304 C0401 GEIYKRWII GAG 259-267 ? B4001 B40
D7 A0101 A0201 B3501 B4001 CO0304 C0401 EIYKRWIIL GAG 260-268 A2 A0201 A2
D7 A0101 A0201 B3501 B4001 C0304 C0401 YPLTFGWCY NEF 135-143 B35 B3501 B35
D7 A0101 A0201 B3501 B4001 C0304 C0401 RYPLTFGWCY NEF 134-143 ? B3501 B35
D7 A0101 A0201 B3501 B4001 CO0304 C0401 RYPLTFGW NEF 134-141 ? - ?
D7 A0101 A0201 B3501 B4001 CO0304 C0401 PLTFGWCYKL NEF 136-145 A2 - A2
D7 A0101 A0201 B3501 B4001 CO0304 C0401 VGFPVTPQV NEF 66-74 B35? C0304 Cc3
D7 A0101 A0201 B3501 B4001 CO0304 C0401 FPVTPQVPL NEF 68-76 B35 B3501 B35
D7 A0101 AO0201 B3501 B4001 CO0304 C0401 GFPVTPQVPL NEF 67-76 ? B3501 B35
D7 A0101 A0201 B3501 B4001 C0304 C0401 NPDIVIYQY POL 342-350 B35 B3501 B35
D8 A0301 A6801 B0702 B3901 C0702 - KIRLRPGGKK GAG 18-27 A3 A0301 A3
D9 A2301 A6802 B4501 B5802 C0602 - LRPGGKKKY GAG 21-29 ? C0602 C6
D10 A0101 AO0301 BO702 B3501 C0401 C0702 KIRLRPGGKK GAG 18-27 A3 A0301 A3
D10 A0101 AO0301 BO702 B3501 C0401 C0702 KIRLRPGGK GAG 18-26 A3 A0301 A3
D10 A0101 AO0301 BO702 B3501 C0401 C0702 YPLTFGWCY NEF 135-143 B7/B35 B3501 B7/B35
D10 A0101 AO0301 B0702 B3501 C0401 C0702 RYPLTFGWCY NEF 134-143 ? B3501 B35
D10 A0101 AO0301 B0702 B3501 C0401 C0702 PLTFGWCYK NEF 136-144 A3 A0301 A3
D10 A0101 AO0301 BO702 B3501 C0401 C0702 LTFGWCYK NEF 137-144 ? A0301 A3
D10 A0101 AO0301 BO702 B3501 C0401 C0702 GFPVTPQVPL NEF 67-76 ? B0702/B3501 B7/B35
D10 A0101 AO0301 BO702 B3501 C0401 C0702 FPVTPQVPL NEF 68-76 B7/B35 B0702/B3501/C0401 B7/B35/C4
D10 A0101 AO0301 BO702 B3501 C0401 C0702 TPQVPLRPMTY NEF 71-81 B7/B35 B0702/B3501 B7/B35
D10 A0101 AO0301 BO702 B3501 C0401 C0702 TPQVPLRPM NEF 71-79 B7/B35 B0702/B3501 B7/B35
D15 A1101 - B1801 B3906 CO0701 C0702 AVDLSHFLK NEF 84-92 All A1101 All
D15 A1101 - B1801 B3906 C0701 C0702 FQSSMTKIL POL 327-335 ? B3906/C0701/ C0702 B39/C7
D17 A0301 - B1402 B5101 CO0802 C1502 QVPLRPMTYK NEF 73-82 A3 A0301 A3
D17 A0301 - B1402 B5101 CO0802 C1502 AAVDLSHFL NEF 83-91 ? €0802/C1502 C8/C15
D17 A0301 - B1402 B5101 (C0802 C1502 KAAVDLSHFL NEF 82-91 B14/B51 C1502 B14/B51/C15
D18 A0101 - B0801 - C0701 - IYKRWIIL GAG 261-268 ? B0801 B8
D19 A1101 A3201 B0801 B5201 C0701 C1202 EIYKRWII GAG 260-267 B8 B0801 B8
D19 A1101 A3201 B0801 B5201 C0701 C1202 GEIYKRWII GAG 259-267 B8 - B8
D19 A1101 A3201 B0801 B5201 CO0701 C1202 EIYKRWIIL GAG 260-268 ? B0801 B8
D19 A1101 A3201 BO0801 B5201 CO0701 C1202 QVPLRPMTYK NEF 73-82 All A1101 All
D19 A1101 A3201 BO0801 B5201 CO0701 C1202 AVDLSHFLK NEF 84-92 All A1101 All
D19 A1101 A3201 B0801 B5201 CO0701 C1202 AIFQSSMTK POL 325-333 All A1101 All

Tableau 21 : Epitopes T CD8" présents dans LIPO-5 identifiés dans |'essai DALIA

Le terme peptide immunodominant peut avoir deux sens. Soit il s’agit d’'un peptide induisant la
réponse majoritairement observée chez un individu donné, soit il s’agit d’'un peptide induisant une
réponse chez la majorité des individus étudiés. Nous avons utilisé cette derniére définition pour cette
étude. La liste de tous les peptides 8-10 mers testés peut étre retrouvée dans la publication des

résultats de I'essai ANRS VAC 18 (Salmon-Céron et al., 2010).

Concernant les épitopes considérés A2 chez les volontaires de I’essai ANRS VAC 04, on remarque tout
d’abord I'énorme discordance entre les épitopes décrit A2 dans la littérature et ceux prédits par
NetMHCpan 4.0. Etant donné la confirmation de la liaison de ces peptides a la molécule HLA A2 par
des tests biochimiques réalisés dans le laboratoire du Dr Guillet a Cochin, on peut conclure que

I’efficacité de prédiction du logiciel concernant les épitopes A2 est loin d’étre optimal, ce qui n’est
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pas le cas pour I'ensemble des molécules HLA de classe |, comme nous avons pu le remarquer dans
les résultats de I'essai ANRS DALIA (article publié dans PLOS Pathogens).

Parmi les réponses observées chez les individus A2, 1 épitope immunodominant et 3 épitopes sous-
dominants sont identifiés. Tous ces épitopes, qui font partie des régions Gag 253-284 et Nef 116-145,
sont reconnus aussi bien chez des patients VIH+ que des volontaires sains. Cependant, |'épitope
dominant Nef 137-145 est reconnu majoritairement par les LT CD8" de volontaires sains

(Tableau 22).

Parmi les réponses observées chez les individus A24, 2 épitopes co-dominants et 1 épitope sous-
dominant sont identifiés. Ces épitopes font également partie des régions Gag 253-284 et Nef 116-
145. Si I'épitope co-dominant Nef 134-143 est bien reconnu par des patients VIH+ et des volontaires
sains, ce n’est pas le cas du deuxiéme épitope co-dominant Gag 276-283 qui est seulement reconnu

par des volontaires sains. (Tableau 22)

Parmi les réponses observées chez les individus A29, 1 épitope immunodominant et 3 épitopes sous-
dominants sont identifiés. Tous ces épitopes font partie des régions Gag 253-284 et Nef 116-145, et
seul I"épitope dominant Nef 135-143 est reconnu aussi bien chez des patients VIH+ que des

volontaires sains (Tableau 22).

Parmi les réponses observées chez les individus A3/A11, 1 épitope immunodominant et 3 épitopes
sous-dominants sont identifiés. L'épitope dominant Nef 84-92, fait partie de la région Nef 66-97 et il
est reconnu aussi bien chez des patients VIH+ que des volontaires sains. Les 3 épitopes sous-
dominants sont reconnus par les patients VIH+. Un fait partie de la région Nef 66-97 (I'épitope
Nef 73-82) tandis que les 2 autres (les épitopes Gag 18-26 et Gag 18-27), qui ne sont pas compris
dans les lipopeptides injectés chez les volontaires sains de I’essai ANRS VAC 04, font partie de la

région Gag 17-35 (Tableau 22).

Parmi les réponses observées chez les individus B27, 1 seul épitope immunodominant est identifié. Il
s’agit du peptide Gag 263-272 faisant partie de la région Gag 253-284 et qui est reconnu aussi bien
chez des patients VIH+ que des volontaires sains (Tableau 22). Il s’agit d’un épitope particulierement
bien connu (KRWIILGNLK ou KK10) qui permet I'induction de réponses polyfonctionnelles associées a

la non-progression vers le stade SIDA (Almeida et al., 2007; Scherer et al., 2004; Wilson et al., 2000).

Parmi les réponses observées chez les individus du supertype B7 (B7/B35/B51/B53), 3 épitopes co-
dominants (Gag 267-277, Nef 71-81, Nef 135-143) et 5 épitopes sous-dominants sont identifiés. Ils
font tous partie des 3 régions vaccinales retrouvées dans les vaccins LIPO-5, LIPO-6, et LIPO-6T

utilisés dans les essais cliniques analysés. Deux des épitopes sous-dominants sont exclusivement
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reconnus par des patients VIH+ (Nef 74-81 et Nef 130-139) et I'épitope co-dominant Nef 71-81 est

trés majoritairement reconnu par des patients VIH+. (Tableau 22).

Enfin, parmi les réponses observées chez les individus B8, 1 épitope immunodominant faisant partie

de la région Gag 253-284, et aussi bien reconnu par des patients VIH+ que des volontaires sains, est

identifié. Il s’agit du peptide Gag 259-267 (Tableau 22).

HLA Peptide Epitope Nombre de réponses totales | Nombre de réponses HIV- | Nombre de réponses HIV+ Région
A2 GAG 260-268 | sous-dominant 3 2 1 Gag 253-284
A2 GAG 267-274 | sous-dominant 4 3 1 Gag 253-284
A2 NEF 136-145 | sous-dominant 4 2 2 Nef 116-145
A2 NEF 137-145 dominant 3] 5 1 Nef 116-145
A24 GAG 261-270 | sous-dominant 2! 1 1 Gag 253-284
A24 GAG 276-283| co-dominant 3 3 0 Gag 253-284
A24 NEF 134-143 | co-dominant 3 1 2 Nef 116-145
A29 GAG 254-262 | sous-dominant 1 1 0 Gag 253-284
A29 NEF 133-141 | sous-dominant 1 1 0 Nef 116-145
A29 NEF 134-143 | sous-dominant 1 0 1 Nef 116-145
A29 NEF 135-143 dominant 2 1 1 Nef 116-145
A3fA11 GAG 18-26 | sous-dominant 2 NA 2 Gag 17-35
A3fA11 GAG 18-27 | sous-dominant 2 NA 2 Gag 17-35
A3fA11 NEF 73-82 | sous-dominant 2 0 2 Nef 66-97
A3/Al11 NEF 84-92 dominant 4 2 2 Nef 66-97
B27 GAG 263-272 dominant 3 2 1 Gag 253-284
B7/B35/B51/B53 | GAG 254-262 | sous-dominant 3 1 2 Gag 253-284
B7/B35/B51/B53 |GAG 267-277| co-dominant 8 5 3 Gag 253-284
B7/B35/B51/B53 NEF 68-76 | sous-dominant 4 2 2 Nef 66-97
B7/B35/B51/B53 MNEF 71-79 | sous-dominant 4 2 2 Nef 66-97
B7/B35/B51/B53 NEF 71-81 | co-dominant 7 1 6 Nef 66-97
B7/B35/B51/B53 NEF 74-81 | sous-dominant 4 0 4 Nef 66-97
B7/B35/B51/B53 NEF 130-139 | sous-dominant 3 0 3 Nef 116-145
B7/B35/B51/B53 | NEF 135-143 | co-dominant 9 4 5 Nef 116-145
B8 GAG 259-267 dominant 5 3 2 Gag 253-284

NA, non analysable ; les peptides dominants ou co-dominants sont identifiés en gras.

Tableau 22 : Identification des épitopes T CD8* immunodominants et sous-dominants en fonction

des molécules HLA chez les volontaires sains et les patients VIH+

Si I'on réalise une analyse globale de la présence des épitopes T CD8* dominants ou non par région et

par HLA (Figure 52), alors on constate que :

- Gag 253-284 est la seule région vaccinale induisant des réponses vis-a-vis des épitopes T

CD8’ restreints par les 7 molécules HLA étudiées.

- La région Gag 17-35 ne semble induire que des réponses contre des épitopes T CD8"

restreints par les molécules A3/A11 (cependant aucune conclusion définitive ne peut étre tirée car

cette région vaccinale n’est pas contenue dans le LIPO-6 et donc n’a pas pu étre évaluée chez les

volontaires sains de I’essai ANRS VAC 04).

- Les LT CD8" des individus B27 ne semblent cibler que la région Gag 253-284 (I'épitope

KK10), cependant aucune conclusion définitive ne peut étre tirée car les réponses dirigées contre la
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région vaccinale Gag 17-35, qui contient 1 épitope B27 décrit dans la littérature, n’ont pas pu étre

évaluées chez les volontaires sains de I’essai ANRS VAC 04 qui ont regu le LIPO-6.

régions vaccinales.

- Des réponses T CD8" sont observées vis-a-vis d’épitopes A3/A11 présents dans toutes les

A2

A3/A11

A24

A29

B27 B7/B35/B51/B53 B8

Gag 17-35

Gag 253-284

Nef 66-97
Nef 116-145
Pol 325-333

En gris, présence d’au moins 1 épitope ; en noir, présence d’au moins un épitope dominant.

Figure 52 : Présence des épitopes T CD8" induisant une réponse au sein des différentes régions

de LIPO-5

Si on regarde dans le détail les 3 régions vaccinales contenant des séquences conservées du VIH-1 et

communes aux différents vaccins LIPO-5, LIPO-6 et LIPO-6T (Tableau 23), alors on constate que :

épitope est reconnu essentiellement par les patients VIH+,

- Nef 71-81 (HLA supertype B7) est |'épitope immunodominant de la région Nef 66-97, et cet

- Nef 135-143 (HLA A29 / supertype B7) est I'épitope immunodominant de la région Nef 116-

145, et cet épitope est reconnu aussi bien par les patients VIH+ que les volontaires sains. De maniere

intéressante, les épitopes sous-dominants Nef 134-143 et Nef 137-145 sont essentiellement

retrouvés respectivement chez les patients VIH+ et les volontaires sains,

et cet épitope est reconnu aussi bien par les patients VIH+ que les volontaires sains.

- Gag 267-277 (HLA supertype B7) est I'épitope immunodominant de la région Gag 253-284,

Région Peptide Epitope Nombre de réponses totales | Nombre de réponses HIV- | Nombre de réponses HIV+ HLA
Nef 68-76 |sous-dominant 4 2 2 B7/B35/B51/B53
Nef 71-79 |sous-dominant 4 2 2 B7/B35/B51/B53
Nef 66-97 Nef 71-81 dominant 7 1 6 B7/B35/B51/B53
Nef 84-92 |sous-dominant 4 2 2 A3/A11
A24
Nef 134-143 | sous-dominant 6 1 5 A29
B7/35/B51/B53
NEF 116-145 A29
Nef 135-143 dominant 11 5 6
B7/B35/B51/B53
Nef 137-145 | sous-dominant 6 5 1 A2
] A29
Gag 254-262 | sous-dominant 4 2 2
B7/B35/B51/B53
Gag 259-267 | sous-dominant 5 2 2 B8
Gag 253-284 Gag 260-268 | sous-dominant 4 2 2 g;
Gag 267-274 | sous-dominant 4 2 2 A3/A11
Gag 267-277 dominant 8 5 3 B7/B35/B51/B53

Tableau 23 : Identification des épitopes T CD8* immunodominants et sous-dominants en fonction

des régions vaccinales chez les volontaires sains et les patients VIH+
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Conclusions générales de la quatrieéme partie :

En résumé, les peptides dominants sont en majorité les mémes chez les patients VIH+ et les
volontaires sains, méme s'il existe quelques disparités. Les 3 régions (Gag 253-284, Nef 66-97 et Nef
116-145) contenues dans les vaccins LIPO-5, LIPO-6 et LIPO-6T injectés aux patients VIH+ ou aux
volontaires sains contiennent des épitopes T CD8" induisant des réponses. Cependant, les régions
Nef 116-145 et Gag 253-284 contiennent le plus grand nombre d’épitopes immunodominants, et la
région Gag 253-284 est la seule a induire des réponses vis-a-vis d’épitopes restreints par les 7
molécules HLA étudiées. Les épitopes immunodominants identifiés dans ces 3 régions vaccinales sont
restreints par les molécules HLA du supertype B7 (B7/B35/B51/B53). Cela a son importance pour 2
raisons :

1) Car la fréquence de ces molécules HLA dans la population francaise est élevée. En
effet, plus de 28% des francais sont porteurs d’une des molécules HLA du supertype B7 (Tableau 24).
Cela permet donc d’envisager de telles réponses T CD8" chez un grand nombre de sujets vaccinés.

2) Car dans l'infection naturelle par le VIH-1, les patients du supertype B7 n’ont pas une
grande capacité a induire des réponses CTL (Scherer et al., 2004). Ainsi on peut imaginer que la
vaccination avec LIPO-5 pourrait permettre de mieux controler le virus en permettant I'induction de

ces réponses CTL restreintes par la superfamille HLA B7.

Concernant les 2 régions spécifiques de LIPO-5 et LIPO-6T (Gag 17-35 et Pol 325-355) étudiées chez
des patients séropositifs pour le VIH-1, il semble que la région Gag 17-35 permet seulement
Iinduction de réponses vis-a-vis d’épitopes T CD8" restreints par les molécules HLA A3/A11. Par
contre, des réponses ciblant les épitopes Pol 325-333 (A3/A11) et Pol 342-350 (superfamille B7) ont

été observées au sein de la région vaccinale Pol 325-355.

Enfin, on peut remarquer que 2 des molécules HLA les plus fréquemment portées dans la population
frangaise (Al et B44) n’ont pas été étudiées ici (Tableau 24). En fait, malgré la présence de sujets
portant ces molécules HLA dans les essais étudiés, seulement une réponse a été observée vis-a-vis
d’un épitope Al chez un individu de I'essai VAC 04. Cela s’explique par le fait que malheureusement
les séquences vaccinales conservées de LIPO-5 ne contiennent que 2 épitopes Al (dans la région Nef

116-145) et 1 seul épitope B44 (dans la région Pol 325-355).
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HLA A Frequence Rang HLA B Frequence Rang
A*02 0,291 1 B*44 0,162 1
A*01 0,132 2 B*07 0,115 2
A*03 0,132 3 B*08 0,094 3
A*24 0,097 4 B*35 0,089 4
A*11 0,061 5 B*51 0,073 5
A*29 0,051 6 B*15 0,068 6
A*32 0,04 7 B*18 0,061 7
A*68 0,038 8 B*40 0,055 8
A*26 0,034 9 B*14 0,043 9
A*30 0,031 10 B*27 0,038 10
A*31 0,029 11 B*57 0,025 11
A*23 0,025 12 B*49 0,024 12
France A*25 0,019 13 B*39 0,022 13
Grenoble A*33 0,013 14 B*38 0,02 14
Nantes and A*66 0,003 15 B*13 0,019 15
Rennes A*34 0,001 16 B*55 0,018 16
(n=6094) A*69:01 0,001 17 B*37 0,013 17
A*74 0,001 18 B*50 0,013 18
B*58 0,012 19
B*56 0,008 20
B*52 0,006 21
B*53 0,006 22
B*41:02 0,004 23
B*45 0,004 24
B*41:01 0,003 25
B*47 0,003 26
Total Total
analysées 0,632 analysées 0,415
Total “B7 0,283
#supertype http://www.allelefrequencies.net

En jaunes, molécules HLA analysées dans I'étude des réponses T CD8"

Tableau 24 : Fréquence des alléles des molécules HLA-A et HLA-B en France
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V. Cinquiéme partie : Comparaison des réponses T CD4" anti-VIH-1 dans différents

essais vaccinaux utilisant des lipopeptides

Enfin, la caractérisation des réponses T CD4" observées aprés vaccination chez les patients de I'essai
DALIA nous a permis, dans un cinquiéme objectif, de comparer ces réponses avec celles dirigées
contre les différentes régions vaccinales conservées contenues dans LIPO-5 et retrouvées dans les
essais prophylactiques ANRS VAC 04 et VAC 18 et les essais thérapeutiques LIPTHERA et ANRS 093. Le
but de ce cinquieme et dernier objectif était ainsi d’évaluer si I'immunodominance des réponses T

CD4" anti-VIH-1 pouvait également varier suivant le type de vaccin utilisé et la population ciblée.

Ce travail a été effectué non pas pour comparer directement la fréquence des individus vaccinés
dans les différents essais étudiés pour lesquels des réponses T CD4" spécifiques du VIH-1 ont été
induites, mais pour comparer les régions ciblées par ces réponses dans chaque essai. Dans les essais
ANRS VAC 04, ANRS VAC 18, LIPTHERA, et ANRS 093, la technique de prolifération cellulaire par
incorporation de thymidine tritiée aprés stimulation de PBMC pendant 5 a 7 jours par les longs
peptides correspondants aux régions vaccinales a été utilisée pour évaluer la réponse cellulaire T
CD4". Cependant, les critéres de positivité de ce test ont évolué entre la réalisation des premiers
essais (LIPTHERA et ANRS VAC 04) et des plus récents (ANRS 093 et VAC 18), ne permettant pas une
stricte comparaison des taux de répondeurs entre tous les essais. En effet, ils sont devenus plus
stringents en ajoutant au critére de positivité initial défini par un index de prolifération (nombre de
coups par minute (cpm) mesuré dans les puits de cellules stimulées par I'antigéne / nombre de coups
par minute (cpm) mesuré dans les puits de cellules non stimulées) > a 3, un seuil minimal de cpm de
3000 pour la détection de la radioactivité. De plus, les réponses T CD4" post-vaccinales de I'essai
ANRS DALIA ont été identifiées a I'aide du test ICS apres amplification des cellules mémoires décrit
dans notre article publié dans PLOS Pathogens. Un récapitulatif des réponses T CD4" induites par les
individus vaccinés participants a ces différents essais cliniques sont présentés dans le tableau 25

(plus la fréquence de réponses est importante, plus elle apparait en vert foncé dans ce tableau).

LIPTHERA ANRS VAC 04 ANRS VAC 18 ANRS 093 ANRS DALIA-1

(% répondeurs apres 3
injections de LIPO-6)

(% répondeurs apres 3 injections

de LIPO-6 sans QS-21)

(% répondeurs apres 3
injections de LIPO-5)

(% répondeurs apres 4
injections de LIPO-6T)

(% répondeurs apres 4 injections de cellules
dendritiques chargées avec LIPO-5)

Gag 17-35 NA NA 5 8 64
Gag 253-284 43 45 25 28 100
Nef 66-97 9 45 2 18 50
Nef 116-145 17 9 10 12 43
Pol 325-355 NA NA 8 25 79

NA = Non analysable car région non présente dans le vaccin testé

Tableau 25 : Inmunodominance des réponses T CD4" chez des volontaires sains et des patients

VIH+ vaccinés participant a différents essais vaccinaux anti-VIH-1
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Quel que soit le vaccin lipopeptidique testé et la population ciblée, les réponses T CD4" sont
majoritairement détectées vis-a-vis de la région Gag 253-284. Vient ensuite la région Pol 325-355
pour les sujets ayant regu les vaccins LIPO-5 et LIPO-6T. On remarque que la région Gag 17-35 induit
assez peu de réponses dans les essais ANRS VAC 18 et ANRS 093. Les raisons peuvent-étre la nature
des molécules HLA de classe Il (alleles) portées par les vaccinés des différents essais qui vont
uniquement permettre la liaison de certains épitopes T CD4" et donc influer sur les réponses T CD4"
détectées, et le fait que cette séquence vaccinale soit plus courte que les autres séquences
conservées incluses dans LIPO-5 (19 acides aminés pour Gag 17-35 contre 30 a 32 acides aminés pour
les autres séquences). Concernant les réponses aux deux régions de Nef, les résultats varient en
fonction des essais et cela ne semble pas d au vaccin ni a la sérologie VIH des individus vaccinés. La
raison la plus probable de cette variation est également la nature des molécules HLA de classe |l
portées par les vaccinés inclus dans ces différents essais cliniques. Cependant, toutes les régions

vaccinales sont capables d’induire des réponses T CD4".

Conclusions générales de la cinquiéme partie :

En résumé, toutes les régions incluses dans le vaccin LIPO-5 contiennent des épitopes permettant
I'induction de réponses T CD4", méme si le taux de répondeur peut varier en fonction de chaque
région vaccinale. Comme pour les réponses T CD8', c’est la région Gag 253-284 qui est
immunodominante. Il semble donc primordial d’inclure cette région de la protéine Gag p24 dans un
vaccin anti-VIH-1. Cependant, étant donné que dans I’essai ANRS DALIA, nous avons identifié des
peptides 15-mers potentiellement associés a un contréle de la charge virale pendant I’ATI dans
chacune des régions conservées de LIPO-5, toutes ces régions paraissent bien importantes a inclure

dans un vaccin anti-VIH-1.
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I. Que conclure des réponses cellulaires induites par les lipopeptides ?
1. Les réponses T CD8*

Nous avons vu que les vaccins lipopeptidiques permettent I'induction de nombreuses réponses T
CD4" et CD8". Si on compare ces réponses a celles décrites dans la littérature, on peut remarquer que
parmi toutes les réponses T CD8" dirigées contre les séquences conservées du VIH-1 incluses dans le
candidat vaccin LIPO-5 observées dans les différents essais analysés ici, 4 (Nef 73-82, Nef 84-92,
Nef 134-141 et Nef 135-143) font partie des 9 épitopes les plus « promiscuous » décrits par Frahm et

ses collégues (Frahm et al., 2007).

Nous avons également observé que 5 des épitopes du sous-type B du VIH-1 identifiés au cours de ces
essais (Gag 259-267, Nef 83-91, Nef 90-97, Nef 134-143 et Nef 116-124) ont également été reconnus
par des LT CD8" de patients infectés par le sous-type CRF02_AG du VIH-1 (Inwoley et al., 2005), et 4
(Gag 254-262, Nef 128-137, Nef 135-143 et Pol 342-350) par les CTL de prostituées Kenyanes

fréguemment exposées aux sous-types A, C et D du VIH-1 (Rowland-Jones et al., 1998).

De maniére intéressante, I'épitope KK10 (Gag 263-272), présenté par la molécule HLA B27 et associé
au controle de la réplication du VIH-1 (Scherer et al., 2004; Wilson et al., 2000), est inclus dans la
séquence Gag 253-284 de LIPO-5. C'est d’ailleurs I'épitope immunodominant observé chez les
individus vaccinés B27. Mais d’autres épitopes provenant de la protéine Gag et présentant des
mutations associées a une diminution de la capacité réplicative du VIH-1 (Du et al., 2017) sont
présents dans le vaccin LIPO-5. C'est le cas pour 6 épitopes de la région Gag 17-35 présentés par les
molécules HLA A03, B51, BO8 et B27 ; et 5 de la région Gag 253-284 présentés par les molécules HLA
B62, B52, B08, B15 et B27, dont I'épitope B52 RMYSPTSI (Gag 275-282). Méme si I’alléle B52 est peu
fréquent dans la population frangaise, il est tout de méme intéressant de noter que I|'épitope
RMYSPTSI, présenté par cette molécule HLA, est présent dans la séquence Gag 253-284 de LIPO-5. En
effet, la reconnaissance de cet épitope, qui est également inclus dans le vaccin tHIVconsvX du groupe
de Tomas Hanke, par les LT CD8" d’individus B52 infectés par le VIH-1 permet I'inhibition in vivo de la

réplication virale (Murakoshi et al., 2018).

Des épitopes de la protéine Nef du VIH-1 présentés par les molécules B27 et B57 et présentant des
résidus ou s’opére une pression de sélection par les LT CD8" ont également été décrits (Adland et al.,
2013). De maniére intéressante, 3 de ces épitopes sont présents dans la séquence Nef 116-145

incluses dans LIPO-5 (Nef 116-124, Nef 130-143 et Ne 133-141).

Enfin, parmi les 15 épitopes immunodominants présentant des mutations associées a une diminution

de la capacité réplicative du VIH-1 décrits par Wang et ses colléegues (Wang et al., 2009), 7 sont
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présents dans LIPO-5 (1 dans Gag 17-35, 1 dans Gag 253-284, 3 dans Nef 66-97 et 2 dans Nef 116-
145). Des réponses T CD8" ont été observées vis-a-vis de 4 de ces épitopes dans les essais vaccinaux
étudiés dans cette these dont Gag 263-272 (KRWIILGLNK, réponse immunodominante B27) et Nef
74-81 (VPLRPMTY, réponse sous-dominante B35).

Ces analyses valident donc le choix des séquences incluses dans LIPO-5 et montrent que des
réponses T CD8" multi-épitopiques induisant une pression de sélection sur le VIH-1 peuvent bien étre
induites grace a la vaccination lipopeptidique. De plus, les épitopes T CD8" du sous-type B du VIH-1
peuvent également étre reconnus par des individus infectés par d’autres sous-types du VIH-1.
Cependant, comme nous l'avons vu dans la quatrieme partie des résultats, certains épitopes
présentés par des molécules HLA fréquentes dans la population francaise, comme les molécules Al
et B44, sont sous-représentés dans les séquences de LIPO-5. Cela implique donc d’inclure d’autres
séquences vaccinales, d’autant plus que ces deux molécules HLA ont une faible capacité a induire des

réponses CTL (Scherer et al., 2004).

2. Les réponses T CD4"

Parmi les réponses T CD4" observées dans les différents essais étudiés dans cette thése, on remarque
que la région Gag 253-284 est la plus immunogene. Il a été montré que cette observation pouvait

étre expliquée par la taille du répertoire de cellules naives ciblant cette région (Castelli et al., 2013).

De maniére intéressante, parmi les peptides ciblés par les LT CD4" associés a un contrdle de la
réplication du VIH-1 décrits par Ranasinghe et ses collegues (Ranasinghe et al., 2012), le peptide Nef
81-97 et le peptide Gag 265-282 sont inclus dans le vaccin LIPO-5. D’ailleurs, il a également été
observé une fréquence plus importante de LT CD4" mémoires ciblant le peptide Gag 263-282 chez les

EC que chez des patients virémiques (Vingert et al., 2010).

De méme, un des longs peptides utilisés dans une étude montrant I'importance des réponses
prolifératives contre la protéine Nef dans la non-progression vers le stade SIDA chez des patients
séropositifs pour le VIH-1 correspondait exactement a la séquence Nef 66-97 incluse dans LIPO-5

(Pancré et al., 2007).

Ces analyses, ainsi que I'identification de nouveaux épitopes T CD4" au sein des régions de Gag, Nef
et Pol du VIH-1 dans I'essai DALIA valident donc également le choix des séquences incluses dans
LIPO-5 et montrent que des réponses T CD4" associées au contrdle de la charge virale du VIH-1

peuvent bien étre induites grace a la vaccination lipopeptidique.
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L’étude des réponses T CD8" et CD4" induites dans les différents essais utilisant des lipopeptides
montre tout I'intérét des régions sélectionnées pour la confection du vaccin LIPO-5. Cependant, de
nombreux autres épitopes T CD8" et CD4" associés au contrdle de la réplication du VIH-1 ont été

maintenant décrits et ne sont pas présents au sein des séquences de LIPO-5.

Il. Quel bilan tirer des résultats des essais effectués avec les vaccins lipopeptidiques ?

Malgré les réponses T CD4" et CD8' observées aprés vaccination dans les différents essais
prophylactiques et thérapeutiques de phase | et Il utilisant les lipopeptides, les résultats concernant
I'immunogénicité de LIPO-5 injecté par voie intramusculaire seul ou en « boost » ont été décevants.
En effet, les résultats ELISpot IFNy de I'essai prophylactique ANRS VRI 01 montrent que le LIPO-5
utilisé seul, ou en « boost » apres un « prime » MVA, n’est pas immunogene. Les mémes résultats
avaient été observés dans le modéle macaque (Dereuddre-Bosquet et al., 2015). De méme, dans
I'essai HVTN 042/ANRS VAC 19, I'utilisation de LIPO-5 seul ou aprés un « prime » avec un ALVAC
(vCP1452) ne s’était pas avéré immunogéne (Frey et al., 2014). Par contre, 'utilisation de LIPO-5 en
« prime » avant le « boost » MVA semble avoir eu un intérét dans I’essai ANRS VRIO1. En effet, méme
si la fréquence des répondeurs ne semble pas améliorée, I'étude des régions ciblées par les LT des
volontaires vaccinés nous montre que l'utilisation du LIPO-5 en « prime » permet de focaliser les
réponses totales sur les différentes régions conservées du VIH-1 incluses dans LIPO-5 par rapport a
I'utilisation du MVA seul. De maniére intéressante, cet effet du schéma vaccinal sur
I'immunodominance des réponses a déja été observé par d’autres, notamment I'équipe de James
Mullins travaillant sur un vaccin anti-VIH-1 constitué de séquences conservées de la protéine Gag
p24. En effet, les chercheurs de cette équipe ont observé qu’en vaccinant des singes avec leur vaccin
en « prime » puis en effectuant un « boost » avec la protéine Gag entiere (p55), les réponses induites
observées apres le « boost » étaient focalisées sur les régions conservées du vaccin alors que ce
n’était pas le cas en effectuant le « prime » avec la p55 et le boost avec leur vaccin (Kulkarni et al.,
2014). Cette information est importante car on sait qu’un vaccin efficace devra induire des réponses
T poly-épitopiques sur des régions conservées du VIH-1 afin d’éviter que le virus n’échappe a la

réponse immunitaire par ses mutations.

Dans les études de vaccination thérapeutique ANRS 093 et LIGHT, on observe que les lipopeptides
associés a un ALVAC ou utilisés en « boost » apres un « prime » avec un vaccin ADN ne sont pas trés
immunogenes. Par contre, LIPO-5 présente un intérét majeur lorsqu’il est chargé ex vivo sur des

cellules dendritiques dérivée de monocytes (MoDC) dans le cadre des approches de « DC targeting »
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comme |'essai ANRS DALIA. En effet, dans cet essai thérapeutique, la stratégie vaccinale
particulierement immunogene a permis l'induction de réponses cellulaires contre toutes les
séquences du VIH-1 conservées incluses dans LIPO-5, en particulier des réponses T CD4". Ces
réponses ont d’ailleurs permis chez certains patients de contréler le rebond viral lors de la phase
d’ATl. De maniére intéressante, une étude comparant la quantité et la qualité des réponses T CD4"
mémoires spécifiques de différents antigénes apres stimulation par différentes APC chargées avec
I'antigene avait montré la supériorité des MoDC par rapport aux monocytes ou aux PBMC a induire

ces réponses (Perreau et al., 2012).

Ill. Comment utiliser demain les lipopeptides ?

L'avenir des lipopeptides semble donc se trouver en priorité dans une utilisation en vaccination
thérapeutique, dans le cadre d’une stratégie de « DC-targeting » ex vivo comme dans I'essai ANRS
DALIA. Les résultats de cet essai ont d’ailleurs conduit le VRI a lancer un nouvel essai clinique de type
DALIA chez 'homme. Cet essai hommé VRI 04 / DALIA-2 est un essai de phase Il comparant
I"utilisation de DC chargées par LIPO-5 combinée ou non avec du Poly-ICLC (agoniste du TLR3), et
inclut également un bras placebo. Lintérét de l'utilisation du Poly-ICLC est son effet sur la
mobilisation du réservoir viral qui a notamment été observé lors d’une étude chez la souris
humanisée (Cheng et al., 2018). Ce nouveau vaccin fait donc partie des stratégies évaluées dans la

quéte d’une cure fonctionnelle du VIH-1.

Cependant, aussi intéressante soit-elle, la stratégie de « DC targeting » ex vivo des essais DALIA ne
peut apporter qu’une preuve de concept et ne saurait étre utilisée a large échelle du fait de sa
complexité. Le labex (laboratoire d’excellence soutenu par I'Etat dans le cadre du programme
d’investissement d’avenir) auquel j'appartiens a donc mis au point des vaccins ciblant directement
les cellules dendritiques et faisant appel a des anticorps dirigés contre des récepteurs présents a la
surface des DC, il s’agit du « DC targeting » in vivo (cf p.98). Ainsi I'utilisation d’un vaccin anti-CD40-
HIV5Pep, dirigé contre la protéine CD40 (présente sur les LB mais surtout les DC) et comportant les
mémes séquences peptidiques que celles présentes dans LIPO-5, a donné des résultats intéressants
dans des stratégies de vaccinations thérapeutiques en terme d’immunogénicité dans le modele
macaque (Flamar et al., 2018) et d’'impact sur le réservoir viral dans un modeéle de souris humanisées
(Cheng et al., 2018). Quelles legons tirer des essais effectués avec les lipopeptides et comment dés

lors améliorer ces nouveaux vaccins ?
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IV. Quelles sont les pistes pour améliorer les lipopeptides a I’avenir ?

Méme si le développement des lipopeptides a été arrété par I’ANRS pour le moment, regardons tout
de méme quelles sont les pistes éventuelles pour améliorer ce type de vaccin a I'avenir mais surtout
comment tirer parti des résultats obtenus avec les lipopeptides pour améliorer les nouveaux vaccins

développés par I’ANRS et le VRI.

1. Améliorer la construction des lipopeptides

Si les lipopepdides monopalmytoylés sont faciles a produire, ce ne sont pas forcément les plus
immunogenes. En effet, de nouvelles constructions lipopeptidiques ont maintenant été développées,
et il semble que les constructions ramifiées permettent une meilleure activation des DC et I'induction
de réponses cellulaires plus fortes que les constructions linéaires (Liu et al., 2016). De telles

constructions pourraient étre envisagées pour un vaccin lipopeptidique anti-VIH-1.

2. Changer la voie d'immunisation

Il est a noter que 'intérét du ciblage des cellules dendritiques avait déja été approché par les études
sur les voies d’injection de I'antigene Gag p24 chez la souris (Liard et al., 2011). Ainsi une injection
intradermique des lipopeptides permettant le ciblage in vivo des cellules de Langerhans présentes
dans I'épiderme et des DC présentes dans le derme pourrait permettre une induction optimale des
réponses T CD8" et CD4". Une étude comparant la tolérance et I'immunogénicité de lipopeptides
injectés par voies intramusculaire et intradermique a d’ailleurs déja été réalisée, cependant cette
étude utilisait le vaccin LIPO-4 ne contenant que de treés courtes séquences de Gag, Pol et Nef
associées de facon colinéaire a I'épitope TT 830-843 de l'anatoxine tétanique. Cette étude a
notamment montré qu’avec une dose de vaccin plus faible d’un facteur 5, la vaccination
intradermique permettait I'induction de réponses T CD8" similaires a la vaccination intramusculaire

(Launay et al., 2007; Launay et al., 2013).

Etant donné que l'infection par le VIH-1 a lieu essentiellement par voie sexuelle, I'utilisation d’'une
vaccination mucosale pourrait également étre envisagée. Par le passé, I'étude ANRS VAC 14 a déja
évalué la tolérance d’'une immunisation par les voies nasales et vaginales d’un vaccin composé de la
protéine recombinante gp160 (Pialoux et al., 2008a). On sait également que des lipopeptides injectés
par voie nasale peuvent étre immunogeénes dans les modeles CMV (BenMohamed et al., 2002a) et
Influenza (Deliyannis et al., 2006) chez la souris. En effet, une administration muqueuse de vaccins

lipopeptidiques pourrait avoir des avantages logistiques et économiques (BenMohamed et al,,
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2002b). De plus, I'établissement d’'une immunité locale muqueuse pourrait empécher la réplication
et la dissémination du VIH-1. De maniére intéressante dans le modele murin de I'herpés, il a été
montré qu’une immunisation intravaginale par un lipopeptide contenant 3 acides palmitiques en
« prime » suivi d'un « boost » avec un Ad5 recombinant contenant des épitopes du HSV (« herpes
virus simplex ») permettait I'induction de LT CD8" protecteurs au niveau des muqueuses (Zhang et

al., 2012b).

3. Amplifier I'effet adjuvant potentiel de la queue lipidique des lipopeptides

Méme si les lipopeptides ont été initialement congus pour étre injectés sans adjuvant
supplémentaire, I'utilisation d’adjuvant peut étre envisagée afin d’augmenter leur immunogénicité.
Lors de I'essai ANRS VAC 04, le QS-21 avait déja été utilisé et montré un effet positif sur les réponses
T CD4" observées a long terme aprés vaccination (Gahery-Segard et al., 2003). Le QS-21 est un extrait
végétal dérivé de |'écorce de Quillaja saponaria. L'extrait contient des composés hydrosolubles du
triterpene glycoside, qui appartiennent a une famille de composés a base de plantes appelés
saponines. Il est notamment inclus dans le vaccin anti-VZV Shingrix, qui est préconisé dans la

prévention du zona et des névralgies post-zostériennes (NPZ) chez les adultes de 50 ans ou plus.

Nous avons montré au cours de cette these qu’une vaccination lipopeptidique entrainait la sécrétion
d’IL-13, une cytokine de type Th2, par des LT CD4" spécifiques du VIH-1. Nous avons également
montré que pour observer cette réponse IL-13 spécifique du VIH-1 aprés vaccination, les lipopeptides
devaient étre injectés seuls et pas apres un « prime » avec d’autres vaccins entrainant plutét des
réponses de type Thl. De plus, nous avons observé que chez des patients VIH+ vaccinés, seules des
DC chargées avec des lipopeptides étaient capables d’induire cette réponse Th2, probablement car
chez les patients infectés par le VIH-1, I'activation chronique du systéeme immunitaire induit un
environnement de type Th1 qui ne permet pas in vivo aux DC d’induire une polarisation de type Th2,
comme cela peut étre le cas avec des DC activées et maturées in vitro. De maniére intéressante, dans
I’essai DALIA, nous avons observé une corrélation négative entre I'étendue et l'intensité de la
réponse IL-13 aprés vaccination et la charge virale plasmatique maximale en phase ATl. Méme si
I'IL-13 n’est pas une cytokine particulierement étudiée dans le domaine du VIH, nous avions déja
montré la présence de réponses IL-13 chez des volontaires sains vaccinés par LIPO-5 (Richert et al.,
2013). Il a récemment été montré qu’un profil cytokinique Th2 était associé a une efficacité vaccinale
dans des essais de vaccinations prophylactiques réalisés aussi bien chez le macaque (Vaccari et al.,
2018) que chez 'homme (Sauce et al., 2016). De plus, il a été montré que I'lL-13 pouvait inhiber la

production de VIH-1 dans des macrophages (Montaner et al., 1993) et que I'lL-13 et I'IFNy sécrétés

182



Discussion

par des LT de patients séropositifs pour le VIH-1 étaient associés avec la suppression virale et
I"'absence de progression de la maladie (Bailer et al., 1999). Enfin, il a également été montré que des
HESN produisaient de I'IL-13 (Ruiz-Riol et al., 2015). L’IL-13 induite par une vaccination
lipopeptidique pourrait donc représenter un corrélat de contréle de la réplication virale, méme si ce
dernier ne peut pas forcément étre généralisé a d’autres types de vaccins, comme nous l'avons
montré dans cette these. Ces résultats ouvrent vers deux perspectives :

1) I'utilisation d’ELISpot IL-13 dans le monitoring des futurs essais de vaccination anti-VIH-1.
En effet, a ce jour les tests ELISpot IFNy classiquement utilisés dans 'immunomonitoring des essais
vaccinaux (Streeck et al., 2009) n’ont pas permis de mettre en évidence un corrélat de controle de la
réplication du VIH-1.

2) l'utilisation d’adjuvants susceptibles d’induire une réponse IL13. L’hypothése principale
pouvant expliquer la sécrétion d’IL-13 que nous avons observée est la stimulation du TLR2 par les
lipopeptides. En effet, il a été montré que des lipopeptides pouvaient polariser la réponse
immunitaire vers un profil Th2 en activant le TLR2 (Halliday et al., 2016; Redecke et al., 2004). De
nombreux adjuvants, notamment des ligands de TLR, sont désormais disponibles pour une utilisation
chez 'homme (Gutjahr et al.,, 2016) et des études comparatives devront étre effectuées afin de
choisir le meilleur adjuvant pouvant induire des réponses post-vaccinales associées au contréle de la
réplication du VIH-1. En effet, il a été montré dans le modele macaque que I'utilisation de différents
adjuvants pouvait générer des différences tres importantes dans la quantité et la qualité des
réponses immunitaires induites (Francica et al., 2017) et influer sur la protection vaccinale observée

(Vaccari et al., 2016).

4. Revoir les séquences a inclure dans le vaccin
i. Remarques sur les séquences incluses dans LIPO-5

L'étude des réponses cellulaires induites par les candidats vaccins étudiés dans cette these et
utilisant différents lipopeptides nous a permis d’observer que les différentes régions sélectionnées
permettaient 'induction de réponses T CD8" et CD4", Gag 253-284 étant la région immunodominante
concernant les 2 types de réponses. De plus, certains peptides 15-mers (immunodominants ou pas)
provenant des régions vaccinales Gag, Pol et Nef semblent associés au contrdle du rebond viral
pendant I’ATI dans I'essai DALIA. Si ces résultats sont encourageants, ils peuvent sans doute encore

étre améliorés en incluant de nouvelles séquences au vaccin.

Le choix des séquences a inclure dans un vaccin, en particulier dans un vaccin contre un virus comme

le VIH-1 qui mute beaucoup et qui s’adapte au HLA des populations (Avila-Rios et al., 2019), est un
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élément primordial pour une efficacité vaccinale maximale. Depuis de nombreuses années, les
connaissances concernant le VIH, en particulier I'impact des réponses T CD8" impliquées dans le
contréle de la charge virale et dans I'échappement viral se sont multipliées. Il semble donc
maintenant évident qu’une nouvelle sélection de régions poly-épitopiques permettra une
amélioration de I'immunigénicité des vaccins constitués de lipopeptides. LIPO-5 est constitué de 5
séquences du VIH-1 représentant seulement 144 acides aminés au total, soit environ 4,5% du total
des protéines exprimées par le VIH-1. Méme si ce sont des séquences conservées, elles sont
certainement trop peu nombreuses pour induire des réponses T CD8" ayant une influence sur le
contréle de la charge virale du VIH-1. En effet, malgré la détection de LT CD8" exprimant des
molécules cytotoxiques et sécrétant de I'IFNy dans I'essai DALIA, ces réponses ne semblent pas
associées au controle du rebond viral observé en phase d’ATIl chez certains patients vaccinés. |l
semble donc important de rajouter des séquences afin de couvrir une partie plus importante des 15
protéines du virus. La question est de savoir quelles séquences rajouter : des séguences conservées
entre les différents sous-types de VIH-1, associées a un contréle du virus chez les EC et les LTNP, ou
des séquences cibles de mutations impactant la capacité réplicative du virus ? Je pense que cela va

dépendre du type de vaccin.

ii. Intérét des logiciels de prédictions épitopiques

Malgré leurs performances honorables, je pense que les logiciels de prédiction de I'affinité de liaison
entre peptides et molécules HLA ne seront pas forcément utiles pour aider a faire une sélection des
épitopes a inclure dans un vaccin visant a induire des réponses T contre le VIH-1. En effet, comme
nous I’avons vu dans I'étude DALIA, peu de peptides prédits pour se lier aux molécules HLA de classe
| sont vraiment des épitopes ciblés par les LT CD8" des vaccinés. Les logiciels de prédiction
s’améliorent en incorporant également les prédictions de clivage du protéasome ou encore
I'efficacité de transport des peptides par les TAP afin de mieux prédire les épitopes T CD8" (Stranz| et
al., 2010). Cependant, on sait que certains épitopes ne sont pas générés par le protéasome mais
plutot par des peptidases cellulaires et que les épitopes générés peuvent méme dépendre du type
cellulaire (Boucau and Le Gall, 2018). Concernant les épitopes T CD4", nous avons vu également que
les prédictions n’étaient pas optimales. Mais le plus important est que ces logiciels ne peuvent pas
prédire les épitopes conservés parmi les différents sous-types du VIH-1, ou associés a un meilleur
contrdle de la charge virale, ou encore les épitopes dont une mutation va engendrer un changement
dans la capacité réplicative du VIH-1. Ce sont bien ces derniers facteurs les plus importants a prendre

en considération pour la sélection des séquences a inclure dans un vaccin cellulaire anti-VIH-1.
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iii. Choix des séquences pour un vaccin préventif

Concernant plus particulierement le vaccin prophylactique, je pense que les séquences vaccinales
choisies ne doivent pas forcément correspondre aux séquences conservées observées dans des virus
de différents sous-types chez des patients infectés en phase chronique. En effet, il faut cibler le virus
responsable de I'infection, le « transmitted/founder virus », avant qu’il ne mute trop et se diversifie.
D’ailleurs, de maniére intéressante, si les réponses T CD8" dirigées contre la protéine Env sont
généralement associées a une charge virale élevée en phase chronique de l'infection (Kiepiela et al.,
2007), la présence de ces réponses chez des individus vaccinés par différents candidats vaccins
semble associée a leur protection contre I'infection par le VIH-1 (Barouch et al., 2018; Janes et al.,
2017). Pour cela, en plus d’épitopes spécifiques de la protéine Env, je pense qu’il faut se concentrer
sur tous les épitopes T CD8" dont une mutation peut diminuer la capacité réplicative du VIH-1 (Gorin
et al.,, 2017) et inclure des séquences contenant ces résidus dans le vaccin afin d’éviter un
échappement a la réponse immunitaire par le VIH-1. De telles séquences ont été identifiées dans les
protéines Gag (Du et al., 2017; Miura et al., 2009), Pol (Herzig et al., 2015; Rawle et al., 2018), Nef
(Adland et al., 2013). Une étude a méme identifié différents épitopes immunodominants de Gag, Pol,
Nef et Env contenant une mutation de ce type associée aux molécules HLA (Wang et al., 2009).
L'inclusion de séquences de la protéine Nef pourrait également permettre la sélection de mutants
empéchant spécifiqguement la fonction de diminution de I'expression des molécules HLA de classe |
médiée par cette protéine (Lewis et al., 2012). Il faut cibler également les protéines qui vont étre
exprimées rapidement par les cellules infectées comme la protéine Gag qui est exprimée avant
méme l'intégration de I’ADN proviral et la synthese des protéines du VIH-1 (Buseyne et al., 2001,
Kloverpris et al., 2013; Sacha et al., 2007) mais également celles qui sont produites et exprimées
rapidement par la cellule infectée comme les protéines Tat et Rev. En effet, Tat et Rev sont
fréquemment ciblées par les CTL des patients séropositifs pour le VIH-1 (Addo et al., 2001) et la
fréquence des CTL dirigés contre ces 2 protéines a été inversement corrélée a la progression rapide

vers la phase SIDA (vanBaalen et al., 1997).

iv. Choix des séquences pour un vaccin thérapeutique

Concernant plus particulierement le vaccin thérapeutique, je pense qu’il faut se concentrer sur des
séquences conservées contenant des épitopes T CD8" pouvant se retrouver chez de nombreux
patients infectés (Murakoshi et al., 2015; Murakoshi et al., 2018; Perez et al., 2008; Perez et al., 2013;
Zou et al.,, 2019). En effet la population virale étant déja diversifiée, il va falloir se focaliser sur

I'induction et lintensification de réponses de forte avidité fonctionnelle. Ces réponses sont
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majoritairement retrouvées vis-a-vis de la protéine Gag (Berger et al., 2011; Julg et al., 2010; Mothe
et al., 2012) mais peuvent également impliquer d’autres protéines comme la protéine Env (Leitman
et al., 2017). De plus, méme s’il est maintenant clairement établi que certaines molécules HLA de
classe | sont associées au controle de la réplication du VIH-1, ces molécules sont impliquées dans des
réponses T CD8" vis-a-vis de régions conservées du VIH-1 dont la mutation va engendrer une
diminution de la capacité réplicative du virus (Wang et al., 2009). Les épitopes associés a un meilleur
contréle de la réplication virale (Pereyra et al.,, 2014; Streeck et al., 2014) doivent donc étre
sélectionnés, et ce pour un grand nombre d’haplotypes différents, afin que le vaccin soit efficace
pour le plus grand nombre de patients possible. De maniére intéressante, une étude trés récente
utilisant la topologie structurale a permis de définir quels étaient ces épitopes protecteurs, méme
chez des individus ne possédant pas de molécules HLA associées au controle de la réplication du
VIH-1 (Gaiha et al., 2019). Je pense que cette étude trés importante va pouvoir permettre une

sélection plus pertinente des épitopes T CD8" a inclure dans les prochains vaccins.

Une autre stratégie a considérer est la sélection de séquences retrouvées par technologie NGS
(« next-generation sequencing ») au sein des cellules « réservoirs » contenant du provirus intégré qui
va engendrer le rebond viral et donc important a cibler par les CTL (Tumiotto et al., 2017). Une telle
stratégie pourrait étre envisagée pour développer des vaccins thérapeutiques personnalisés pour
chaque patient infecté par le VIH-1. Cependant cette stratégie serait évidemment difficilement
applicable a grande échelle (Fleury et al., 2018). Par contre la récente étude Provir/Latitude 45,
réalisée chez des patients de plusieurs régions du monde, a ainsi permis d’identifier par cette
technologie 15 épitopes conservés du VIH-1 (notamment au sein de la protéine Pol) potentiellement
intéressants a inclure dans un vaccin thérapeutique (Tumiotto et al., 2019). De maniere intéressante,
parmi ces épitopes, Nef 134-143, Pol 325-333 et Pol 330-338 sont inclus dans LIPO-5. Une des limites
de cette technologie est tout de méme que les épitopes soient possiblement identifiés au sein de
séquences de provirus défectifs, car elle ne permet pas d’identifier quels sont les virus qui se

répliqueront de nouveaux apreés l'interruption du traitement antirétroviral.

Bien s(r il ne faudra pas laisser de coté les réponses T CD4" qui sont trés importantes dans le
contrdle de la réplication du VIH-1, comme nous lI'avons montré dans |'essai ANRS DALIA mais
comme beaucoup de données de la littérature nous le montrent aussi (Boaz et al., 2003; Boaz et al.,
2002; Dyer et al., 2008; Frater et al., 2014; Gloster et al., 2004; Pancré et al., 2007; Rosenberg et al.,
1997; Schieffer et al., 2014). L'inclusion dans un vaccin de certains épitopes T CD4" de Gag p17 et p24
(Ranasinghe et al., 2012) et notamment de I'épitope T CD4" Gag 293-312 (FRDYVDRFYKTLRAEQASQE)
de p24, immunodominant chez les EC (Benati et al., 2016; Galperin et al., 2018; Vingert et al., 2010),

parait une priorité absolue.
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Apres avoir choisi les séquences, il faudra trouver le bon moyen de les agencer dans un vaccin afin
que les épitopes T CD4" et T CD8" contenus dans les régions choisies soient bien présentés aux LT et
puissent induire des réponses effectrices. Il est ainsi possible de jouer sur les résidus flanquant les
épitopes T CD8" afin qu’ils soient générés de facon majoritaire lors de I"apprétement de I'antigéne
(Le Gall et al., 2007; Steers et al., 2014) ou encore sur les résidus flanquant les épitopes T CD4" qui
peuvent permettre d’augmenter I'affinité du TCR pour le peptide et donc I'activation du LT CD4"

(Holland et al., 2015).

5. Combiner les interventions thérapeutiques

Enfin, dans le but d’arriver a la cure fonctionnelle ou méme pourquoi pas a I’éradication du VIH-1 de
I’organisme, il faudra associer un vaccin thérapeutique immunogene a des immunomodulateurs tels
que des cytokines comme I'IL-7 ou I'lL-15. En effet, I'lL-7 permet d’inhiber I'activité des Treg (Younas
et al., 2013) qui peuvent empécher I'induction de réponses optimales par la vaccination, comme cela
a d’ailleurs été observé dans I'essai DALIA (Brezar et al., 2015). L'IL-15 est également une cytokine
prometteuse. En effet, il a trés récemment été montré que cette cytokine permettait d’augmenter
I’activité antivirale des LT CD8" spécifiques du VIH-1 chez des patients infectés sous ART (Angin et al.,
2019). La combinaison de vaccin thérapeutique avec des « immune checkpoint inhibitors » comme
les anti-PD1 est aussi envisagée au vu des résultats prometteurs observés sur les réponses T CD8"
chez des macaques infectés par un VIS et traités en phase chronique par un anticorps anti-PD1 (Velu
et al., 2009). Enfin la combinaison de vaccin avec des agents de réversion de la latence virale comme
le sont également les ligands de TLR, en particulier les agonistes de TLR3 et TLR7, est également
prévue suite aux résultats intéressants observés sur le contréle de la réplication virale dans les

modeles murins (Cheng et al., 2018) et simiens (Borducchi et al., 2016), respectivement.
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Conclusion

Méme si le développement de la stratégie lipopeptidiqgue menée par I’ANRS depuis les années 1990
n‘est plus a l'ordre du jour actuellement, nous venons de voir que l'immunogénicité de ces

lipopeptides pourrait tout de méme certainement étre améliorée par différents moyens.

Si les nouveaux vaccins développés par I’ANRS et le VRI, en particulier la stratégie « DC targeting » in
vivo, restent la priorité, je pense que la stratégie lipopeptide a encore un avenir dans la vaccination
contre le VIH-1 a condition d’optimiser les constructions et les schémas vaccinaux. Méme s’il est
évident que le passage en phase clinique des candidats vaccins actuels nécessite beaucoup de
ressources, je pense qu'’il faut absolument continuer le développement et I'optimisation de candidats

vaccins anti-VIH-1 dans une perspective a plus long terme.

En effet, ce qui est vrai en termes d’amélioration pour la stratégie lipopeptide I'est aussi pour la
plupart des autres candidats vaccins ayant pour but I'induction de réponses T CD8" et CD4". Je suis
ainsi persuadé qu’une meilleure sélection des séquences du VIH-1 a inclure dans ces vaccins et

I'utilisation d’un adjuvant adéquat permettra I'induction de réponses cellulaires optimales.

L'utilisation de ces vaccins basés sur les épitopes T pourra alors étre envisagée avec succeés en
vaccination préventive, en association avec d’autres candidats vaccins capables de générer des

anticorps neutralisants a large spectre, mais également des anticorps a fonction ADCC et ADCP.

Ces vaccins pourront également bien slr étre utilisés en vaccination thérapeutique en les associant
avec des immunomodulateurs tels que des cytokines (IL-7, IL-15), des « immune checkpoint
inhibitors » (anti-PD1, anti-PDL1) ou encore des agents de réversion de la latence virale comme les
agonistes de TLR (agonistes de TLR3 et TLR7). lls pourront ainsi certainement permettre un contrdle
de la charge virale dans la durée et donc une rémission a long terme chez les patients infectés par le

VIH-1, voire peut-étre méme I'éradication du VIH-1.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Introduction: Development of a safe, effective and globally affordable Human Immunodeficiency Virus Received 10 May 2017
strain 1 (HIV-1) vaccine offers the best hope for future control of the HIV-1 pandemic. However, with the ~ Accepted 29 August 2017
exception of the recent RV144 trial, which elicited a modest level of protection against infection, no KEYWORDS

vaccine candidate has shown efficacy in preventing HIV-1 infection or in controlling virus replication in DC-targeting; epitope; HIV-1;

humans. There is also a great need for a successful immunotherapeutic vaccine since combination immunogenicity;
antiretroviral therapy (cART) does not eliminate the reservoir of HIV-infected cells. But to date, no lipopeptide; vaccine
vaccine candidate has proven to significantly alter the natural history of an individual with HIV-1

infection.

Areas covered: For over 25 years, the ANRS (France Recherche Nord&Sud Sida-HIV hépatites) has been
committed to an original program combining basic science and clinical research developing an epitope-
based vaccine strategy to induce a multiepitopic cellular response against HIV-1. This review describes
the evolution of concepts, based on strategies using HIV-1 lipopeptides towards the use of dendritic cell
(DC) manipulation.

Expert commentary: Understanding the crucial role of DCs in immune responses allowed moving from
the non-specific administration of HIV-1 sequences with lipopeptides to DC-based vaccines. These DC-
targeting strategies should improve HIV-1 vaccine efficacy.

1. Introduction 1.2. Early years of HIV-1 vaccine development

1.1. Vaccine-induced immunity basics Since the identification of HIV-1 in 1983, several prophylactic
and therapeutic anti-HIV-1 vaccine candidates have been
tested in humans.

In the 1980s, different types of antibodies including neu-
tralizing antibodies and others mediating antibody-depen-
dent cellular cytotoxicity (ADCC) were detected in HIV-1
infected patients [4,5]. Thus, recombinant envelope glyco-
protein products were produced and successfully tested as
vaccines in chimpanzees in the early 1990s [6]. Since pro-
tection of animals was observed when challenged with HIV-
1, vaccine manufacturers focused on the envelope vaccine
subunit. Different Phase | clinical trials using recombinant
gp120 subunit started in humans but these vaccines did not
elicited neutralizing antibodies to primary HIV-1 isolates [7].
In fact, the first doubts considering the generation of an
effective antibody-based HIV-1 vaccine came as early as the
discovery of the significant genetic diversity of HIV [8] and
the strain-specific neutralizing activity of HIV-1 antibodies
[9]. Moreover, the subsequent failure of recombinant gp120
vaccine in preventing HIV-1 infection in chimpanzees after a
high dose intravenous challenge reinforced these con-
cerns [10].

The aim of a vaccine is to induce a specific immune response to
the immunogen that confers protection against infection or
provides a therapeutic benefit. Humoral immune responses are
based on B cell responses that generate antibodies against
pathogen-specific antigens. Cellular immune responses are com-
posed of pathogen-specific CD8" and CD4" T cells. CD8" T cells
or cytotoxic T lymphocytes (CTL) kill infected cells by direct or
indirect mechanisms. CD4* T cells or helper T lymphocytes (HTL)
are conductors of adaptive immune responses notably through
cell-cantact and/or the release of cytokines that activate or reg-
ulate CD8* T cells, but also mediate B cell maturation and class
switching to improve antibody affinity and quality. In this con-
text, dendritic cells (DCs) are particularly important as they are
the professional antigen-presenting cells (APCs). Indeed, DCs
process protein antigens to present peptides in association
with major histocompatibility complex (MHC) molecules to anti-
gen-specific lymphocytes (ie. T and B cells) in order to activate
them and initiate the adaptive immunity [1]. CTL are usually
primed by 8-11 amino acid (aa) peptides complexed to MHC
class | molecules [2] and HTL by 12-20 aa peptides complexed to
MHC class Il molecules [3].
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Because CTL are required to confer protective immunity
against some viruses [11], other studies aimed to induce
such HIV-1-specific T cells after vaccination. One way to obtain
these CTL is the use of live attenuated vaccine that confers a
complete immune response. However, as demonstrated with
Simian Immunaodeficiency Virus (SIV) in macaques [12], the
risks were too great to justify using live attenuated HIV-1
vaccines in humans. So, since the late 1980s, live recombinant
vectors containing only parts of the HIV-1 genome are used to
induce CTL in HIV-1 therapeutic or prophylactic vaccination
strategies [13,14]. Subsequently, new DNA plasmid technology
was developed to elicit CTL and such DNA vaccines started to
be tested for therapeutic and prophylactic applications [15].
Thus, in the 2000s most researchers believed that it should be
possible to obtain at least partial vaccine protection through
the induction of a strong and multiepitopic cellular response.

Because CD8" T cells recognize viral peptides presented by
MHC class | molecules on infected cells [16], peptide-based
vaccine approaches developed in the late 1980s. This strategy
offers several potential advantages over conventional
approaches like whole protein, live attenuated virus or DNA
immunizations in term of purity, lot-to-lot consistency, cost of
production, and a highly specific immune response. Mareover,
it was hypothetised that focusing immune response toward
selected peptide determinants could be important to avoid
inclusion of potentially harmful, e.g. autoimmune, epitopes in
the vaccine and to focus immune responses to subdominant
epitopes to broaden the response and thus prevent viral
escape.

2. Body

2.1. Peptide vaccination, adjuvants, and the lipopeptide
concept

In early studies, despite inducing HTL and antibody responses,
synthetic peptides injected alone usually failed to induce CTL.
In contrast, after injection of free synthetic peptides with
incomplete Freund's adjuvant (IFA), CTL activity could be
detected either for LCMV [17] or HIV-1 peptide immunization
[18] and protection of mice against LCMV [19] and Sendai
Virus [20] infection was observed in peptide-vaccinated
animals.

Developed in the 1940s, Freund’s adjuvant is composed of
non-metabolizable oils with or without killed mycobacteria
(complete and incomplete Freund’s adjuvant, respectively,
CFA and IFA). The powerful effects of these adjuvants, includ-
ing delayed-type hypersensitivity (DTH), led chemists and
immunologists to identify the factors responsible for their
efficiency. These proved to be lipid content for IFA, together
with other components, such as murein, lipopolysaccharide,
lipoprotein, or glycan for CFA. In the following years, different
active lipid compounds were identified.

Braun’s lipoprotein was isolated from the outer membrane
of Gram-negative Escherichia coli and was characterized more
than 40 years ago as a B cell mitogen [21]. Tripalmitoyl-5-
glyceryl-cysteine (PamsCys), an analog of the N-terminal part
of this bacterial lipoprotein, was also shown to be a potent
polyclonal activator for B cells, monocytes and macrophages

[22,23]. In 1989, a vaccine against foot-and-mouth disease
virus (FMDV) composed of a synthetic peptide coupled to
tripalmitoyl-S-glyceryl-cysteinylserylserine (P3CSS) was devel-
oped and shown to induce long-lasting antibody-mediated
protection in guinea-pigs after a single administration [24].
The same year, Deres et al reported that a synthetic influenza
peptide covalently linked to P3CSS could efficiently prime
influenza virus-specific CTL in vivo whereas peptides injected
alone could not [25]. This last study provided strong proof of
concept of lipopeptide vaccine for the induction of CTL.
Despite being a potent adjuvant, PamsCys has poor solubility
properties. The dipalmitoyl-S-glyceryl-cysteine (Pam,Cys), ana-
log of the macrophage-activating lipopeptide from
Mycoplasma fermentans (MALP2) was shown to be more solu-
ble and even more potent than PamyCys for inducing anti-
body-mediated immunity [26]. Moreover, synthetic peptides
linked to this compound were shown to activate DCs and elicit
antibodies and CD8* T cell responses [27].

Coon and Hunter showed in guinea pigs that in contrast to
the injection of bovine serum albumin (BSA) alone which
stimulated production of large amounts of antibody, injection
of lipid- (dodecanoic acid) conjugated BSA stimulated sus-
tained DTH without detectable antibody production [28].
Interestingly, this change in the type of immune response
was associated with a change in antigen localization within
draining popliteal lymph nodes. Native BSA was localized in
germinal centers whereas lipid conjugated-BSA was promi-
nently localized in the T cell area. Scon after, Hunter and
colleagues showed in vitro that lipid-conjugated BSA was
taken up by macrophages 25-50-fold more efficiently than
unconjugated BSA. They concluded that the capacity of lipo-
philic antigens to stimulate cell-mediated immune responses
might be due to their increased uptake by macrophages,
resulting in more efficient antigen presentation to specific T
lymphocytes [29].

In the 1980-1990s, mice immunized with palmitoylated
peptides coupled to Hepatitis B [30] or ovalbumin [31] pep-
tides in CFA were shown to efficiently evoke specific antibo-
dies. It was suggested that this adjuvant effect was due to the
formation of large aggregates, possibly micelles, and to the
enhancement of MHC class ll-restricted presentation to T cells
by the lipopeptide construct.

2.2, Celiular and molecular mechanisms of lipopeptide
immunogenicity

PyCS lipopeptide was demonstrated to quicky penetrate
macrophages plasma membrane and was detected within
the cytoplasm, nuclear membrane and nucleus after 2 min of
addition [32]. Schild and co-workers showed that optimal
priming of a CTL epitope coupled to PsCSS required the
covalent linkage between peptide and the lipophilic anchor
after intravenous (i.v.) inoculation in mice [33]. The authors
hypothetized that the lipid anchor could prolong half-life of
the peptide in vivo, and/or allow the molecule to enter the
MHC class |-restricted antigen processing pathway, and/or
influence peptide localization in vivo, targeting the peptice
to APCs and eventually activate them to secrete factors
required for CTL differentiation. Interestingly, it was shown
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that the antigenicity of peptides can be altered by serum
proteases [34]. This suggested a further potential explanation
for the enhanced in vivo immunogenicity of lipopeptides
compared to free peptides and argued for the use of lipopep-
tides for peptide-based vaccine design.

The critical role of covalent association between peptide
and lipid moiety for lipopeptide immunogenicity was con-
fimed using a N®-palmitoyl lysine at the N-terminal end of a
25 aa peptide from HIV-1 Nef in rats. Indeed, T cell prolifera-
tion and cytokine secretion were observed after intraperito-
neal (i.p.) injection of lipopeptide but not its non-lipidic
peptide analog, even co-injected with palmitic acid [35].

A comparative study with different lipopeptides demon-
strated three major findings [36]. First, the processing of a
long (26 aa) bipalmitoyled lipopeptide was required for the
induction of epitope-specific CD4* and CD8" T cells since this
lipopeptide could not bind directly to MHC class | and class Il
molecules. Second, the particulate nature of lipopeptide con-
tructs was crucial for immunogenicity as an inverse correlation
was observed between the solubility of lipopeptide constructs
and their ability to induce CTL in vivo. Third, after immunohis-
tological analysis of tissue from subcutaneous (s.c.) immunized
mice, the presence of cell-associated lipopeptide on spleen
macrophages and DCs suggested the involvement of both of
these cell populations in the processing and presentation of
lipopeptide particles to CTLs.

Using the HIV-1 Pol 476-484 epitope linked at the N-terminus
to a N%palmitoyl lysine, Loing and co-workers observed an
increase of the life span of functional presentation to CTL specific
for the parental peptide [37] and they showed that this monaopal-
mitoyled lipapeptide was endocytosed by human DCs, which
induced functional stimulation of specific CD8" T lymphocytes
through a cross-presentation pathway [38]. Moreover, using two
different long lipopeptides containing HIV-1 Pal and Nef peptides
linked to N®-palmitoyl lysine, Andrieu and co-workers demon-
strated two different cross-presentation pathways [39]: one invol-
ving the proteasome and another invalving the tripeptidyl
peptidase Il (TPPI), an acid-dependent endosomal enzyme with
endoproteolytic activity [40]. Finally, these two long HIV-1 lipopep-
tides were also shown to be cross-presented by human plasmacy-
toid DCs [41]. However, the route of monopalmitoyled
lipopeptides uptake was unclear since an endocytosis-indepen-
dent presentation pathway by DCs was described [42]. Moreover, it
was also shown that the nature of the bond between peptide and
lipid chain participated to this pathway diversity and determined
the immunogenicity of the construct [43]. Indeed, a labile thioester
bond (5-palm) seemed to lead to an actin-independent endocytic
route and a presentation in the context of MHC class I, whereas a
stable amide bond (N-palm) seemed to induce the formation of
micelles that travel via endoplasmic reticulum and complex with
MHC class | molecules. Last but not least, the spacer amino acid
composition between the peptide and the palmitic acid plays a
role in the processing of lipapeptides [44), and thus in its immu-
nogenicity [45].

In 1997, a human homologue of the Drosophila Toll protein
- now known as Toll-like receptor (TLR) 4 — was discovered and
its role in inducing innate responses including production of
inflammatory cytokines and expression of co-stimulatory mole-
cules was demonstrated [46]. TLRs are pattern recognition
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receptors (PRRs) that recognize pathogen-associated molecule
patterns (PAMPs) derived from bacteria, virus, fungus or para-
sites [47]. Ten human TLRs have been identified and TLR-
mediated stimulation leads to DC maturation, antigen presen-
tation and cytokine secretion to induce HTL differentiation and
CTL activation [48). In 2001, Hertz and co-workers demonstrated
that bacterial lipopeptides like PsCSSK, stimulated DC matura-
tion via TLR-2 [49]. Interestingly, more than 10 years ago, and in
contrast to monocholesterolated lipopeptides, monopalmitoy-
lated lipopeptides were also shown to stimulate DCs through
the TLR2 pathway, leading to a strong Th1-dependant protec-
tive immunity against HSV-1 infection [50]. Figure 1 summarizes
a global overview of lipopeptide immunogenicity (Figure 1a)
and lipopeptide processing and presentation pathways
(Figure 1b).

2.3. ANRS development of lipopeptides (animal models)

Soon after the 1989s publication of Deres and co-workers [25],
the French Research Agency ANRS (France Recherche
Nord&5Sud Sida-HIV hépatites) launched its strategy building
upon the efforts of immunologists, biologists and chemists to
produce an anti-HIV-1 lipopeptide vaccine. Since diacetylated
peptides were more prone to form aggregates and were thus
more difficult to purify, the focus was to develop single-tailed
HIV-1 lipopeptides.

The first prototype tested was a-aminohexadecanoic acid
(Hda) introduced at the C-terminal position of a 16 aa peptide
containing the HIV-1 Env 315-329 MHC class |-restricted T cell
immunodominant epitope and a second 34 aa peptide from
Env recognized by HIV-1 neutralizing antibodies. In contrast to
free peptides, i.p. injection of these lipopeptides induced
strong primary CTL responses in vivo as well as HTL activation
and antibody responses without adjuvant in  mice.
Furthermore, the high priming efficacy of the 34 aa lipopep-
tide suggested for the first time the possible advantage of
large peptides containing multiple T cell epitopes [51].

The same type of construct (Hda lipopeptides) was then
tested in the non-human primate (NHP) model [52], where a
poaol of seven SIV lipopeptides in IFA was injected s.c. to 12
macaques. A CTL response was found in seven animals and
persisted at least up to 10 month after the last immunization.
After i.v. infection with SIVmac251, the vaccine-induced CTL
respanses controlled SIV replication without fully eliminating
the virus [53].

At the same time, similar lipopeptide constructs with influ-
enza virus nucleoprotein (NP) were tested in mice [54]. Using i.
p. or s injections of lipopeptides without adjuvant, the
authors confirmed the results obtained by Deres et al. after i.
v. injection of NP 147-158 CTL epitope coupled to PsCSS, then
showed that HTL were required for efficient CTL induction. As
a proof of concept that CTL vaccine needs to contain many
CD8" and CD4" T cell epitopes in order to protect individuals
irrespectively of their MHC class | and class Il haplotypes, they
designed and tested a 41 aa lipopeptide containing three
colinear influenza CTL epitopes, each restricted to a different
MHC class | haplotype. A CTL response was elicited to all three
epitopes of this chimeric multirestricted construct, validating

226



Annexe 1

Downloaded by [Mathieu SURENAUD] at 10:12 27 November 2017

958 (@ M. SURENAUD ET AL.

—
"
=
Bl anizoty
class switchifg -
P
-

Aetivation

|g(n

COBO (v _
T

MHE Classi

Granzyme

Figure 1. (a) Global overview of lipopeptide immunogenicity. Lipopeptides injected as vaccines can directly activate B cells to produce antibodies (1). They can
also drive DC phenotypic maturation through a TLR-2-dependent pathway (2}, demonstrated by MHC class | and class I| molecules and CD80 and CD86 costimulatory
molecules expression and induce T-cell activation as described in [50]. Lipopeptides enter into APCs, particularly in DCs (3) to be processed and presented through
MHC class | and class Il molecules (4) and activate CD8* and CD4* T cells, respectively. {b) Lipopeptide processing and presentation. Lipopeptides can be
intemalized by cells via an energy-independent process (1a) as described in [42] or by energy-dependent endocytose (1h) as described in [38]. After endocytose,
lipopeptides can be found in early endosomes and like [ipopeptides internalized via endocytose-independent pathway, then can reach the cytosol (2a and 2b) to be
degraded by the proteasome, transported to endoplasmic reticulum via TAP and associated with MHC class | molecules to be exported via Golgi compartment (3a)
to the cell surface {4a). Some lipopeptides can leave early endosomes to reach endoplasmic reticulum in @ TAP-independent manner (2c) and/or accumulate in Golgi
apparatus (3b) as described in [44]. Another possible route for lipopeptide processing is to follow the endosomal pathway and so to be degraded in late endosomes,
associated with MHC class |l molecules (3¢), and then exported at the cell surface {4b) as described in [43]. But lipopeptides can also leave |ate endosome, reach the
cytosol to be processed by TPPII (2d) and generate some particular CD8* T cell epitopes as demonstrated in [40]. A lot of factors can influence the processing and
presentation of lipopeptides like the nature of amino acid constituting the peptide sequence, the length of the peptide sequence, the nature of the coupled lipid,
the site of attachment of the lipid {(N-terminal or C-terminal), the nature of the bond between lipid chain and peptide, the presence of a spacer sequence and the
formation of lipopeptide micelles.

APC: antigen presenting cell; DC: dendritic cell; MHC: major histocompatibility complex; TLR-2: Toll-like receptor 2; TCR: T-cell receptor; TAP: transporter associated with antigen processing;

TPPII: tripeptidyl peptidase II.

this approach for developing a synthetic lipopeptide vaccine
for human use.

In the context of vaccination strategy, development of
lipopeptides containing Hda would be difficult due to the
presence of an uncontrolled asymmetric a-carbon [55]. Based
on the assumption that P;CSS-derived peptides possessed
membrane anchoring functionality and considering the sim-
plicity, solubility, low-cost and minimal toxicity of lipopeptide
constructs, two new compound adducts with a lysine acylated
by a palmitoyl- or a cholesterol-derived tail, were selected and
compared to Hda and P3CSS for in vivo induction of CTL [56].
For this study, mice were immunized s.c. with different HIV-1
Env lipopeptides and a single modification by a lipidic amino
acid resulted in the ability to induce a relevant CTL response
without adjuvant. Since no clear difference was observed
between the different lipopeptides, the palmitoyl-lysine con-
struct was selected, mostly in view of a simpler synthesis and
purification process.

Then, the previous seven lipopeptides injected in maca-
ques were modified at their C-termini with a palmitoyl-lysine
lipid moiety [57]. Two animals received three s.c. injections of
the lipopeptide mixture (500 pg of each) in IFA and were
challenged six month later by i.v. injection of an SIV isolate.
CTL responses from the two vaccinated macaques were direc-
ted against the same, single immunodominant Nef 128-137
epitope. However, 5 months after SIV infection, peripheral

blood mononuclear cells (PBMC) from both macaques lost
their ability to be stimulated by autologous SIV-infected cells
but retained their capacity to generate cytotoxic responses
after specific Nef 128-137 peptide stimulation. These data
suggested that CTL pressure led to the selection of viral
variants and to the emergence of escape mutants supporting
the notion that immunization should elicit broad CTL
responses to be efficient.

The same lipopeptides were then co-administrated in eight
macaques receiving three s.c. and intramuscular (i.m.) vaccine
injections with a lipopeptide formulation containing a tetanus
toxoid (TT 830-843) CD4™ T cell promiscuous human epitope
[58] in order to stimulate potential CD4* T cell help [59].
Multispecific CTL activity was detected only in animals having
an IFNy CD4* T cell response directed to the TT epitope,
suggesting that a T helper (Th)1 response elicited optimal
differentiation of CTL responses. Fifteen days after i.v. chal-
lenge with SIVmac251, high levels of plasma viral RNA were
observed in all vaccinated animals. However, three months
after challenge, plasma RNA and proviral DNA in PBMC
became undetectable in the animal having the most diverse
CTL responses, i.e. recagnizing 5 Nef and 1 Gag epitopes. The
absence of CTL responses 12 months post-challenge in this
animal suggested that vaccine-induced CTL could exert a
selection of few-replicative and non-pathogenic viral variant
following SIV infection [60].
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In 2015, the LIPO-5 vaccine, composed of HIV-1 Nef 66-97,
Nef 116-145, Gag 17-35, Gag 253-284, and Pol 325-355
peptidic sequences linked at the C-terminal to a monopalmitic
acid via a lysine was developed for human clinical trials [61],
and first used to immunize macaques in combination with a
recombinant modified vaccinia Ankara (rMVA)-HIV containing
Gag, Nef and Pol protein sequences encompassing all the
LIPO-5 peptides [62]. Different prime-boost strategies were
tested and the results suggested that a LIPO-5 im. prime
followed by a rMVA-HIV s.c. boost was the most effective
combination to induce IFNy and IL-2 HIV-1-specific T cell
responses. Interestingly, multiple LIPO-5 injections also
induced HIV-1-specific antibodies that may be exploited in
future combined vaccines to promate humoral responses.

2.4. Selection of HIV-1 epitopes for human lipopeptide
vaccines

In the late 1980s, HIV-1-specific CTL directed to Env, Pol, Gag or
Nef proteins were described in HIV-1-infected individuals [63-
65). Moreover, in 1989, it was demonstrated for the first time that
there was a physical association between MHC class | molecules
and antigenic peptides [66]. These abservations form the basis of
the lipopeptide-based vaccine strategy developed by ANRS.
Indeed, research teams participating in an ANRS-supported net-
work described the use of binding/competition of peptides with
human leukocyte antigen (HLA) molecules in order to map the
polyepitapic domains of numerous HIV-1 proteins able to con-
stitute the best immunogens [67-69]. The immunogenic char-
acter of these peptide fragments was verified by the induction of
a CTL response. Several domains containing numerous multi-
restricted CD8* T cell epitopes recognized by seropositive donors
with a CTL response against Nef protein were identified in the
central region of the Nef protein [70]. Analysis of the variability of
these Nef epitopes in patients revealed that selection pressure
may resulted in mutations in certain epitopes leading to a
marked reduction in CTL activity. In fact, some of these mutations
at major anchor positions prevented HLA/peptide binding, and
conseguently impaired recognition of the HLA-peptide complex
by the T cell receptor, and thus could facilitate virus persistence
[71]. In a vaccine strategy based on immunogenic peptides
inducing a polyclonal CTL response, this study indicated that it
was nhecessary to design large peptide fragments containing
‘clusters’ of epitopes which correspond to several haplotypes.
To further mitigate the risk of failure, it was necessary to select
immunogenic epitopes in the most conserved regions of HIV-1.
The peptide selection criteria were notably a strong affinity for
class | molecules, the capacity to form a stable complex with
these molecules, and the ability to induce CTL cytolytic activity.
Similar work was then performed to map HIV-1 CD4* T cell
epitopes that bind to MHC class Il molecules. Thus, regions
containing ‘clusters’ of CD8* and CD4" T cell epitopes for differ-
ent haplotypes, identified by research teams of the ANRS-sup-
ported network [67-73] or by others [74-78] were selected. After
selection of the peptidic sequences included in the lipopeptide
vaccines sponsored by the ANRS, several studies described HIV-1
CD4" [79-83] and CD8" [84-86] immunadominant and con-
served T cell epitopes that were totally or in part included in
these lipopeptide vaccine candidates, highlighting the potential
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importance of these sequences for an effective HIV-1 vaccine.
Figures 2 and 3 represent CD8" and CD4" T cell epitope maps
covering the LIPC-5 sequences embodied in the latest anti-HIV-1
lipopeptide vaccine candidate developed by the ANRS [61]. Even
though the peptidic sequences included in the lipopeptide vac-
cine candidates developed by the ANRS were selected from HIV-
1 clade B (LAl subtype), the major circulating clade in Europe and
North America, immunodominant regions from the Nef protein
were shown to be cross-clade conserved and recognized by HIV-
1 CRFO2_AG-infected Ivorian [87].

2.5. Lipopeptide vaccination against HIV-1 with
monopalmitoylated constructs

Mono- and di-palmitoylated lipopeptides vaccine candidates
have been developed for a large panel of human diseases
other than AIDS, eg. malaria, melanoma, Herpes Simplex
Virus, and Human Papilloma Virus (HPV) for Palm-Lys formula-
tion [88-92]; Hepatitis B Virus and Human Cytomegalo Virus
for Pam,Lys formulation [93,94]; Hepatitis C Virus, HPV and
Influenza for Pam,Cys formulation [95-97]. Now, we will focus
on the clinical development of monopalmitoylated lipopep-
tide vaccine against HIV-1.

The ANRS vaccine strategy based on lipopeptides was eval-
uated in humans in several phase | and Il clinical trials (Tables
1 and 2). In some of them, lipopeptides were combined with
viral recombinant vectors, or more recently with DNA plasmid
vectors into which genes coding for different HIV-1 protein
sequences were inserted.

2.5.1. Lipopeptide formulations evaluated in healthy
volunteers

LIPO-6 consisted of a mixture of six peptide sequences derived
from HIV-1 LAl (Nef 66-97, Nef 117-147, Nef 182-205, Gag
183-214, Gag 253-284, Env 303-335) modified at the
C-terminal position by the addition of a palmitoyl-lysylamide
group [98]. This lipopeptide vaccine was tested in the ANRS
VACO4 trial, the first phase | anti-HIV-1 prophylactic clinical trial
using lipopeptides in humans and sponsored by the ANRS
[99,100]. The various doses of each lipopeptide injected with
or without Q521 adjuvant at week 0, 4, and 12 were well
tolerated and the volunteers received a fourth (booster) injec-
tion at week 48 [101]. After three immunizations, anti-HIV-1-
specific 19G (ELISA on sera), CD4* (proliferation assay on fresh
PBMC), and CD8" (IFNy ELISpot after a one-step stimulation to
amplify specific cells) T cells were detected in 89%, 79%, and
71% of vaccinated subjects, respectively. Gag 253-284 peptide
was found to be extremely immunogenic and was recognized
by all vaccinated subjects. The booster injection at week 48
increased the breadth of CD8" T cell response. Moreover, it
seemed that the fourth injection increased avidity of the TCR
leading to the recognition of mutated peptide by cross-reac-
tion, suggesting a possible protection mechanism for popula-
tions exposed to different HIV-1 variants. Globaly, the majority
or responders induced and maintained multiepitopic B and T
cell responses, which were still detectable 2 years after the first
immunization in more than half of the vaccinees. A Q521
positive effect was observed on the sustained B cell and
CD4* T cell responses at week 104. LIPO-6 was also shown
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to induce HLA-DR-restricted Nef-specific IL-2/IFNy-secreting
CD4™ T cells in some volunteers who received a fifth injection
of the same vaccine (ANRS VACO9bis) [102]. In another praphy-
lactic trial (ANRS VAC09), LIPO-6 was injected as a booster
immunization in 23 healthy volonteers who had previously
received recombinant canarypox viruses (ALVAC) expressing
the HIV-1 proteins Env (gp120), Gag, Protease and some CTL
domains of Pol and Nef proteins (ANRS VAC03 and ANRS
VACO7 trials). After 3-5 injections of vCP205 or vCP300
ALVAC, a booster effect of the lipopeptides was observed.
Even if the lipopeptide-based vaccine was developed to
induce CTL responses, B cell responses were observed against
different peptidic sequences included in the LIPO-6 [99]. In
view of these promising results, the ANRS decided to pursue
phase | and Il vaccine trials in healthy volunteers using lipo-
peptides. However, since no antibady response was observed
against Nef 182-205 and Gag 183-214 peptides, these
sequences were eliminated for the next lipopeptide
constructs.

LIPO-4, a new formulation of lipopeptide was then devel-
oped. This vaccine was composed of Gag 77-85, Pol-RT
342-354, Pol 476-484, and Nef 62-82 peptidic sequences
from HIV-1 LAl. Each peptide was colinearly associated with
the HTL epitope TT 830-843 which was linked at the
N-terminus to a monopalmitic acid via a lysine [103]. This
lipopeptide vaccine was tested in two prophylactic clinical
trials in humans (ANRS VAC12 and ANRS VAC16). In the ANRS
VAC16 trial, LIPO-4 was injected in 68 healthy volunteers at
week 0, 4 and 12 either by the i.m. (500 ug of each lipopep-
tide) or intradermal (i.d.) route (100 pg of each lipopeptide).
No severe, serious or life-threatening adverse events were
observed. Local pain was significantly more frequent after i.
m. injection but local inflammatory reactions were more fre-
quent after i.d. immunization. At week 24, there was a trend to
higher CD8" T cell (31% vs 21%) and lower CD4" T cell (48% vs
71%) responses after i.d. compared to im. immunization,
respectively [103]. After long-term follow-up (W48) a striking
change in the specificity of the CD8" T cell responses was
observed in both arms in comparison to week 24, highlighting
the importance of long-term immunomonitoring for assess-
ment of all memory cells induced after vaccination [104].
Globally, this study demonstrated that 500 pg of LIPO-4 admi-
nistrated by i.m. route and 100 pg of the same vaccine
injected i.d. were similar in terms of immunogenicity for the
induction and maintenance of CD8" T cell responses. The
lowest id. dose induced and maintained CD4* T cell
responses, but to a lesser degree than the highest dose
injected by the i.m. route.

To date, the most studied lipopeptide formulation devel-
oped by the ANRS is LIPO-5. This vaccine candidate is com-
posed of HIV-1 LAl Nef 66-97, Nef 116-145, Gag 17-35, Gag
253-284, and Pol 325-355 peptidic sequences linked at the
C-terminus to a monopalmitic acid via a lysine [61]. This
lipopeptide mixture was tested in different prophylactic HIV-
1 vaccine trials either alone or in combination with viral
recombinant or DNA plasmid vectors. In the ANRS VACI0 and
ANRS VACT7 trials, LIPO-5 was injected alone or co-admini-
strated either with the tetanus toxoid lipopeptide TT
830-846 sequence containing a promiscuous HTL epitope

(LIPO-6T), or with a recombinant canarypox expressing the
HIV-1 MN strain protein gp120 associated with HIV-1 LAl strain
proteins gp41, Gag, Pol and a polypeptide containing several
CTL epitopes from Nef and Pol proteins (ALVAC vCP1452). In
view of the results (unpublished), the ANRS decided to start a
phase Il trial using LIPO-5 injected alone in healthy volunteers
in France (ANRS VAC18) and collaborated with the HIV vaccine
trial network (HVTN) in the USA for a phase I/l trial involving
vCP1452 and LIPO-5 in a prime-boost study design (HVTN042/
ANRS VAC19). The HVINO42/ANRS VAC19 protocol was to
immunize 174 volunteers 4 times with either vCP1452 alone,
LIPO-5 alone, or 2 primes of vCP1452 followed by 2 boosts of
LIPO-5 at different doses. However, vaccinations were halted
due to safety concerns raised by one case of myelitis possibly
related to LIPO-5 vaccine. A rigorous clinical evaluation did not
reveal an alternative etiology for the myelitis. Prior to the trial
suspension, 174 (100%), 168 (97%), 142 (82%), and 73 (42%) of
the subjects received injections at months @, 1, 3, and 6,
respectively. Nonetheless, antibody (p24 and gp120 HIV-1
proteins ELISA on sera) and CD8" T cell (ex vivo IFNy ELISpot
on PBMC) responses were evaluated two weeks after the last
injection. ALVAC-HIV (vCP1452) was shown to elicit modest
levels of anti-HIV-1 antibodies which did not increase after
administration of LIPO-5. Moreover, there was no evidence
that vaccine regimens induced positive ex vive IFNy ELISpot
responses [105]. These negative results were not confirmed by
the ANRS VAC18, where three different doses (500, 150, and
50 pg of each lipopeptide) of the LIPO-5 vaccine or placebo
injected 4 times (weeks 0, 4, 12, and 24) intramuscularly to 132
healthy volunteers. LIPO-5 was well tolerated with local reac-
tions that were dose-dependent, but no difference in systemic
reactions appeared bhetween groups. Importantly, no grade 4
systemic event was seen in any of the groups. After 2 immu-
nizations (week 6), more than 60% of the vaccinated subjects
developed CD8" T cell responses detected by a cultured IFNy
ELISpot assay [61]. Interestingly, this one step stimulation
ELISpot technique is known to preferentially detect memory
T cells correlated with protection against malaria [106]. These
respaonses in the ANRS VAC18 trial were still present for about
50% of the vaccinated subjects six month after the last vacci-
nation (week 48). Globally, 32% of the LIPO-5 recipients devel-
oped responses to at least two of the five HIV-1 regions
included in the vaccine. Concerning the CD4" T cell responses,
they were detected in about 30% of the vaccinees after 3
immunizations (week 14), but were detected in only 15% of
vaccinees at week 48. The Gag 253-284 region was the most
immunogenic but all five peptide sequences were able to
induce CD8* and CD4* T cell responses. The three doses of
LIPO-5 tested in this study showed the same efficiency for
inducing CD4"* and CD8" T cell responses and globally equiva-
lent specificities were recognized by stimulated T cells.
Moreover, Th1 (IFNy, TNFa) and Th2 (IL-5, IL-13) cytokine
responses were observed in cultured multiplex assays and
canonical pathway analyses indicated a role of interferon sig-
naling genes in response to LIPO-5 after transcriptomic ana-
lyses [107]. Together with the absence of significant responses
in ex vivo assays, these findings suggested that vaccination by
LIPO-5 induced memory precursors, but not effector cells,
capable of expanding under antigenic stimulation.The latest
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prophylactic clinical trial using LIPO-5 was ANRS VRIOT. This
phase I/ll clinical trial compared four different prime-boost
combinations: 2 x MVA HIV-B/2 x LIPO-5, 2 x LIPO-5/2 x MVA
HIV-B, 3 x GTU- multiHIV B/2 x LIPO-5, 3 x GTU- multiHIV B/2 x
MVA-B [108]. MVA HIV-B contained Gag, Pol and Nef protein
sequences from HIV-1 LAl (clade B), especially covering those
included in LIPO-5 [109]. GTU- multiHIV B is a DNA vaccine
composed of fused HIV-1 HAN2 (clade B} coding sequences of
Rev, Nef, and Tat (RNT), Gag p17 and p24, and 11 17-45 aa
long CTL epitope-rich clusters from the Pol and Env polypep-
tides [110]. All vaccines were injected i.m. to 92 healthy volun-
teers. This trial ended in November 2016 and the first data will
be presented at the |AS meeting in 2017 [111].

2.5.2. Lipopeptide formulations evaluated in HiV-infected
patients

The first HIV-1 therapeutic trial was performed by Letvin's
group in 2000 using lipopeptides in 6 HIV-1 seropositive
patients with CD4* lymphocytes counts >500/pl of blood with-
out any previous antiviral therapy [112]. This lipopeptide vac-
cine consisted of HIV-1 Gag 253-284 sequence linked to a
P3CSK, lipid moiety and was administred 3 times (weeks 0,
28, and 56) by the s.c. route at a dose of 350 ug. After
vaccinations, PBMCs from two of the four HLA-selected sub-
jects who received the experimental immunogen showed a
transient increase in Gag peptide-specific bulk CTL activity.
However, no consistent decrease in plasma HIV-1 RNA levels
was noted in any of the subjects.

LIPO-6 was also used as an HIV-1 therapeutic candidate
vaccine in the LIPTHERA trial. This trial evaluated lipopeptide
immunogenicity in 24 HIV-1-infected patients on highly active
antiretroviral therapy (HAART) and examined if lipopeptide
immunization could permit long-term structured treatment
interruption (STI). The vaccination schedule consisted of 3
immunizations (weeks 0, 3, and 6) with 500 pg of each lipo-
peptide. First, this study showed that lipopeptide vaccination
of HAART-treated patients could induce new CD4* and CD8* T
cell responses not detected before immunizations [113]. Some
of the new CD8" T cell responses were also observed in
vaccinated healthy individuals and suggested that T cell epi-
topes induced by LIPO-6 vaccination could be different from
those observed in HIV-1-infected individuals. This might have
important implications for HIV-1 immunotherapy. Second, this
study demonstrated that a significant percentage (38%) of
chronically HIV-1 infected patients could remain off HAART
for a long period (from week 24 to week 96} after the LIPO-6
vaccination [114].

LIPO-6T was used as an HIV-1 therapeutic candidate vaccine
in two different clinical trials. ANRS 093 was a randomized
multicentric trial where four i.m. injections (weeks 0, 4, 8, 12)
of LIPO-6T associated with ALVAC-HIV vCP1433 (containing
the same HIV-1 inserts as vCP1452 used in the ANRS VAC10
trial) followed by three s.c. IL-2 cycles (five days each) were
given to 33 HIV-infected patients on HAART to examine if
lipopeptide immunization permits long-term STI. Patients
who received the vaccine (Vac-IL-2 vaccine) or placebo
stopped antiviral drugs at week 40. A stable HIV-1 p24 antigen
proliferative response was found in 47% of the Vac-IL-2 group
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compared with 24% in the placebo group. Moreover, after
lipopeptide vaccination, 58% of the Vac-IL-2 group exhibited
a multiepitopic  HIV-1-specific CD4* T cell proliferative
response compared with 25% of the controls. The breadth
and the magnitude of HIV-1-specific IFNy-producing CD8" T
cells improved in the Vac-IL-2 group. After stopping antiviral
drugs, 24% of the Vac-IL-2 group lowered their viral set point
(defined as the percentage of individuals who maintained
plasma HIV RNA below 10,000 copies/ml) compared with 5%
in the placebo group. Logistic regression analysis demaon-
strated that vaccine-elicited immunological responses were
predictive of virological control [115]. In a long-term follow-
up that extended from week 52 to week 100, the median
cumulative time off-treatment was greater in the Vac-IL-2
group (177 days) than in the control group (89 days). Median
viremia at 4 weeks following the first, second and third STl was
higher in controls (4.81, 444, 4.53 logyo copies/ml) compared
to vaccinated patients (4.48, 4.00, 3.66 log,; copies/ml). Finally,
HIV-1-specific CD4* and CD8* T cell responses strongly corre-
lated with the reduction of antiviral therapy duration [116].
These findings provided evidence that Vac-IL-2 therapeutic
vaccine significantly impacts upon HIV-1 replication. ANRS
095 used the same vaccine design as ANRS 093 trial (Vac-IL-
2) but all patients included in this study were treated with
HAART during primary HIV-1 infection, and an additional
group of subjects received only five cycles of subcutaneous
IL-2 (at weeks 0, 8, 16, 24, and 32). The same STl as ANRS 093
were realized but the results were divergent. Indeed, HIV-1-
specific CD4* T cell responses did not change in immunized
patients relative to controls, and vaccination had only a tran-
sient effect on IFNy-producing CD8" T cell responses. Viral
rebound after treatment interruption was similar in immu-
nized patients and controls. The cumulative time off treatment
did not differ between groups and represented almost half the
total follow-up period from week 40 to week 100. This study
concluded that STI was safe in patients treated early after
primary HIV-1 infection and that immunization with LIPO-6T
and interleukin-2 appeared to have no supplementary benefit
for these patients [117]. A higher proportion of sustained anti-
p24 antigen responses was observed after immune interven-
tion in Vac-IL-2 than in control group in ANRS-093 patients
treated during chronic infection (p = 0.049). The same trend
was also observed with ANRS-095 patients treated in acute
infection but did not reach statistical significance (p = 0.06),
probably due to a limited number of patients. Indeed, 33
patients were incuded in Vac-IL-2 group for ANRS-093 trial
while only 12 patients were included for this group in ANRS-
095 trial. In contrast to ANRS-093, no difference was observed
in term of virological success or time to virological failure
between control and Vac-IL-2 groups in ANRS-095 trial. In
fact, these two parameters were higher in controls from
ANRS-095 than ANRS-093 patients. This could be explained
by a lower HIV-1 reservoir (as measured by HIV DNA) in
ANRS-095 than ANRS-093 patients. Moreover, it is known
that early initiation of HAART preserve B and T cell functions
[118,119]. Thus we can speculate that the better immunologi-
cal status of ANRS-095 patients could have masked the mod-
erate effect of the vaccine.
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LIPO-5 was recently used in ANRS 149/VRIO2/LIGHT, a phase
Il HIV-1 therapeutic clinical trial where 105 HIV-1-infected
patients under HAART were vaccinated using GTU-MultiHIV-
B/LIPO-5 as a prime/boost vaccine strategy. After 3 i.m. DNA
immunizations (weeks 0, 4, 12), patients received two im.
LIPO-5 boosts (weeks 20 and 24) and antiretroviral treatment
was stopped between week 36 and 48. The vaccine was well-
tolerated. Immunogenicity and virologic efficacy analyses are
currently under way.

2.6. Other HIV-1 peptide-based vaccine appoaches

Lipopeptides are not the only approach for peptide-based
vaccines against HIV. Indeed, other groups have developped
adjuvanted peptidic formulations. A multicenter phase Il pep-
tide-based therapeutic vaccine trial for HIV-1 (Vacc-4x) using
four Gag p24 peptides modified by aminoacid substitution to
improve antigen processing and presentation on diverse HLAs
was conducted between 2008 and 2010 [120]. This vaccine
was injected i.d. (1.2 mg) and adjuvanted with granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF). The propor-
tion of patients resuming cART before the end of the study
and change in (D4 counts during antiretroviral treatment
interruption (ATI) showed no benefit of vaccination.
However, Vacc-4x was immunogenic and seemed to contri-
bute to a viral load setpoint reduction after ATI. Interestingly,
two of the four peptides used in this vaccine candidate corre-
spond to the Gag 253-284 sequence included in the LIPO-5
vaccine. Another common adjuvant used with peptidic formu-
lations is the Montanide ISA-51 composed of light mineral ail
and surfactant and designed to form water-in-oil emulsion.
This adjuvant was used with HIV-v, a mixture of four multi-
epitope polypeptides in a phase Ib HIV therapeutic vaccine
trial [121]. Vaccine sequences were coming from HIV Vpr, Vif,
Rev and Nef proteins. Even if this adjuvanted vaccine injected
s.c. had no effect on CD4 counts, it elicited IgG responses in up
to 75% of participants and the high adjuvanted dose (0.5 mg)
elicited cellular responses in 45% of the patients. Moreover, in
these B and T cell responding subjects, viral loads were
reduced by over 1 log compared to placebo and non-respon-
ders. Interestingly, a part of the Nef sequence included in this
vaccine can also be found in LIPO-5. Another promising HIV-
1 T-cell vaccine is called HIVconsv and was derived from the
14 most conserved regions of the HIV-1 proteome. It was
evaluated in NHPs and humans using different vaccine mod-
alities. Administration of conserved immunogen vaccines in
human volunteers by a potent simian adenovirus prime-MYA
boost regimens induced robust CD8" T cell responses capable
of broad HIV-1 inhibition in vitro [122]. After s.c. injection of
the 46 synthetic long peptide vaccine modality (0.3 mg each
adjuvanted by topical imiguimod and montanide ISA-51 emul-
sification) into six anatomically separate sites in macaques,
induction of both T cells and antibodies to conserved region
of HIV-1 was observed [123]. Last but not least, other groups
are working on « signal » sequences able to increase epitope
processing and presentation to CD8* and CD4" T lymphocytes
for T cell based vaccines. In mouse model, Reguzova and
colleagues showed that adding N-terminal ubiquitin to DNA

polyepitope immunogen to target proteasome improved
immunogenicity of the construct [124].

2.7. From vaccination with lipopeptide constructs to
dendritic-based vaccines

Anather approach for therapeutic vaccination explored during
the last few years is the administration of autologous mono-
cyte-derived DCs (Mo-DCs) loaded ex vivo with a variety of
inactivated pathogens and tumor antigens. This vaccine strat-
egy, that relies on the key property of DCs to be the most
effective APCs and coordinators of the immune response [1],
has been shown to induce a potent protective immunity in
experimental murine models as well as in cancer patients [125]
and is actually tested by different groups in HIV-infected
patients [126]. After demonstrating that monocytes isolated
from HIV-1-infected patients, when differentiated into DCs
(Mo-DCs) using GM-CSF and IFNa and pulsed with HIV-1 pep-
tides were potent inducers of HIV-1-specific CD8* T cells in
vitro [127], a HIV-1 lipopeptide antigen-pulsed therapeutic DC
vaccine was developed with ANRS support [128]. Thanks to
collaboration between the Baylor Institute for Immunclogy
Research (BIIR), the ANRS and the Vaccine Research Institute
(VRI), this ex vivo DC vaccine was then tested in humans.

ANRS/VRI DALIA 1 was a phase | HIV-1 therapeutic trial
realized in 19 HIV-1 infected patients on HAART. Participants
received four s.c. injections in three separate injection sites in
the upper and lower extremities at week 0, 4, 8, and 12. The
vaccine consisted of patient-derived GM-CSF and [FNa
matured Mo-DCs pulsed with LIPO-5 and then activated in
vitro by LPS [128]. Vaccination increased: (i) the breadth of
the immune response from 1 to 4 peptide-pool responses/
patient; (i} the frequency of functional T cells (producing at
least two cytokines among IFNy, TNFa, and IL-2} from 0.026%
to 0.32% and from 0.26% to 0.35% for CD4* and CD8™ T cells,
respectively; and (i) the breadth of cytokines secreted by
PBMCs upon antigen exposure, including IL-2, IFNy, IL-21, IL-
17, and IL-13. Following ATI, 50% of patients experienced a
maximum of viral load (VL) 1 log, lower than the other 50%.
An inverse correlation was found between the maximum of VL
and the frequency of polyfunctional CD4" T cells, production
of IL-2, IFNy, IL-21, and IL-13. These results suggest an associa-
tion between vaccine responses and improved control of viral
replication [129]. Moreover, it was recently shown that this
therapeutic vaccination skewed the HIV-1-specific response
from regulatory to effector T cell phenotype that impacted
on the magnitude of viral replication following ATl [130].
Taken together, these results underscored the role of ex vivo
DC pulsed with LIPC-5 in therapeutic vaccination for improv-
ing immune status against HIV-1 by eliciting broad polyfunc-
tional T cell responses.

Last but not least, DC manipulation can be achieved
directly in vivo. Indeed, antigens can be targeted efficiently
and specifically to DCs using monoclonal antibodies directed
against cell-surface receptors [131]. The Inserm/VRI has
patented compositions, methods for the expression, secretion
and use of novel recombinant humanized antibodies against a
panel of human DC receptors: DCIR, LOX-1, Langerin and CD40
fused to either the same HIV-1 peptides as in LIPO-5, but

235



Annexe 1

Downloaded by [Mathieu SURENAUD] at 10:12 27 November 2017

without the lipid tail (HIV5pep), or Env gp140 for therapeutic
and prophylactic vaccines, respectively. Results obtained in
vitro and in NHPs showed that anti-DCIR, anti-LOX-1 and
anti-CD40 vaccines induced strong cellular and humoral
responses when administered with adjuvant (Poly ICLC or
GLA) to naive macaques or animals primed with ANRS-MVA-
HIV-B or poxvirus (NYVAC) [132-135]. The therapeutic anti-
CDA0HIV5pep [136] and prophylactic anti-CDA0Env gp140
vaccine candidates coadministrated with poly ICLC were
selected for clinical development in phase I/Il clinical trials
and these anti-CD40 constructs are actually in the GMP-pro-
duction phase.

3. Conclusion

In the view of the importance of CTL in controlling viral
infections, peptide-based vaccines were developed in the
late 1980s. The poor immunogenicity of these initial prepara-
tions was improved after the identification and the synthesis
of the factors responsible for the efficiency of Freund's adju-
vants. Bacterial lipopeptides (Pams;Cys and PamyCys) were
shown to act as potent adjuvants thanks to their ability to
activate TRL-2 on APCs. Thus, various different types of lipo-
peptides have been and are still developed and used as
vaccine candidate against different human pathogens and
cancers. Interestingly, the addition of a simple lipid moiety
like palmitic acid to peptides was also shown to activate DCs
TLR-2 and to induce Th1-dependent immunity. This monopal-
mitoylated approach has unique advantages in terms of sim-
plicity of production and therefore on purity and cost
Moreover, it avoids the use of toxic adjuvants. This approach,
particularly developed as an HIV-1 vaccine candidate, allows
tailoring and selecting immunogens that could provide an
advantage in terms of specificity of the elicited immune
responses. More recently, the experience in HIV-1 lipopeptide
vaccine development made possible the use of LIPO-5 as a
part of an ex vivo DC-based vaccine and HIV5pep to target DC
in vivo for future anti-HIV vaccine trials in humans.

To the exception of the recent RV144 trial, which elicited a
modest level (31.2%) of protection against infection [137], no
candidate has shown efficacy in preventing HIV-1 infection in
humans. So despite three decades effort of scientific commu-
nity on preventive and therapeutic vaccines/immunactherapy
against HIV, no effective one is so far available. A few CTL-
based vaccines have already been tested in efficacy phase llb/
Il trials in humans and failed (STEP, Phambili and HVIN 505).
The failure of the Phase Ilb clinical trial (known as STEP trial) of
the Merck Adena5 vaccine candidate has questioned the valid-
ity of the T cell vaccine strategy. This test-of-concept study
evaluated a strategy comprising three injections of MRKAdS
HIV-1 Gag/Pol/Nef vaccine. Despite a rate of 41% CD4™ T cell
responders (identified by intracellular cytokine staining) and
77% CD8" T cell responsers (identified by ex wvivo IFNy
ELISpot) this vaccine showed no protection against HIV-1 acqui-
sition [138]. There are however major substantial differences
between the Merck and the other vaccine platforms under
advanced clinical development: (1) the Merck vaccine did not
have the DNA priming component (homologous prime/boost),
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(2) it did not include envelope, and (3) the heterologous (DNA/
Ad5 or DNA/NYVAC) and not the homalogous (Ad5) prime/
boost regimens were associated with better attenuation of
viral load in monkeys challenged with the highly pathogenic
SIVmac239. However, the HVTN 505 regimen (DNA/rAd5 vac-
cine administered in circumdcised, Ad5-seronegative men and
transgender women who have sex with men) that responds to
these pitfalls was associated with the same disappointing lack
of efficacy. Indeed, the vaccine showed no significant effect on
HIV-1 infection even though it was immunogenic: among 40
vaccine recipients who remained HIV-1 uninfected, 100% gen-
erated 1gG-binding antibodies to the vaccine strain envelopes,
and 62% and 64% generated HIV-specific CD4* and CD8" T cell
responses, respectively [139]. The choice of Env as part of a T
cell vaccine has been often challenged as anti-Env CD8" T cells
were not associated with viral control. However recent data
seem to show a strong inverse correlation between Env-specific
CD8" immune response magnitude and HIV-1 infection risk
when comparing HIV-infected and non-infected vaccinees in
HVTN 505 trial [139]. In this study HIV-1 acquisition was also
negatively correlated with the polyfunctionnality of these Env
CD8* T cell responses. Therefore, beside new non classical T cell
based vaccines [140], there is still a place for other T cell
approaches. Clinical trials have shown that immune responses
induced by HIV-1 lipopeptides are probably too weak to go en
with these vaccines as a unique strategy. However, results from
the DALIA-1 trial provided evidences that peptide-based vac-
cines still have a place among therapeutic HIV-1 vaccine
strategies.

4, Expert commentary

An important point for developing vaccines to be used in
humans is the safety of the product. In a meta-analysis cover-
ing more than 200 vaccinated subjects, lipopeptides devel-
oped by the ANRS have been shown to be safe and well
tolerated both in healthy volunteers and HIV-infected patients
[141]. These lipopeptide formulations inoculated intramuscu-
larly or intradermaly were shown to be immunogenic. As
sexual intercourse is the most common risk factor for HIV-1
transmission, and the genital and rectal mucosae are major
HIV-1 entry sites, it should be interesting to test mucosal
vaccination with HIV-1 lipopeptides. In the past, the ANRS
VAC14 study showed that a mucosal HIV-1 vaccine (recombi-
nant gp160MN/LAI-2) could be well tolerated when admini-
strated by nasal or vaginal routes [142]. Moreover,
lipopeptides delivered intranasally were shown to be immu-
nogenic in mice for CMV [143] and Influenza [144] models.
Indeed, a move to mucosal application of lipopeptide vaccines
rather than use of standard parental injections would be
advantageous from logistical, economic, and safety stand-
points [145]. Moreover, in the case of HIV-1, a vaccine able
to establish immunity at mucosal sites could prevent the
dissemination and replication of the virus. Recently, a prime/
boost vaccine targeting the genital tract, using a lipopeptide
construct containing three palmitic acids as priming and a
recombinant Adenovirus 5 vaccine for boosting, induced
potent and long-lasting CD8* T cell protective immunity
against genital herpes infection and disease in mice [146].
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Since the polyfunctionality of memory CD8* T cells elicited by
lipopeptide vaccines developed by the ANRS seemed to be
improved [147] and considering the last generation of lipo-
peptide constructs, new formulations, like promising branched
lipopeptides, could be tested as HIV-1 vaccine candidates
[148]. Another way to improve vaccine immunogenicity is to
target DCs directly. For this purpose, the VRI has developed
two new vaccine concept platforms based on the manipula-
tion of DCs either ex vivo (DALIA platform) or in vive (CD40
antibody platform). In fact, there is a general consensus in the
field for changing the paradigm of immune interventions in
HIV-1 and the need of: (i) innovative strategies switching the
empirical conceptual approach for vaccine development to
strategies based on the best knowledge in basic sciences; (ii)
innovation in vaccine production; and (iii) strategies combin-
ing vaccines and immune interventions. Based on data gener-
ated in preclinical models or in phase | trials, (i} DC-based
vaccines should generate strong and broad T cell responses
against HIV-1, (i} the future combination with IL-7 cytokine as
an HIV-1 mobilizer from hidden HIV-1 reservoirs and as vaccine
adjuvant should improve vaccine-elicited immune responses
and/or mobilize the HIV-1 reservoir, and (iii) the use of broad
neutralizing antibodies (bNabs} should potentiate the impact
of co-administered vaccines through a direct antiviral potency
and a ‘vaccine like effect’. We think that innovation in clinical
trial design [108] will allow acceleration of development of
best-in-class strategies and we surmise here that analysis,
integration and mathematical modeling of the generated
(big) data may help in understanding the mechanism of action
of the vaccines ('vaccine signatures’) and correlates of protec-
tion, but also in predicting the response to new vaccine
strategies.

5. Five-year view

The quest for efficacious HIV-1 vaccines will certainly be esca-
lating in the next few years. LIPO-5 was actually tested in one
prophylactic (ANRS/VRIO1) and one therapeutic (ANRS 149/
VRIOZ2/LIGHT) HIV-1 vaccine clinical trial. Analyses of these
two studies are ongoing and the future of the lipopeptide
strategy launched by the ANRS in early 1990s will largely
depend on the success of these two trials. If the prophylactic
study confirms the pre-clinical results observed in macaques,
LIPO-5 could be used as a prime for future prime/boost vac-
cines involving rMVA or other recombinant viral vectors, thus
avoiding the anti-vector responses observed after several
injections. LIPO-5 could be used also in combination with
vaccine candidates aiming to elicit B cell responses against
Env. After the transfer of the promising DALIA vaccine tech-
nology from BIIR (USA) to the VRI (France), a second therapeu-
tic DALIA trial will start in 2017 using Mo-DCs pulsed ex vivo
with LIPO-5 and activated by LPS, but with the addition of co-
administered of IL-7. Combination of DALIA vaccine with pas-
sive immunization using bNAbs is also being planned.
Considering in vive DC targeting, the prophylactic anti-CD40.
Env gp140 and the therapeutic anti-CD40.HIV5pep co-admini-
strated with poly ICLC will soon be tested for the first time in
humans. A prime-boost combination of anti-CD40.HIV5pep

and ANRS-MVA-HIV-B vector should also be lauched by the
VRI within the next 5 years.

Key issues

e Simple lipopeptide constructs do not need the use of adju-
vant to induce CTL in vivo

¢ Monopalmitoylated lipopeptide immunogenicity relies on

the covalent association between the peptide and the

lipid moiety

Monopalmitoylated lipopeptides stimulate DCs through the

TLR2 pathway, leading to a strong Th1 response

CTL lipopeptide vaccines need to contain several CD8* and

CDA" T cell epitopes from the most conserved regions of

HIV-1 in order to protect individuals irrespective of their

MHC class | and MHC class Il haplotypes and to avoid the

risk of failure through HIV-1 escape mutants

Lipopeptide vaccines based on clade B HIV-1 can induce

cross-clade CD8" T cell responses

Even if HIV-1 lipopeptide-based vaccines were developed to

induce CTL responses, antibodies directed to the vaccine

inserts can be elicited

® LIPO-5 induces memory precursors and can be used as a

prime for prophylactic HIV-1 vaccines

Therapeutic HIV-1 vaccines using lipopeptides induce new T

cell responses that are predictive of viralogical control in

HIV-1-seropositive patients

Monocytes isolated from HIV-1-infected patients, differen-

tiated into DCs using GM-CSF and IFNa and pulsed with

LIPO-5 (DALIA ex vive DC-based vaccine) were potent indu-

cers of HIV-1-specific CD8* and CD4* T cell responses

® LIPO-5 sequences were selected as an antigen of choice
(HIV5pep) to target DCs in vivo for future anti-HIV vaccine
trials in humans using DC-targeting technology

-
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Abstract

Background: The Luminex bead-based multiplex assay is useful for guantifying immune mediators such as
cytokines and chemokines. Cross-comparisons of reagents for this technique from different suppliers have already
been performed using serum or plasma but rarely with supernatants collected from antigen-stimulated peripheral
blood meononuclear cells (PBMC). Here, we first describe an optimization protocol for cell culture including quantity
of cells and culture duration to obtain reproducible cytokine and chernokine guantifications. Then, we compared
three different Luminex kit suppliers.

Results: Intraclass correlation coefficients (ICCs) for a 2-days stimulation protocol were >0.8 for IFNy and Perforin.
The specific concentration was maximal after two or five days of stimulation, depending on the analyte, using 0.5
million PBMC per well, a cell quantity that gave the same level of specific cytokine secretion as 1.0 million. In the
second part of the study, Luminex kits from Millipore showed a better working range than Bio-Rad and Ozyme
ones. For tuberculin purified protein derivative (PPD)-stimulated samples, the overall mean pooled coefficients of
variation (CVs} for all donors and all cytokines was 17.2 % for Bio-Rad, 19.4 9 for Millipare and 26.7 % for Ozyme.
Although the different kits gave cytokine concentrations that were generally compatible, there were discrepancies
for particular cytokines. Finally, evaluation of precision and reproducibility of a 15-plex Millipore kit using a
“home-made” internal control showed a mean intra-assay CV <13 % and an inter-assay CV <18 % for each
cytokine concentration.

Conclusions: A protocol with a single round of stimulation but with two time points gave the best results for
assaying different cytokines. Millipore kits appear to be slightly more sensitive than those from Bio-Rad and
Ozyme. However, we conclude that the panel of analytes that need to be guantified should be the main
determinant of kit selection. Using an internal control we demonstrated that a 15-plex magnetic Milliplex kit
displayed good precision and reproducibility. Our findings should help optimize assays for evaluating immune
responses during the course of disease or infection, or in response to vaccine or therapy.
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Background

Cytokines and chemeckines are soluble molecules playing
key roles in the innate and adaptive immune responses.
Quantifying these immune mediators has become increas-
ingly important to obtain better descriptions of immune re-
sponses during the course of disease or infections, or to a
vaccine, therapy and interventicn; such detailed descrip-
tions allow the identification of correlates of cure or protec-
tion. Various methods can be used to measure cytokines
and chemokines, and enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) is still the most extensively employed [1]. This
monoplex antibody-based immuncassay has been used for
more than fifty years but can be laborious, sample consum-
ing and expensive when studying profiles of large numbers
of cytokines and chemokines. Therefore, a number of
new technologies allewing simultaneous quantitative
measurements of multiple cytokines and chemokines in
small sample velumes have recently been developed.
These multiplex immunoassay systems can be divided
into two classes: planar assays and suspension micre-
sphere assays [2]. The Multi-array Meso Scale Discov-
ery (MSD) electro-chemiluminescence detection system
(planar immunoassay) and Luminex xMAP technology
(microsphere immunoassay) are considered to be the
two most suitable platforms for biomarker analysis or
quantification [3-5].

The growing use of Luminex technology has led to dif-
ferent kits being made available by several companies,
and we decided to work with this multiplex platform.
The Luminex system allows the analysis of up to 100
analytes in a single well. Relatively small volumes (25—
50 pl) of serum, plasma, cther body fluids, or cell culture
supernatant can be assayed for cytokines and chemeo-
kines. Extensive data have been published validating the
Luminex platform for detection of multiple analytes, by
comparing this technique with ELISA [6-12]. Cross-
comparisons between reagent suppliers showed variabil-
ity in absolute cytokine concentration results in serum
or plasma [13-15]. Moreover, a study comparing Luminex
kits from three different companies, including World
Health Organization (WHO) cytokine standards in
addition to the standards provided with each kit, revealed
striking differences in results for cytokine concentrations
in serum [16].

There have been few studies comparing different
Luminex kits using supernatants from antigen-stimulated
cell culture, an approach used in vaccine research. One
study compared Luminex kits from three different sup-
pliers for the determination of cytckine levels in whole
blood culture supernatant [17], and two studies compared
cytokine and chemokine levels in supernatants from anti-
gen specific-stimulated peripheral blood menonuclear cells
(PBMC) as tested with different commercial Luminex kits
[18, 19]. These studies revealed differences of performance

Page 2 of 13

(accuracy, recovery, reproducibility) between the suppliers
tested. Defawe and colleagues published a study on
optimization and validation of a Luminex protocol to
assess cytokine and chemokine production by vaccine-
specific cells to allow better characterization of immune
responses [20]. However, the optimization of the “cell cul-
ture step” described in their work could be improved. The
aim of the present study was to optimize a cell culture
protocol (including quantity of cells, culture duration, and
positive control) to obtain reproducible cytokine and
chemokine quantifications by Luminex technology in
antigen-stimulated PBMC supernatants; the second aim
was then to compare the performances of different
Luminex kits.

Results

Reproducibility of the Luminex assay

We first performed an intra-laboratory reproducibility
study with a multiplex assay developed and shared by
the Baylor Institute for Immunology Research (BIIR)
and using polystyrene beads (Table 1}. PBMC from six
Human Immunodeficiency virus (HIV)-infected patients
(CD4 count > 500 mm3, viral load <50 copies/ml) were
cultured without stimulation or with: (i) LIPO-5 HIV-1
vaccine [21], (i) a mix of five long HIV-1 peptides (LP
mix), (iii) a 15-mers HIV-1 peptide pool and (iv)
Staphylococcal Enterotoxin B (SEB) as a positive control.
Three independent cultures were performed: 1 million
PBMC/well were cultured in triplicate for 2 and 11 days,
and assayed for IFNy, perforin, IL-5 and IL-17. In the
11 day-cultures (two-step stimulation protocol), high
concentrations and large variations were observed for all
cytokines with SEB and peptide stimulations (Additional
file 1: Figure S1). For example, LP mix induced from
4,810 to 357,392 pg/ml for IFNy with PBMC from pa-
tient A and from 16 to 5421 pg/ml for perforin with
PBMC from patient B. By centrast, a short stimulation
period without re-stimulation could lead to more repro-
ducible results (Additional file 2: Figure S2). At day 2,
SEB strongly stimulated the PBMC, and IL-17 (the lower
secreted cytokine) measurement seemed to be the most
variable (24 to 66 pg/ml for patient A and 43 te 135 pg/
ml for patient B). HIV-specific stimulation induced very
low concentrations of IL-5 and IL-17, but the LP mix re-
sulted, in samples from patient A, in an IFNy concentration
from 2,932 to 12,091 pg/ml and a Perforin concentration of
3,403 to 4,511 pg/ml. As expected, intraclass correlation
coefficients (ICCs) for HIV-stimulated samples for the
11-day stimulations were low (Table 2) whereas good
ICCs (>0.8) were observed with the 2-day cultures for
IENY (using either FI or concentrations) and Perforin
(using concentration in range only). We excluded extrapo-
lated concentraticn values, ie., below or above the limits
of quantification (LOQ) and cerresponding fluorescent
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Table 2 Intraclass carrelation coefficients (ICCs) acrass HIV-stimulated samples

Cytokine FlI Conc® (pg/mi) Conc in range {pg/mil)

Culture duration  Samples {n)  Total meas. {(n) ICC  Samples (0}  Total meas. {n)  ICC  Samples {n)  Total meas. (n)  ICC
IFNy 1d 16 114 69 16 107 A1 16 81 .51
Perforin 11d 16 9 £6 16 71 17 16 61 72
IL-5 11d 16 114 36 6 106 25 16 99 23
IL-17 11d 16 114 02 16 69 02 16 28 19
IFNYy 2d 17 135 93 17 129 88 17 122 81
Perforin 2d 17 m 16 17 97 NA 17 95 88
IL-5 2d 17 135 58 17 9 55 17 26 53
IL-17 2d 17 135 43 17 37 29 1 1

ICCs were caleulated across 9 replicate cultures. The combination ‘donor x stimulation” was treated as one sample. d day, Conc concentration, meds measurement.

ICCs > 0.8 are indicated in bold
finduding extrapolated values, NA: G matrix ‘not positive definite’

intensity (FI). Nevertheless, even excluding extrapolated
values, ICCs were not in all cases acceptable. For IL-5, the
agreement was too low (ICC < 0.6).

Kinetics of cytokine production

We performed kinetic studies over 7 days with samples
from two healthy donors to determine optimal culture
duration for quantification of weakly secreted cytokines
in stimulated-PBMC supernatants. First, we found that
the culture duration (without rIL-2 supplemented medium)
should not be longer than 6 days to maintain cell via-
bility above 70 % using non-stimulated or tuberculin
purified protein derivative (PPD)-stimulated PBMC
(Additional file 3).

T cell subsets can be characterized according to their
cytokine secretion profile. We focused on four cytokines:
the T-helper (Th)1 cytokines IFNy and IL-2, the Th2 cyto-
kine IL-5, and the Th17 cytokine IL-17. The optimal cul-
ture duration was defined as that giving the highest
specific concentration (ie. the largest positive difference
between stimulated and non-stimulated cells). The specific
concentration of IL-2 was maximal after two days of
stimulation whereas the specific concentration peaks for
IFNy, IL-5 and IL-17 were on day 5 (Fig. 1). These find-
ings suggested that different time points (here day 2 and
day 5) are required for eptimal quantifications of different
cytokines in supernatants from antigen-stimulated PBMC.

Number of stimulated PBMC

The quantity of PBMC available in clinical trials and the
numbers of specific cells are often small, so we com-
pared the use of 0.5 and 1.0 million cells per well: PBMC
from two healthy donors were stimulated with PPD and
assayed for the same four cytokines at their optimal time
point (Fig. 2). The concentration of IL-2 was slightly
lower after the stimulation of 0.5 million of PBMC per
well than 1.0 million of PBMC/well (29 vs. 49 pg/ml)
without any difference in the background (4 pg/ml). The

concentration of IFNy was also slightly lower with 0.5
million than 1.0 million stimulated PBMCs (942 vs.
1,596 pg/ml), but a similar relative difference was ob-
served for the background (49 vs.112 pg/ml). There
was no significant difference in IL-5 concentrations be-
tween the two densities of PBMC. The concentration of
IL-17 following PPD stimulation was similar at the two
densities of PBMC but the background was significantly
lower at 0.5 million PBMCs per well (3 vs. 17 pg/ml).
Thus, the stimulation of PBMC at 0.5 and 1.0 million
per well resulted in relatively similar levels of specific
cytokine secretion (i.e. background subtracted).

Comparison of three commercial Luminex kits
Next, we compared Luminex kits supplied by different
manufacturers (Millipore, Ozyme and Bio-Rad). We first
analysed mean % CV from standard and samples coming
from polystyrene bead based 10-plex and magnetic bead
based 15-plex kits and found that they were lower with
magnetic beads (3.1 and 15.5, respectively) compared to
polystyrene enes (5.3 and 25.1, respectively), thus confirm-
ing the better precision of magnetic kits as previously de-
scribed [19]. In the next experiments, only Luminex kits
using magnetic beads were selected and analytes were
quantified at their optimal time point previously defined.
‘We first compared vendoer-reported (theoretical) work-
ing range (lower limit of quantification (LLOQ) and upper
limit of quantification (ULOQ)) and experimental working
range for each kit. The working range was defined as that
for which the observed cencentration was between 70 %
and 130 % of expected concentration using the five par-
ameter log-logistic (5PL) standard curve. The 16 cytokines
commen to the three kits were studied and the results are
summarized in Table 3. A sensitivity lower than that re-
ported by the vendor was cbserved for some analytes for
all kits. The LLOQ was particularly discordant with
Ozyme and Bic-Rad kits for GM-CSF and especially with
the Bio-Rad kit for IL-12p40 (302.6 pg/ml instead of
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15.5 pg/ml, a three dilution difference). Ozyme and Bio-
Rad kits also showed a narrower standard spectrum than
expected: the observed ULOQ diverged by one or two di-
lutions from the theoretical value for many cytokines.
Overall, we obtained a better working range with Millipore
than Ozyme and Bio-Rad kits.

We then used intra-assay coefficients of variation (CVs)
to compare the precision of the three kits with standards
and samples. All kits performed well for standard intra-
assay precision: the mean of standard intra-plate CVs
for the 16 common cytokines was below 8 % for all kits
(Additional file 4: Figure $3). As this work was initially
performed to select the best Luminex kit for a TB/HIV
study, PBMC from two healthy donors, one HIV-1-
positive patient and one tuberculosis (TB)-positive patient
were cultured in triplicate for 2 and 5 days without anti-
gen (NS) or with PPD, early secreted antigenic target
6 kDa protein (ESAT-6) or SEB. The supernatant of each
culture well was considered to be one sample for Luminex
analysis. Not all the cytokines were included in the final
analysis because their values were above the ULOQ
(MCP-1, MIP-1a, MIP-1f and IL-6) or below the LLOQ
(IL-12p40). Eleven common cytokines were thus analyzed:
IP-10, IL-10, IL-1B and IL-2 after 2-day culture and IL-5,

GM-CSF, IFNy, IL-17A, IL-13, IL-22, and TNFa after
5-day culture. CVs of three culture replicates for these
11 cytokines were plotted against the mean concentration
for NS, PPD, SEB and ESAT-6 stimulations. A charac-
teristic non-linear relationship was observed for all kits
(Additional file 5: Figure S4): the CV rose substantially
as the mean value approached zero.

Figure 3 shows %CVs obtained for each kit according
to culture conditions — NS, PPD- and SEB-stimulated
PBMC — highlighting the generally accepted 25 % cutoff
value for biomarker assay precision [22]. For SEB stimu-
lations, the overall mean pooled CV for all donors and
all cytokines (calculated from triplicates per cytokine
and per patient) was between 1 and 18 %. For PPD stim-
ulations, the values were 17.2 % for Bio-Rad, 19.4 % for
Millipore and 26.7 % for Ozyme; only the IL-5 CV was
above the 25 % threshold with the Bio-Rad kit in con-
trast to Millipore and Ozyme kits which showed CV
>25 % for IL-5, IL-13 and IL-17A. Applying a 30 % CV
threshold like the study by Defawe and colleagues [20],
the Millipore kit gave acceptable %CVs for IL-13. The
mean pooled CV was even higher for NS samples:
234 % for Ozyme, 25.8 % for Bio-Rad and 29.5 % for
Millipore.
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Next, we analyzed cytokine concentrations in the
supernatant from TB-infected stimulated PBMC. The
kits yielded different cytokine concentrations with qual-
ity control samples (QCs) from Millipore and these ex-
periments also revealed some cross-reactivities for the
Ozyme kit: it detected IL-22 at a high concentration in
the Millipore QCs which do not contain this cytokine
(Additional file 6). Although the kits gave results that
were generally compatible, there were discrepancies be-
tween them for particular cytokines (Fig. 4a). Another
approach to measuring cytokine production is the use of
a stimulation index (SI), calculated as a ratio between
mean antigen-stimulated PBMC concentration and mean
non-stimulated PBMC concentration. Like Defawe and
colleagues [20], we used a SI threshold of 3 for positivity
and observed that the kits tested gave divergent results for
IL-1p (Fig. 4b). Although no discrepancy between the kits
for positive or negative SI1 was observed for the other cyto-
kines, some Sls differed by 10 to 100 between kits. Thus,
our study showed variability in the measurement of cyto-
kine production (cither with absolute concentration or SI)
in supernatants from antigen-stimulated PBMC with
luminex kits coming from different manufacturers.

Internal QC for Luminex study

For the last experiment, we used the Millipore kit be-
cause: 1) its working range and sensitivity were better
than the twe other kits tested, 2) %CVs were as good as
the other kits, 3) no cross-reactivity was observed, 4) it
was the only kit with QCs provided, and 5) it contains
most analytes that we were interested in,

A “home-made” internal control (culture supernatant
from SEB-stimulated PBMC) was used in addition to
the two Millipore QCs (high and low concentration) to
evaluate intra- and inter-assay precision and thus to
check the reproducibility of the assay. This internal
control was used to determine variations observed for a
control sample prepared and stored under the same
conditions as our study samples, Intra- and inter-assay
%CVs for the internal control assayed in duplicate are
reported in Fig. 5 and Table 4, respectively, for 13 of
the 15 cytokines (IL-23 and IL-1f %CVs were not cal-
culated for the internal control due to concentration
values < LLOQ  and > ULOQ), respectively). Low  intra-
assay variability was observed both with the internal
control and Millipore QCs. Mean CVs for each cytokine
were <13 % for the “home-made” internal control (Fig. 5)
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Table 3 Working range and sensitivities
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Analyte Ozyme Millipore Bio-rad

theoretical experimental theoretical experimental theoretical experimental

LLOQ ULoQ LLOQ ULoQ LLOQ ULoQ LLOQ ULoQ LLOQ ULoQ LLOQ ULOGQ
IL-17A 292 47900 290 121247 960 30000 191 29561 1.78 29157 173 24822
IP-10 135 22100 1.10 5328° 1.60 5000 7.75% 4999 350 57400 312 52465
MCP-1 295 48400 260 12076° 1.60 5000 8297 5034 152 24920 164 24492
MIP-1a 052 8550 052 534° 1.60 5000 8.33° 5455 1.20 19707 1.21 38307
MIP-1B 656 107500 24587 108640 1.60 5000 742° 4979 085 13960 1.03 10114
GM-CSF 429 70300 59.10P 70495 50.00 130000 10.00 117900 1.24 20314 1627° 20993
IFNy 020 3200 020 2323 800 25000 1.81 24966 213 34920 7.50° 34918
IL-10 034 5550 027 5424 240 7500 040 7502 1.59 26094 156 65517
IL-13 289 47400 268 48745 640 20000 1.37 20019 240 39338 243 90657
IL-22 1347 220700 1356 13752° 24.00 75000 466 75275 419 68313 422 170877
IL-1B 071 11700 071 10791 4.80 15000 1.00 15029 1.90 31130 191 6893%
IL-2 040 6550 125% 7119 960 30000 1.92 30166 0.84 13690 309° 14356
IL-5 084 13800 328° 16674 560 17500 1.20 17052 234 38356 235 2392°
IL-6 092 15000 083 14549 3.20 10000 0.53 10233 1.54 25160 156 23428
TNFa 205 33600 187 2099® 3.20 10000 068 9999 6.54 107172 678 265077
IL-12p40 334 54700 328 3002 320 10000 1546° 9965 472 77320 302607 77346

Differences between theoretical and experimental limits of quantifications (LOQs) expressed in pg/ml are highlighted with  ®, and © for 1-dilution, 2-dilution and

3-dilution differences from theoretical LOQ, respectively

and <7 % for Millipore QCs (Additional file 7). Only two
of the 169 calculated intra-assay CVs for the internal
control were abeve the 25 % threshold. The inter-assay
variability was also low. The CV was <18 % for each
cytokine concentration in the internal control (Table 4),
and <14 % in the Millipore QCs (Additicnal file 7).
Thus, the Millipere Milliplex kits demonstrated a good
precision and reproducibility in our hands.

Discussion
The Luminex platform is widely used to study immune
responses but only few studies evaluated its reproducibility

and/or compared kits from different suppliers using super-
natants from stimulated PBMC [18-20]. This work was
designed to evaluate reproducibility of cytokine quantifica-
tion by Luminex assay in supernatants from antigen-
stimulated PBMC and to improve this quantification by
optimizaticn of the culture protocol and eventually the
choice a particular commercial kit. We used cryopreserved
PBMC because such samples are typical of those used in
clinical trials. Moreover, it has been shown that using vali-
dated standard operating procedures (SOPs) for isclation,
cryopreservation and thawing of PBMC, CD4" and CD8"
cells maintain full functionality in cytokine enzyme-linked
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Fig. 3 Intra-assay precision of samples. %CV of the concentrations {mean C¥s for four donors calculated using triplicate cultures for each
cytokine) as determined with Luminex magnetic kits from Ozyme, Millipore, and Bio-Rad for the 11 common analyzed cytokines. Left panel:
Nen-stimulated PBMC; middle panel: PPD-stimulated PBMC; right panel: SEB-stimulated PBMC. Mean CVs calculated for all donors and all
cytokines are represented by red lines
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Fig. 5 Intra-assay variability of intemal control. %6CV concentration for
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9%CV's are represented by red lines. IL-23 and IL-1B %CVs were not

calculated due to concentration values < LLOQ and > ULOQ, respectively

immunospet (ELISpet) assays [23]. We first tested two dif-
ferent stimulation protocols: a two-round stimulation (i.e.
cytokine measurement on day 11, after a first stimulation
on day 0 and a re-stimulation on day 9) in the presence of
1IL-2 supplemented medium, and a one-round stimulation
for 1 to 7 days without 1IL-2 supplemented medium. The
two-round stimulation protocel induced a lot of variabil-
ity. However, this type of protocol could be valuable to in-
vestigate “on/off” signals if no precise quantification of
secreted cytokines is required. We also observed some
variability, although to a lesser extent, with the 48 h stimu-
lation protocol. Like ELISpot assay, the observed variabil-
ity with the Luminex assay, which is inherent to cell
culture, probably resulted in part from variations in count-
ing and pipetting, and low antigen-specific cell frequency
[24]. One way to minimize this variability is to perform
multi-well stimulations and to peol supernatants before
assaying them by the Luminex platform.

Another facter to take into consideration for cytokine
quantifications in stimulated-PBMC supernatants is the
cell viability. Defawe et al. claimed that a high cell viabil-

ity limited the potential effect of dead cells on cytokine
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Table 4 Inter-assay variability of internal cantral

Plates IL-17F GM-CSF IFNy IL-10 CCL2O/MIP3a IL-13 IL-17A IL-22 IL-9 IL-2 IL-5 IL-27 TNFa

1 2091.2 74232 5300.1 814 95236 22483 74.0 454 2256 898 1919 8089 34245
2 20593 6734.8 68338 820 9009.3 25371 909 650 2569 1070 224.2 10816 41267
3 1963.3 6811.0 51447 747 57064 22683 822 46.3 216.1 909 214.7 7864 357186
4 22153 83264 53487 784 82411 24120 831 538 2311 104.7 205.1 13083 39534
5 19981 67359 55064 611 83117 20846 721 48.5 1959 89.2 1729 10268 33851
6 22385 7407.3 6040.5 85.1 61137 22599 89.1 61.5 2633 842 2183 10936 43022
7 24737 87880 5809.2 713 82116 25600 883 470 2788 985 2436 11023 41284
8 24251 74404 51808 316 101477 24295 847 508 2544 1059 214.3 1190.2 43101
9 1945.9 67196 45458 684 89017 23848 824 533 198.0 958 2212 11757 42410
10 21658 78176 70627 835 10767.6 27298 87.8 503 2964 1103 2412 10705 52851
1 21854 6660.9 49077 68.6 8756.7 23877 706 396 1801 919 170.5 914.5 3409.2
12 21514 72230 5796.1 65.0 84209 23046 711 426 224.8 868 195.3 10889 45154
13 22312 79647 53244 785 70289 26180 87.1 517 2378 1138 2302 12492 4951.5
faay 74 9.2 128 1.0 17.2 74 9.0 140 144 100 1.0 146 14.3

Mean concentration values of duplicate Internal Controls {pg/ml) and %CVs of mean concentration calculated using the 13 inter-plates internal control mean
concentration values for the selected 15-plex Millipore magnetic kit (see Material and Methods section for detailed analytes). IL-23 and IL-1p %CVs were not

caleulated due to concentration values < LLOQ and » ULQQ, respectively

content measured by Luminex [20]. However, we cb-
served that having cell viability above 80 % on the day of
stimulation (D0) was not sufficient to ensure low cell
mortality during the culture. Indeed, a dese of 100 ng/ml
SEB (10-fold lower than that used in the study by Defawe
and colleagues) killed near 50 % of PBMC after 5 days of
culture (data not shown}. Consequently, the antigen dose
needs to be adapted.

Qur results suggest that two different time-points are
required for optimal quantifications of different cyte-
kines (IFNy, IL-2, IL-5 and IL-17) in supernatants from
antigen-stimulated PBMC. This is consistent with pub-
lished results. Indeed, differences in the kinetics of IFNy
and IL-2 production have already been observed in
whole blood cell cultures [25]. The duration of in vitro
stimulation of PBMC with recall antigens determines the
subset distribution of IFNy-producing cells, and 4 or
5 days of stimulation are necessary to have a predominance
of IFNy-secreting T cells [26]. Lagrelius and colleagues re-
ported that 3 and 7 days are the mest suitable periods for
stimulation to measure various cytokine levels in whole
blood supernatant [27]. Furthermore, our results validating
the use of 0.5 million PBMC per well are in agreement with
those obtained by others with cytomegalovirus (CMV)
stimulation [20].

After setting up our protocol for cytokine measure-
ments in supernatants coming from antigen-stimulated
PBMC, we compared results obtained with Luminex
magnetic kits coming from three different manufacturers.
We observed a lower sensitivity than that reported by the
vendor for some analytes for all kits but overall, we ob-
tained a better working range with Millipore than Ozyme

and Bio-Rad kits. Also, Djoba Siawaya and colleagues re-
ported a comparison between commercial Luminex cyto-
kine kits using whole blood supernatant and concluded
that the LINCO (now Millipore) kit was the most sensitive
for measuring concentrations of numerous recombinant
cytokines in samples that had been spiked with serial
dilutions of the standards provided by the manufacturer
[17]. Consistent with our results, Belabani and colleagues
showed that a Bio-Rad magnetic Luminex kit was not as
sensitive as suggested by the manufacturer for some cyto-
kines [28]. In their condensed performance-validation
strategy for multiplex detection kits used in studies of
human clinical samples recently published, these authors
proposed a complete validation of Luminex assays.
Among the critical points, we would also recommend 1)
extending the standard curve to include lower values to
check the working range and true sensitivity; 2) including
LLOQs and ULOQs as validation samples to validate their
concentration; 3) excluding values below the LLOQ or
using specific statistical analyses that takes into account
left-censoring [29]; 4) diluting and reanalyzing all samples
with a concentration above the ULOQ; and 5) fixing the
thresholds of %CV and %Recovery at 25 % (30 % for
LLOQs) as acceptance criteria for samples, as defined by
Lee and colleagues [22].

We then compared the precision of the three kits with
standards and samples. It is important to note that we
used here triplicate cultures in our Luminex assays (and
not supernatant pooled from several culture wells) to es-
timate the variability cytokine assays results, and this
could explain at least in part the high variability ob-
served. As observed for ELISpot [23], but also tetramer
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assays and cytokine flow cytometry [24], the relationship
between CV and mean response level is not linear. The
stability of the CV is poor at very low mean values, and
antigen-specific assays are often used to analyze data in
a range where CV is non-linear. Consequently, Maecker
and colleagues suggested using Standard Deviation (SD),
which may be related linearly to the response mean, to
compare the precision of different assays [24]. However,
we did not find a clear linear correlation between SD
and mean concentration (Additional file 8), and there-
fore we used %CV to compare precision of the different
kits. Our results confirmed that the lower the secretion,
the higher the %CV and that IL-5, IL-13 and IL-17A
were difficult to quantify accurately even at the optimal
time point, whatever the kit used. Ancther group has
compared Luminex kits for the measurement of cyte-
kines in supernatants collected from antigen-stimulated
PBMC: they report good intra-plate but poor inter-plate
precision of the Bio-Rad 17-plex kit [18] and found that
the Millipore magnetic kit gave the most reproducible
results [19]. In cur hands, the good precision of Milli-
pore kits was confirmed, as mean % CV of standards
and samples from 2 different kits (10-plex versus 15-plex
magnetic beads based kits) were similar.

We also used a “home-made” internal control to
evaluate precision and reproducibility of Milliplex kits as
suggested by De Jager and colleagues in their work with
serum, plasma and whole blood culture supernatant to
define the prerequisites for cytokine measurements in
clinical trials with multiplex immunoassays [30]. We
showed that the Millipore Milliplex kits demonstrated a
good precision and reproducibility in our hands. Similarly,
in their study of optimization and qualification of a multi-
plex bead array to assess cytokine and chemckine produc-
tion by vaccine-specific cells, Defawe and colleagues found
CVs for the intra-assay and inter-day variability below
30 % for all but one analyte with a Millipore kit [20].

Our study showed variability in the measurement of
absolute cytokine concentration in supernatants from
antigen-stimulated PBMC with Luminex kits coming
from different manufacturers. A previcus study showing
that a Bio-Rad kit was more sensitive than an Invitrogen
kit revealed the potential for differences in absolute
cytokine concentration reported by these two kits [18].
Other studies also showed variability in the measurement
of absolute cytckine concentrations in serum or plasma
[13-16]. Possibly, the different capture and detection anti-
bodies are the major causes of the differences in perform-
ance of multiplex kits from different manufacturers as
well as the heterogeneity in analytes within each kit. Also,
differences between the purified recombinant proteins
used to generate the standard curves, and between assay
buffers supplied by the manufacturers are likely to con-
tribute to the divergent results, as well as cross-reactivities

Page 10 of 13

observed with the Ozyme kit. Thus, the main criterion to
select a manufacturer should be the availability of the
panel of analytes that needs to be quantified and mixing
data coming from different kits for analyses should be
banned.

To determine positivity of samples, Defawe and col-
leagues used an empirical method based on their ex-
perience using the assay and they aimed to control the
false positive rate below 3 % [20]. The first criterion
was “minimum analyte concentration over background”
determined for each analyte and the second criterion
was “minimum fold increase over background concentra-
tion”. The minimum fold increase over background con-
centraticn criterion was set as three-fold for all analytes.
We used the same second criterion in this study to cal-
culate the SI, but the definiticn used for the first criter-
ion is debatable because there is no consensus formula
to determine the minimum analyte concentration over
background.

Conclusions

Here, we demonstrate that a protocol with a single round
of stimulation but with twe time points (day-2 and day-5)
gave the optimal quantifications for different cytokines
using 0.5 million PBMC per well, a cell quantity that gave
the same level of specific cytokine secretion as 1.0 million.
Millipore kits appear to be slightly more sensitive than
those from Bio-Rad and Ozyme. However, we conclude
that the panel of analytes that need to be quantified should
be the main determinant of kit selection and that the same
kit must be used throughout any given study. We also
think that it is important to use the same batch number
throughout the study to allow results to be compared be-
tween plates. To ensure the validity of the results, we also
recommend the use of an internal contrel. Using this type
of sample, we demonstrated that a 15-plex magnetic Milli-
plex kit displayed good precision and reproducibility.
Moreover, our study suggests that particular attention
should be paid to cell viability during cell culture to ensure
that high cell mortality does not perturb the nature of cy-
tokines secreted. Finally, to limit the variability inherent to
cell culture, we suggest the use of supernatant pooled
from at least three culture replicates to avoid large varia-
tions in the cytokine concentrations observed. In view of
the cost of the technique and the good reproducibility of
the results obtained with Millipore QC and with our in-
ternal control (intra- and inter-plate %CVs), it is unclear
whether supernatant replicates are beneficial if standard
curves are performed in duplicate and are extended to
include lower levels so as to confirm the working range.
In summary, our findings should help optimize assays
for quantifying immune mediators during the course of
disease or infection, or in response to vaccine or therapy.
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Methods

Blood sample processing

Whole blood specimens were collected from two healthy
controls (from the Etablissement Francais dy Sang, Créteil,
France), seven HIV-seropositive patients (from the Mondor
Hospital cohort, Créteil, France) and one TB-infected
patient (from St-Louis Hospital, Paris, France).. PBMC
were isolated using LSM 1077 density gradient media
(PAA), washed with PBS without calcium or magnesium
(Life Technologies), frozen in fetal calf serum (FCS, PAA)
containing 10 % DMSO (Sigma) and stored in liquid nitro-
gen. For each experiment, about 12-18x10° PBMC (one
cryovial) were thawed in R-20 (RPMI 1640 + glutamax
containing 100 U/ml penicillin and 0.1 mg/ml strepto-
mycin (Life Technologies) and 20 % FCS) medium and
rested for 3 h at 37 °C, under 5 % CQO, in R-10HS
(RPMI 1640 + glutamax containing 100U/ml penicillin
and 0.1 mg/ml streptomycin and 10 % AB Human
serum (HS, PAA)) medium. A minimal cell viability of
75 % as measured with an Auto 2000 cellemeter (Nex-
celom) after resting was required for use.

PBMC stimulations

Two different protocols were used for PBMC stimulations.
For the first one (2-step stimulation), PBMC (1x10° were
stimulated for 2 days at 37 °C, under 5 % CO, in a final
volume of 300 ul R-10HS in 96 deep well plates (Greiner)
with (i) 2 pg/ml of LIPO-5 vaccine composed of the clade
B LAI HIV-1 Nef 6697, Nef 116-145, Gag 17-35, Gag
253-284 and Pol 325-355 regions, coupled to a lipid tail
[21]; (i) 2 pg/ml of a mix of five long HIV-1 peptides (LP
mix, NeoMPS) correspending te the sequences included
in the LIPO-5 vaccine without the lipid tail; (iii) 2 pg/ml
of a pool of 36 HIV-1 15-mer peptides (NeoMPS) overlap-
ping by 11 amino acids and spanning Nef, Gag and Pol se-
quences encoded by the LIPO-5 vaccine. Aliquots of
200 pl of supernatant were harvested on day 2, and 900 ul
of fresh R-10HS medium containing 100 IU/ml human
recombinant IL-2 (rIL-2, Miltenyi) was added. On days
4, 7 and 8, 500 pl of medium was replaced with fresh
R10-HS medium containing 100 IU/ml rIL-2. On day 9,
800 pl of supernatant was discarded, cells were transferred
in 96 V-bottom wells culture plates (Greiner), washed in
PBS, resuspended in R-10HS medium containing the same
concentrations of the corresponding antigens and incu-
bated for 2 days at 37 °C, under 5 % CO in a final volume
of 200 pul R-10HS. Positive and negative controls consisted
of PBMC cultured with 100 ng/ml of SEB (Sigma, only for
the two last days of stimulation) and PBMC cultured in R-
10HS alone (non-stimulated, NS), respectively. For the
second protocol of PBMC stimulation (1-step stimula-
tion), PBMC (0.5x10° or 1x10°) were stimulated for 1 to
7 days at 37 °C, under 5 % CQO, in a final volume of 300 pl
R-10HS in 96 deep well plates (Greiner) with: (i) 2 pg/ml
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of LIPO-5 vaccine [21]; (i) 2 pg/ml of LP mix (NeoMPS);
(i) 2 pg/ml of a pool of 36 HIV-1 15-mer peptides
(NeoMPS) overlapping by 11 amine acids; (iv) 1 pg/ml of
PPD (Statens Institute) and (v} 5 pg/ml of ESAT-6, a
Mycobacterium tuberculosis T-specific antigen (Statens In-
stitute). Positive and negative controls consisted of PBMC
cultured with 10 ng/ml of SEB (Sigma) and PBMC cul-
tured in R-10HS alone (non-stimulated, NS), respectively.
Supernatants were harvested at days 2/11 for the re-
stimulation (2-step) protocel and after various times of
culture for the 1-step protocol. They were then frozen
at -80 °C until assessment.

Cytokine and chemokine assays with Luminex kits

All Luminex kits used for this study are described in de-
tail in Table 1. Luminex reproducibility was evaluated
using a Luminex kit developed and shared by the Baylor
Institute for Immunology Research (BIIR, Dallas, TX,
USA). This kit contained polystyrene beads from BIIR
and Biolegend and standards from Biolegend. We used
three Milliplex MAP kits from Millipore to optimize our
stimulation protocol: a 11-plex human cytokine magnetic
bead panel kit (#SPR137), a 10-plex human cytokine panel
kit (#SPR171), and a 10-plex human Th17 magnetic bead
panel. We cempared the following commercial kits: one
16-plex magnetic Procarta Immunoassays kit (Affymetrix)
from Ozyme; one 15-plex Milliplex MAP human cytokine
magnetic bead panel kit (#SPR158) and one simplex
Milliplex MAP human cytokine/chemokine magnetic
bead panel, both from Millipore; one Bio-Plex Pro assays
magnetic kit and one Bio-Plex Pro human Th17 cytokine
assays kit, both frem Bie-Rad. A 15-plex Milliplex MAP
human Th17 magnetic bead panel (Millipore, Saint-
Quentin en Yvelines, France) was selected for the last part
of our study: precision was evaluated using intra- and
inter-variability with Millipore QCs and an internal con-
trol (pool of SEB-stimulated PBMC supernatants from the
two healthy donors). All samples were acquired on a
Bioplex-200 instrument (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette,
France). All experiments were performed by the same op-
erator according to the manufacturers’ instructions.

Statistical analysis

The concentration of each analyte was obtained by inter-
polating FI to a dilution standard curve over at least 7
dilution points supplied with the kit and calculated using
a 5PL curve by the Bio-Plex Manager 5.0 software (Bio-
Rad). ICCs were used to assess reproducibility. The 1CC
is a measure of reliability, assessing the proportion of
overall variability that is explained by the variability due
to differences between samples [31]. Generally, reliability
is considered to be good if the point estimate of the
intra-class correlation coefficients is at least >0.7, and
ideally > 0.8. ICCs were derived from linear mixed effects
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models with a random effect for the intercept. The ICC
was defined as the ratio of variance between superna-
tants to total variance. The assumption of Gaussian dis-
tributions of the residuals was verified. CVs (standard
deviation over mean) were used to assess precision. A SI
(calculated as a ratioc between stimulated-cell super-
natant concentration values and background concentra-
tion values) was used to reveal differences between the
kits. All graphs were prepared using Microsoft Excel and
GraphPad Prism. SAS (version 9.2, SAS Institute, Cary,
North Carolina, USA) and GraphPad Prism (version 6.0,
GraphPad Software, La Jolla, California, USA) were used

for statistical analyses.

Additional files

Additional file 1: Figure S1. Intra-laboratory reproducibility with 17-day
cultures. Results after 11-day cultures of PBMC from two representative
HIv-infected patients (A and B, CC4 count > 500 mm3, HIV-1 RNA < 50
coples/ml) stimulated with LIPO-5 vaccine, a mix of 5 long HIV-1 peptides
{LP mix), a pool of 15-mers HIV-1 peptides, or SEB as a positive control.
IFNy, IL-5, and IL-17 polystyrene beads fram Baylor Institute for Immunology
Research, Texas, USA and Perforin beads from Biolegend were used. Cultures
were performed an three different days {black, green, blue) in triplicate for
each day with 1.0 million PBMC per well. (PDF 110 kb)

Additional file 2: Figure S2. Intra-laboratory reproducibility with 2-day
cultures. Results after 2-day cultures of PBMC from two representative
HIV-infected patients (A and B, C04 count > 500 mm3, HA-T RNA <50
copies/ml) stimulated with LIPO-5 vaccine, a mix of 5 long HIV-1 peptides
{LP mix}, a pool of 15-mers HIV-1 peptides, or SEB as a positive control. [FNy,
IL-5, and IL-17 polystyrene beads from Baylor Institute for Immunology
Research, Texas, USA and Perforin beads from Biolegend were used. Cultures
were performed on three different days {(black, green, blue) in triplicate for
each day with 1.0 million PBMC per well. (PDF 110 kb)

Additional file 3: PBMC viability over 7 days of culture. PBMC Viability
{%) from one heatthy donor for two different experiments was
determined by Acridine Orange/Prapidium iodide {AOPI) staining with
Auto 2000 cellometer {Nexcelom) with NS-, PPD {1 pg/ml)-, or SEB {10 or
100 ng/ml)-stimulated PBMC for 1 to 7 days. (PDF 184 kb)

Additional file 4: Figure 53. Intra-assay precision of standards. %CVs
concentration calculated using standard duplicates from Luminex
magnetic kits from Ozyme, Millipore and Bio-Rad for the 16 cytokines
common to all three kits. Mean %CVs for all cytokines are represented
by red lines. (PDF 27 kb)

Additional file 5: Figure $4. Non-lirear relationship between %CV and
mean cytokine concentration. 36CVs concentration {mean CVs for four
different donors and four conditions [NS, PPD, SEB and ESAT-6 stimulations)
calculated using culture triplicates far each of the 11 cytokines analyzed) plot-
ted against corresponding mean concertrations for Ozyme, Millipore and Bio-
Rad kits. (PDF 98 kb)

Additional file 6: |L-22 cross-reactivity with Ozyme kit. IL-22 concentration
{pa/ml) determined with the three different kits in Millipore QC that do net
contain this cytokine. (PDF 6 kb)

Additional file 7: Intra- and inter-assay precision for Millipore QCs. %CV
concentration for each of the 13 plates calculated using Millipore QCs
{QC1 = high and QC2 =low) duplicates for the selected 15-plex Millipore
magnetic kit {see Material and Methods). IL-23 and IL-18 %Cvs were rot
calculated due to concentration values < LLOQ and > ULOQ, respectively.
Mean concentration values of Millipore QCs {QC1 =high and QCZ = low)
duplicates {pa/ml) and %CVs of mean concentration calculated using the
13 inter-plates mean concenitration values for the selected 15-plex Millipare
magnetic kit {see Material and Methods section for detailed analytes). IL-23
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and IL-1 %CVs were not calculated due to concentration values < LLOQ
and > ULOQ, respectively. (PDF 252 kb)

Additional file 8: Absence of linear correlation between SD and mean
concentration values. SD calculated using culture triplicates for NS, PPD-
and SEB-stimulated PBMC from TB-infected patient plotted against IFNy,
IL-5 and IL-17A corresponding mean concentration values for Ozyme,
Millipore and Bio-Rad kits. (PDF 14 kb)

Abbreviations

SPL: Five parameter log-logistic; CMV: Cytomegalovirus; CV: Coefficient of
variation; ELISA: Enzyme-linked immunasorbent assay; ELISpot: Enzyme-linked
immunospot, ESAT-6: Early secreted antigenic target 6 kDa protein;

Fl: Fluorescence intensity; HIV: Human immunodeficiency virus; ICC: Intraclass
correlation coefficient; LLOQ: Lower limit of quantification; LOQ: Limit of
quantification; LP: Long peptides; NS: Non-stimulated; PBMC: Peripheral
blood mononuclear cells; PPD: Tuberculin purified protein derivative;

QC: Quality control; SD: Standard deviation; SEB: Staphylococcal enterotoxin
B; SI: Stimulation index; TB: Tuberculosis; Th: T-helper; ULOQ: Upper limit of
quantification
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Résumé

Depuis les années 1990, '’ANRS (France Recherche Nord&Sud
Sida-HIV hépatites) a mis en place une stratégie de vaccination
anti-VIH-1 originale fondée sur [lutilisation de peptides
contenant des épitopes T couplés a une molécule lipidique et
capables d’induire des réponses poly-épitopiques. Ces
lipopeptides ont la particularité d’induire des réponses
cellulaires sans nécessiter d’adjuvant via I'activation du TLR2 par
I'acide palmitique composant la queue lipidique de ces
lipopeptides qui permet également la cross-présentation
d’épitopes T CD8" par les cellules dendritiques. Le candidat
vaccin LIPO-5, constitué de 5 longs peptides (Gag 17-35,
Gag 253-284, Nef 66-97, Nef 116-145, et Pol 325-355)
comportant différents épitopes T CD8" et CD4" du VIH-1 de sous-
type B couplés en position C-terminale a un acide
monopalmitique via une lysine, est utilisé chez I'homme depuis
bientdt 20 ans dans différents essais cliniques de phase | et Il.

Lors de cette these, nous nous sommes focalisés sur I’étude des
réponses T CD4" et CD8" induites par les vaccins lipopeptidiques
développés par I’ANRS et plus particulierement sur le candidat
vaccin LIPO-5, utilisé notamment dans les essais prophylactiques
ANRS VAC 18 et VRI 01, et les essais thérapeutiques ANRS LIGHT
et DALIA. Nous avons identifié et caractérisé les réponses T CD8"
et CD4" post-vaccinales lors de I'essai DALIA et comparé ces
réponses avec celles observées dans différents essais de
vaccination thérapeutique et prophylactique menés par I’ANRS,
utilisant des lipopeptides associés ou non a d’autres candidats
vaccin (ALVAC, MVA et ADN).

Nous avons ainsi pu montrer que I'immunodominance de ces
réponses n’était pas modifiée entre volontaires sains et patients
infectés par le VIH-1. De plus nous avons montré que I’utilisation
du candidat vaccin LIPO-5 en « prime » était particulierement
intéressante pour focaliser les réponses vaccinales sur les
régions conservées du VIH-1 intégrées dans ce vaccin, et que le
LIPO-5 chargé sur des cellules dendritiques induisait une
meilleure immunogénicité, confirmant l'intérét de ce vaccin
pour la stratégie de « DC targeting » ex vivo. Enfin, nous avons
également montré que la vaccination lipopeptidique permettait
I'induction spécifique d’IL-13 par les LT CD4" et que cette
réponse était associée a un faible rebond viral lors de la phase
d’interruption de traitement de I'essai ANRS DALIA.

Ces résultats sont importants dans la quéte de vaccins
prophylactiques et thérapeutiques efficaces contre le VIH-1.

Mots clés : VIH-1, vaccin, lipopeptide, épitope, LT CD4", LT CD8"

Abstract

Since the 90’s, the ANRS (France Recherche Nord&Sud Sida-HIV
hépatites) has been committed to an original program
combining basic science and clinical research developing an
epitope-based vaccine strategy to induce a multiepitopic cellular
response against HIV-1 using lipopeptide vaccines. These lipid-
conjugated peptides can induce cellular responses without
adjuvant, because the palmitic acid compound of the lipid tail,
which can also promote cross-presentation of CD8" T-cell
epitopes by dendritic cells, activates TLR2. LIPO-5 vaccine
candidate, composed of HIV-1 Gag 17-35 Gag 253-284,
Nef 66—97, Nef 116—-145, and Pol 325-355 peptidic sequences
containing different CD4" and CD8" T-cell epitopes from HIV-1
clade B linked to a monopalmitic acid via a lysine in C-terminus,
is used in humans for nearly 20 years in different Phase | and Il
clinical trials.

During this work, we focused on CD4* and CD8" T-cell responses
induced by lipopeptide vaccines developed by the ANRS, in
particular LIPO-5 vaccine candidate used in ANRS VAC 18 and
VRI 01 prophylactic vaccine trials and ANRS LIGHT and DALIA
therapeutic ones. We identified and characterized post-
vaccination €D4* and CD8" T-cell responses in DALIA trial and
compared them to the responses observed in other therapeutic
and prophylactic vaccine trials involving the use of lipopeptides
either alone or in combination with other vaccine candidates
(ALVAC, MVA, DNA).

We showed that immunodominance was not affected between
healthy individuals or HIV-1-infected patients. Moreover, we
showed that priming with LIPO-5 was very usefull to focus T-cell
responses to the HIV-1-conserved regions included in this vaccine
candidate. In addition, we demonstrated that LIPO-5-loaded DC
was the most immunogenic vaccine candidate, confirming the
benefits of this vaccine candidate for ex vivo DC targeting. Last
but not least, we also observed that lipopeptide vaccination
induced IL-13 secretion by HIV-1-specific CD4™ T cells and that
these IL-13 responses were associated with a lower viral rebound
during the treatment interruption phase of the DALIA trial.

These results are important in the search for effective
prophylactic and therapeutic HIV-1 vaccines.

Key words: HIV-1, vaccine, lipopeptide, epitope, CcD4* T cell,
CDS8’ T cell
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