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CD8 : cluster de différenciation 8

CDC : Center for Disease Control and
Prevention

CDR3 : complementarity determining region 3
CHR : C-terminal heptad repeat

CMH : complexe majeur d'histocompatibilité
CRF : circulating recombinant form

CST : cytometer setup and tracking

CXCR4 : C-X-C chemokine receptor type 4
CYP34A : cytochrome P450 3A4

DCI : dénomination commune internationale
DC-SIGN : dendritic cell-specific intercellular
adhesion molecule-3-grabbing-non-integrin
DEAE : diéthylaminoéthyle

DMEM : Dulbecco/Vogt modified Eagle’s
minimal essential medium

DMSO : diméthylsulfoxyde
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DO : densité optique

EC : elite controllers

EDTA : éthyléne diamine tétra-acétique

EFS : établissement francais du sang

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay

env : géne des protéines d’enveloppe

Fab : fragment antigen binding

Fc : fragment cristallisable

gag : group-specific antigen, géne des
protéines de structure

GM-CSF : granulocyte colony stimulating
factor

gp : glycoprotéine

GPI : glycosylphosphatidylinositol

h : heure

HAART : highly active antiretroviral treatment
HCDR3 : heavy chain complementarity-
determining region 3

HEK 293 : human embryonic kidney 293 cells
HIC : HIV controllers

HLA : human leukocyte antigen

hMR : human mannose receptor

HRP : horseradish peroxidase

HTLV : human T cell leukemia/lymphoma

virus

HVTN : HIV Vaccine Trials Network

IC50 : concentration inhibitrice 50 %
ICTV: International Committee on Taxonomy
of Viruses

IE : inhibiteur d’entrée

IF : inhibiteur de fusion

IFN : interféron

Ig : immunoglobuline

Il : inhibiteur de I'intégrase

IL : interleukine

IM : intermediate memory

IMC : infectious molecular clone

IMC LucR : Renilla luciferase-expressing
infectious molecular clone

IN : intégrase

INTI : inhibiteurs nucléosidiques de la
transcriptase inverse

INNTI : inhibiteurs non nucléosidiques de la
transcriptase inverse

InVS : Institut de veille sanitaire

IP : inhibiteurs de la protéase

IRD50 : inhibitory reciprocal dilution 50 %
ITAM : immunoreceptor tyrosine-based
activation motif

ITIM : immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motif

iTreg : lymphocyte T helper régulateurs

induits

kb : kilobase
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LAV : lymphadenopathy associated virus
LB : lymphocyte B

LPS : lipopolysaccharide

LT : lymphocytes T

LTfh : follicular helper T cells

LTh : lymphocyte T helper

LTNP : long-term non-progressors

LTR : long terminal repeat

MA : matrice

MdM : macrophages dérivés de monocytes
Mg : microgramme

mg : milligramme

uL : microlitre

mL : millilitre

MLV : virus de la leucémie murine

UM : micromolaire

MPER : membrane proximal external region

N9 : nonoxynol-9

NC : nucléocapside

Nef : negative requlatory factor
NGS : next-generation sequencing
NHP : non-human primate

NHR : N-terminal heptad repeat
NK : natural killer

nm : nanometre

nTreg : lymphocyte T helper régulateurs

naturels

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
ONUSIDA : Programme commun des Nations

Unies sur le VIH/sida

PBMC : peripheral blood mononuclear cell
PBS : phosphate buffered saline

PHA : phytohémagglutinine

PIC : complexe de pré-intégration

PLS-DA : analyse discriminante des moindres
carrés partiels ou partial least-squares
discriminant analysis

pol : géne des protéines enzymatiques

Pr : professeur

PR : protéase

PrEP : prophylaxie préexposition

p-TEFB : positive transcription elongation

factor b

QVOA : quantitative viral outgrowth assay

RFc : récepteur pour le domaine Fc des
immunoglobulines
RLU : relative light unit

RM : resting memory (RM)
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RPMI : Roswell Park Memorial Institute
medium

RSV : virus du sarcome de Rous

RT : transcriptase inverse

RT-PCR : reverse transcription polymerase

chain reaction

sida : syndrome d’'immunodéficience acquise
SHIV : simian-human immunodeficiency virus
SP : spacer peptide

sPLS-DA : analyse discriminante par les
moindres carrés partiels éparpillés ou sparsed
partial least-squares discriminant analysis

SVF : sérum de veau foetal

TasP : treatment as prevention

TCR : récepteurs aux lymphocytes T

T/F : transmis/fondateur

Tfr : lymphocyte T folliculaire helper
régulateurs

TGF : transforming growth factor

T-LCL : cloned human T lymphoblastoid cell
line

TLM : tissue like memory

TMB : 3,3',5,5'-tétraméthylbenzidine

TNF : tumor necrosis factor

Treg : lymphocyte T helper régulateur
TRIM21 : tripartite motif-containing protein
21

VIB : virus de I'immunodéficience bovine
Vif : viral infectivity factor

VIF : virus de I'immunodéficience féline
VIH : virus de I'immunodéficience humaine
VIS : virus de I'immunodéficience simienne
VIScpzPtt : virus de I'immunodéficience
simienne du chimpanzé

VISgor : virus de I'immunodéficience
simienne du gorille

Vpr : viral protein r

°C : degré Celsius
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Contexte général

Depuis le début de I'épidémie dans les années 1980, le virus de l'immunodéficience humaine
(VIH) a infecté plus de 75 millions de personnes et a provoqué plus de 35 millions de décés
dans le monde. Trente-cing ans apres sa découverte, les connaissances sur les mécanismes

physiopathologiques de ce virus ont considérablement augmenté.

De nos jours, bien que les traitements antirétroviraux parviennent a contréler la réplication
du virus, l'infection par le VIH demeure un probleme de santé publique majeur, avec 37
millions de personnes infectées en 2017 et un million de déces liés au VIH, selon la derniere
estimation du Programme commun des Nations Unies sur le VIH/sida (ONUSIDA). La moitié
de la population infectée n’a pas acceés aux traitements antirétroviraux et deux millions de
nouvelles infections sont enregistrées chaque année. En outre, il n’existe actuellement aucun
traitement curatif ou vaccin préventif qui pourrait permettre d’endiguer I'épidémie et les
traitements antirétroviraux doivent étre maintenus a vie.

La recherche d’un vaccin a visée curative ou préventive reste donc un enjeu majeur dans la

lutte contre I'infection par le VIH.

De facon tres intéressante, une trés faible proportion de personnes infectées par le VIH est
capable de contréler spontanément la réplication du virus, maintenant une charge virale
indétectable en absence de traitement antirétroviral. Ces individus, appelés « contrdleurs du
VIH », représentent un groupe unique afin d’identifier des réponses immunitaires associées

au controle de l'infection.

Le but de cette these est de caractériser la réponse anticorps induite chez ces patients

controleurs afin d’identifier des anticorps efficaces a induire par vaccination.
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Introduction : Le Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH)

I. Le Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH)

1. Classification

Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) appartient a la famille des Rétrovirus ou
Retroviridae. Les rétrovirus sont des virus enveloppés qui se répliquent a partir d’'un génome
diploide de type ARN simple brin de polarité positive. Leur nom vient de I'enzyme qu’ils
possedent : la transcriptase inverse, qui permet la transcription inverse de I’ARN viral en ADN.
Cette enzyme a été découverte en 1970 par Howard Temin (Temin and Mizutani 1992) chez
le RSV (virus du sarcome de Rous) et par David Baltimore chez le MLV (virus de la leucémie
murine) et le RSV (Baltimore 1970).

La famille des rétrovirus possede des caractéristiques structurales, morphologiques et
fonctionnelles communes. Les rétrovirus possédent ainsi des génes gag, pol et env qui
permettent respectivement la synthése des protéines structurales, enzymatiques et

d’enveloppe.

Les rétrovirus sont classés par I'International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) selon
les similarités des séquences des génes pol et selon la composition des génomes viraux. Le VIH
appartient ainsi a la sous-famille des Orthoretrovirinae et au genre Lentivirus (du Latin : lenti
= lent), caractérisant les virus ayant une longue période d’incubation avant que la maladie ne
se déclare du fait de leur cytopathogénicité (Campbell and Robinson 1998).
Plusieurs especes de mammiferes sont touchées par cette famille de virus, qui présente des
caractéristiques espece-dépendantes (organisation du génome, évolution...) :

e les bovins : virus de 'immunodéficience bovine (VIB),

e les équidés : anémie infectieuse des équidés (AIE),

e les félins : virus de I'immunodéficience féline (VIF),

e et les primates : virus de I'immunodéficience simienne (VIS) et VIH.

2. Historique

a. Découverte
En 1981, le CDC (Center for Disease Control and Prevention) a détecté une augmentation
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anormale chez de jeunes malades homosexuels de deux maladies trés rares: la
pneumocystose et le sarcome de Kaposi. Tous les malades présentaient un effondrement du
taux de leurs lymphocytes T CD4*. La maladie semblait alors toucher essentiellement des
personnes homosexuelles, c’est pourquoi on I'a appelé le « gay syndrome » ou le « gay
cancer ». C’'est en 1982 que le CDC baptisa cette nouvelle pathologie du nom d’acquired
immune deficiency syndrome (AIDS) ou syndrome de I'immunodéficience acquise (sida).

En 1983, le groupe du Pr Montagnier de I'Institut Pasteur de Paris a détecté un pathogéne et
a mis en évidence une activité de transcriptase inverse dans des cellules isolées a partir de
ganglions d’un patient présentant les signes précoces du sida. Cet agent pathogene est alors
nommé le LAV (lymphadenopathy associated virus) (Barré-Sinoussi et al. 1983; Chermann et
al. 1983). Ce virus infecte les lymphocytes T mais se révéle étre distinct du HTLV-1 (human T
cell leukemia/lymphoma virus de type 1), qui est le premier rétrovirus humain découvert en
1980 par I'’équipe du Pr Gallo (Poiesz et al. 1980). En 1984, cette équipe a aussi isolé le virus
HTLV-3 (human T cell leukemia/lymphoma virus de type Ill) qui s’avéra étre identique au LAV
(Gallo et al. 1984). En 1986, I'ICTV adopta le nom de VIH au lieu de LAV ou HTLV-3. Au cours
de cette méme année, le Pr Montagnier découvre chez des malades d’origine africaine un
second type de virus, aujourd’hui appelé VIH-2. Sa structure est identique a celle du VIH-1,
mais son code génétique est tres proche du virus de I'immunodéficience simienne (VIS) qui
infecte plus particulierement un singe africain : le mangabey (Clavel et al. 1986).

Les Prs Barré-Sinoussi et Montagnier furent récompensés en 2008 par le prix Nobel de

médecine pour la découverte du VIH.

b. Origine et évolution phylogénétique

Le VIH semble étre apparu dans les années 1920 dans la région de Kinshasa (aujourd’hui en
République Démocratique du Congo) (Faria et al. 2014). Il s’agirait d’une transmission inter-
espéces durant laquelle 'Homme aurait été en contact avec des tissus contaminés de primates
(chasse de viande de brousse, primates comme animal de compagnie...). Cette datation
approximative de I’origine de la transmission du virus a ’'Homme a été permise grace a I'étude
de I’évolution génétique du virus, effectuée a partir du plus ancien échantillon humain positif
pour le VIH (biopsie d’un nceud lymphatique prélevée en 1960 chez une femme de Kinshasa).
Les études phylogénétiques (Figure 1) de différents rétrovirus rappellent la grande diversité

génétique du VIH-1, qui constitue un des obstacles majeurs de son éradication (Smyth,
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Davenport, and Mak 2012). Elles permettent également de montrer que le VIH-1 est plus
proche du virus de 'immunodéficience simienne du chimpanzé (VIScpzPtt) (Keele et al. 2006)
en ce qui concerne les groupes M et N, ou du gorille (VISgor) en ce qui concerne les groupes
P et O (D’arc et al. 2015). Quant au VIH-2, il serait apparu suite a une transmission inter-

especes avec des mangabeys (VISsm) (Reeves and Doms 2002).

Le VIH-1 est ainsi classé en 4 groupes (Figure 1) (Mourez, Simon, and Plantier 2013) :
e Groupe M (major, majeur) : il regroupe les virus a I’origine de la pandémie du sida.
En effet, ils sont responsables de 99 % des infections, soit plus de 40 millions de
personnes infectées a travers le monde. Il s’agit aussi de la lignée de virus la plus
ancienne. Ce groupe est divisé en 9 sous-types (A, B, C, D, F, G, H, J, K), tous distincts
génétiqguement. Il existe également dans les sous-groupes A et F des sous-sous-
groupes (A1, A2, A3, A4, F1 et F2). Quand un patient est co-infecté par plusieurs
sous-types de virus, une forme recombinante apparait (circulating recombinant
form (CRF), plus de 90 formes identifiées) accentuant encore la diversité génétique

du virus.

e Groupe N (non-M, non-0) : il est plus rare et retrouvé uniquement chez des

personnes originaires du Cameroun.

e Groupe O (outlier, aberrant) : il est aussi rare (environ 100 000 personnes
infectées) et a été décrit suite a I'isolement d’une nouvelle souche tres différente
du groupe M (De Leys et al. 1990). Il est retrouvé uniquement en Afrique centrale

de I'ouest (Cameroun, Gabon, Nigeria).

e Groupe P (lettre choisie a la suite des groupes M, N et O) : il est le groupe
découvert le plus récemment (Plantier et al. 2009) et dont la transmission inter-

especes est la plus récente.
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Figure 1 : Phylogénie du VIH-1 (Adapté de (Tebit and Arts 2011)).

c. Dates clés de la recherche sur le VIH-1

Depuis la découverte du VIH par I'équipe francaise et la confirmation par une équipe

américaine que la particule virale découverte par les francais est celle qui est a I'origine du

sida (Barré-Sinoussi et al. 1983; Gallo et al. 1984), les connaissances sur ce virus ne cessent

d’augmenter et permettent de développer des traitements de plus en plus efficaces.

Plusieurs dates importantes marquent la recherche sur le VIH-1 (Figure 2) :

Années 1920 : datation approximative de |'origine du VIH dans la région de
Kinshasa (Faria et al. 2014).

1981 : premiéres descriptions du syndrome d'immunodéficience acquise par le
CDC.

1983 : isolement et découverte du virus de I'immunodéficience humaine (Barré-
Sinoussi et al. 1983).

1984 : description du récepteur CD4 (cluster de différenciation 4), indispensable a
I'infection par le VIH-1 (Dalgleish et al. 1984).

1985 : séquencage du génome du virus (Ratner et al. 1985).
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e 1986: mise sur le marché de la premiere molécule antirétrovirale:
I'azidothymidine (AZT), développée a l'origine en 1964 comme anti-cancéreux
(Horwitz et al. 1964).

e 1996:

o description des deux principaux corécepteurs du virus : CCR5 (CC-
chemokine receptor 5) (Alkhatib et al. 1996; Choe et al. 1996; Deng et al.
1996) et CXCR4 (CXC-chemokine receptor 4) (Feng et al. 1996).

o premiére trithérapie antirétrovirale (protocole HAART : highly active
antiretroviral treatment) associant un inhibiteur de protéase (saquinavir) a
deux inhibiteurs nucléosidiques de transcriptase inverse (AZT et zalcitabine)
(Collier et al. 1996).

e 2005 : description des « contrdleurs » du VIH : HIC (HIV controllers), capables de
controler la réplication du virus en absence de traitement antirétroviral (Lambotte
et al. 2005).

e 2009:

o essaivaccinal de phase Il RV144. Cet essai en prime/boost ayant inclus plus
de 16 000 volontaires sains Thailandais a montré une protection de 31 %
aprés 42 mois grace a la combinaison d’un vecteur viral recombinant
canarypox contenant plusieurs genes du VIH, y compris celui codant
I'enveloppe (ALVAC-HIV) et d’une protéine gp120 recombinante (AIDSAX
B/E) (Rerks-Ngarm et al. 2009).

o premier cas de rémission : le patient Berlin. Atteint d’une leucémie, il a regu
une transplantation de cellules souches hématopoiétiques d’'un donneur
portant une mutation sur le géne du corécepteur CCR5 (mutation
CCR5A32). Cette suppression de 32 paires de bases rend les cellules
résistantes a l'infection par des variants du VIH utilisant ce corécepteur
(Simmons et al. 1996). Ce patient, infecté par le VIH-1 depuis 1995, n’est
plus sous trithérapie depuis sa transplantation et sa charge virale est restée
indétectable. Il est ainsi considéré comme guéri du VIH-1 (Hutter et al.
2009).

e 2013 : description des « contrOleurs post-traitements ». Il s’agit de personnes
traitées tres précocement apres I'infection par le VIH-1 et qui parviennent ensuite

Caractérisation du profil d’anticorps et de leurs activités inhibitrices chez des patients

controéleurs du VIH

17



Introduction : Le Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH)

a contréler la réplication virale aprés arrét du traitement antirétroviral (Sdez-Cirién
et al. 2013).

e 2019 : deuxiéme cas de rémission : le patient Londres, qui a également recu une
transplantation de cellules souches hématopoiétiques d’un donneur portant la
mutation CCR5A32. Infecté par le VIH-1 depuis 2003, ce patient n’est plus sous

traitement antirétroviral et n’a plus montré de signe d’infection (Gupta et al. 2019).

. 2019 : patient Londres

. 2013 : description des controleurs post-traitement
. 2009 : essai RV144 et patient Berlin

. 2005 : description des patients « contrdleurs » (HIC)

. 1996 : identification des deux principaux corécepteursdu VIH : CCR5 et CXCR4
premiére trithérapie antirétrovirale
. 1987 : mise sur le marché de la premiére molécule antirétrovirale (AZT)
® 1985: séquengage du génome viral
@ 1984 : CD4 identifié comme récepteur principal du VIH
o © 1983 :isolement et découverte du VIH

y 1981 : premiéres observations cliniques et épidémiologiques du sida

Années 1920 :
origine du VIH-1a Kinshasa

Figure 2 : Dates clés de la recherche sur le VIH-1 (Adapté de (Barré-Sinoussi, Ross, and

Delfraissy 2013)).
AZT : azidothymidine, CCR5 : CC-chemokine receptor 5, CXCR4 : CXC-chemokine receptor 4 et HIC : HIV

controllers.

3. Données épidémiologiques

La derniére estimation du Programme commun des Nations Unies sur le VIH/sida (ONUSIDA)
dénombre 36,9 millions de personnes vivant avec le VIH dans le monde en 2017 (Figure 3A).
L’Afrique subsaharienne rassemble a elle seule environ 70 % des personnes vivant avec le VIH.
Durant I'année 2017, 1,8 millions de personnes ont été infectées par le VIH (Figure 3B) et

940 000 déces liés au sida ont été dénombrés (Figure 3C).

En ce qui concerne la France, environ 173 000 personnes étaient porteuses du VIH en 2017
dont 24 000 personnes vivant avec le virus sans le savoir. Le nombre de cas d’infection par le
VIH diagnostiqués a diminué de 5 % entre 2013 et 2017, passant de 6 325 a environ 6 000.

Néanmoins, en 2017/2018, 28 % des personnes diagnostiquées pour une infection a VIH ont
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écouvert leur séropositivité a un stade avancé e % n’avaient jamais été testées
d t | tivit tad t 49 % n’ t ] te test

auparavant, soulignant I'importance du dépistage du VIH.

Le Trait d’Union, centre de soins de l'infection par le VIH aux HoOpitaux Universitaires de
Strasbourg comptait une file active de 1240 patients en 2016 (“Rey, 2017 Rapport d’activité,
Le Trait d’Union 2016” n.d.). Le nombre de nouvelles infections par le VIH était de 51 au Trait

d’Union pour I'année 2016.

La transmission sexuelle du virus représente la majorité de ces nouvelles infections, avec 98
% de transmission par cette voie a I'échelle nationale et 90 % a I'échelle locale du Trait
d’Union. Sur les deux types de VIH actuellement décrits, I'infection par le VIH-1 est la plus
prévalente a I’échelle nationale alors que I'infection par le VIH-2 est minoritaire (1 % des
infections par le VIH) (“Morlat, 2017. Rapport Sur La Prise En Charge Des Personnes Vivant
Avec Le VIH,” n.d.).
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Figure 3 : Répartition mondiale des personnes vivant avec le VIH, des nouvelles infections

par le VIH et des décés causés par le VIH en 2017 (“ONUSIDA / UNAIDS,” n.d.).

A : Carte représentant la répartition mondiale des adultes et enfants vivant avec le VIH en 2017.

B : Carte représentant la répartition mondiale des nouvelles infections par le VIH en 2017.

C: Carte représentant la répartition mondiale des déces causés par le VIH en 2017.

Les différentes zones géographiques sont représentées par des couleurs différentes. Les chiffres entre crochets

représentent la fourchette des estimations pour chaque zone géographique.

4. Obijectifs Horizon-2020

Dans le but de mettre fin a I’'épidémie du sida a I’horizon 2020, une cible ambitieuse a été mise
en place par 'ONUSIDA en 2014 : 90 % des personnes vivant avec le VIH devront étre
dépistées, 90 % de celles-ci devront recevoir un traitement antirétroviral durablement et 90
% de ces personnes traitées devront avoir une charge virale indétectable (Figure 4) (ONUSIDA
2014, 90). Cet objectif permettrait de multiplier par trois le nombre de personnes vivant avec
le VIH ayant une charge virale indétectable et étant donc potentiellement non infectieuses. La
modélisation de I"épidémie avec ce but atteint prédit une fin de I'épidémie du sida d’ici a 2030

(ONUSIDA 2014).
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Les données 2017 de I’'ONUSIDA montrent que des progres remarquables ont été réalisés pour
atteindre cet objectif des 90-90-90 (Figure 4). Plus de deux tiers (70 %) des personnes vivant
avec le VIH connaissaient leur statut en 2016. Parmi elles, 77 % avaient accés aux traitements
antirétroviraux et 82 % d’entre elles avaient supprimé leur charge virale. De plus, plusieurs

pays, villes et communautés ont déja atteint les objectifs 90-90-90.

Cependant, dans de nombreux pays, I'objectif n’est pas encore atteint et ne pourra étre
réalisable qu’en s’attaquant aux lacunes de la cascade du dépistage et du traitement du VIH.
Grace a des efforts combinés, afin d’améliorer le dépistage et le traitement et venant de tous

les acteurs essentiels, I'objectif mondial pourrait étre atteint.

920 20 920

'Y Y

= Objectifs Horizon-2020

" Monde

Personnesvivant Personnesvivant Personnesvivant Personnesvivant
avec le VIH avecle VIH avec le VIH recevant  avec le VIH ayant
connaissant un traitement une charge virale

leur statut sérologique  antirétroviral indétectable

Figure 4 : Cascade de la prise en charge des personnes vivant avec le VIH dans le monde en

2017, en comparaison de I'objectif Horizon-2020.
Les pourcentages de chaque catégorie sont des estimations en prenant comme 100 % le nombre de personnes

vivant avec le VIH-1 (“En finir avec le sida - Progresser vers les cibles 90-90-90 - Synthese,” n.d.).
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1. Génome du VIH-1

Le génome du VIH-1 (Figure 5) est constitué de deux brins d’ARN simple brin de polarité
positive non épissés, d’environ 9,2 kb et reliés par des interactions non covalentes.

Il comprend des régions codant neuf genes (gag, pol, env, vif, vpr, rev, tat, vpu et nef).
L’ensemble des génes est entouré de séquences non codantes LTR (Long Terminal Repeat),
qui sont indispensables a la réplication du virus.

Le gene gag code les protéines structurales : la protéine de capside (CA), de matrice (MA) et
de nucléocapside (NC) ainsi que p6 et deux petits peptides SP1 et SP2 (Spacer peptide 1 et 2).
Le géne pol code trois enzymes : I'intégrase (IN), la transcriptase inverse (RT) et la protéase
(PR). Le géne env code les protéines d’enveloppe : les glycoprotéines de surface (gp120) et
transmembranaire (gp41) (Briggs and Krausslich 2011). Le génome du VIH-1 code également

plusieurs protéines régulatrices (Vif, Vpr, Rev, Tat, Vpu et Nef).
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Figure 5 : Organisation du génome du VIH-1 (Adapté de (Mirande 2008)).

Aux deux extrémités de I'ADN proviral de 9 kb se trouvent des séquences non codantes LTR qui sont
indispensables a la réplication. Entre ces séquences, se trouvent les genes codant les précurseurs polyprotéiques
qui vont donner naissance aux protéines structurales (Gag), aux enzymes (Pol) ainsi qu’aux glycoprotéines
d’enveloppe (Env). Le génome du VIH-1 code aussi plusieurs protéines régulatrices (Vif, Vpr, Rev, Tat, Vpu et

Nef).

2. Protéines d’enveloppe du VIH-1

Le géne env code une polyprotéine glycosylée gpl60 (obtenue par traduction de I’ARN
messager viral mono-épissé). Elle est synthétisée au niveau du réticulum endoplasmique puis
elle gagne I'appareil de Golgi ou elle est clivée par une protéase cellulaire afin de produire les
glycoprotéines de surface (gp120) et transmembranaire (gp41) (Moulard and Decroly 2000).

Les structures de ces deux glycoprotéines seront détaillées dans les paragraphes suivants.

a. gpl20

La glycoprotéine gp120 est composée de 480 acides aminés. Elle est organisée en trimere
fortement glycosylé (20 a 35 sites de glycosylation). L’analyse comparative des séquences du

gene env de plusieurs isolats de VIH-1 a permis d’identifier différentes séquences contenues
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dans la sous-unité gp120 et pouvant étre ciblées par les anticorps : cinq régions conservées
(C1 a C5) et cing régions hautement variables (V1 a V5) (Starcich et al. 1986). Les séquences
variables ont une structure organisée en boucles exposées et reliées entre elles par des ponts
disulfures tandis que les régions conservées forment des structures discontinues interagissant
avec I'ectodomaine de la gp41 et les récepteurs situés sur la cellule héte (Checkley, Luttge,
and Freed 2011).

Linteraction entre la gp120 et le récepteur CD4 de la cellule cible s’effectue par les séquences
conservées C2, C3 et C4 qui forment un coeur enfoui et relativement hydrophobe, constituant
le site de fixation au CD4. La structure tertiaire de la gp120 associée au CD4 est schématisée
par un domaine interne (inner domain) et un domaine externe (outer domain) (d’aprés leur
orientation dans le complexe trimérique) reliés par un feuillet intermédiaire (quatre feuillets
B antiparalleles) (Figure 6). Ces trois domaines participent a l'interaction avec le CD4
(Pantophlet & Burton, 2006). La liaison entre les régions conservées et le CD4 induit un
changement conformationnel de la gp120, provoquant le déplacement des boucles V1/V2 et
I’exposition de la boucle V3 (glycane) (Kwong et al. 1998). Ce glycane est le principal
déterminant impliqué dans la spécificité des corécepteurs CCR5 et CXCR4 (Speck et al. 1997).
En effet, la glycosylation d’un site particulier situé sur la boucle V3 définit le tropisme du virus
(100 % pour R5 et 36 % pour X4) (M. Zhang et al. 2004).

Le site d’attachement du CD4, les boucles V1/V2 et la boucle V3 contiennent des séquences
conservées pouvant étre reconnues par les anticorps neutralisants. Cependant, certains de
ces épitopes (ou déterminants antigéniques) sont peu accessibles et les anticorps ont donc
développé de nombreuses stratégies pour les cibler. Ceci sera détaillé dans le paragraphe II-

B-5 ci-dessous.
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Figure 6 : Structure cristalline du trimeére Env du VIH-1 mature (Kwon et al. 2015).

b. gp4l

Le réarrangement conformationnel de la gp120 permet de maintenir I'’enveloppe proche de
la membrane et facilite la fusion médiée par la gp41.

La gp41 est une glycoprotéine transmembranaire fortement glycosylée de 345 acides aminés,
beaucoup plus conservée que la gp120, organisée en trois domaines majeurs : le domaine
extracellulaire (ou ectodomaine), un domaine transmembranaire et un domaine
cytoplasmique. L’'ectodomaine contient les domaines impliqués dans la fusion : une région N-
terminale hydrophobe appelée peptide de fusion, suivie d’une région polaire, de deux régions
hydrophobes en hélices o appelées N-terminal heptad repeat (NHR) et C-terminal heptad
repeat (CHR) formant une structure en faisceau d’hélices, d’une boucle issue d’un pont
disulfure connectant les régions NHR et CHR appelée région immunodominante et d’un
domaine riche en résidus tryptophane appelé membrane proximal external region (MPER)
(Montero et al. 2008).

La conformation en super hélice, due au repliement des régions NHR et CHR I'une sur l'autre,
représente la conformation active de la gp4l permettant le rapprochement des deux

membranes plasmiques ainsi que leur fusion (Checkley, Luttge, and Freed 2011).
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3. Particule virale du VIH-1

La particule virale mature du VIH-1 (Figure 7 A et B) a une forme sphérique et un diamétre de
100 a 120 nm. Elle provient de 'assemblage et de la maturation des polyprotéines Pr55°%,
Pr160%2&"°! et Envgp160.

Son enveloppe est une bicouche lipidique provenant de la membrane plasmique de la cellule
hote. Elle contient les glycoprotéines virales Env sous forme de polyprotéines exposées a la
surface de la particule virale (gp120) ou ancrées dans la membrane (gp41). Ces protéines
d’enveloppe possedent des propriétés spécifiques dites « fusogéniques », permettant la
fixation du virus a la membrane plasmique de la cellule cible.

La face interne de I'enveloppe est tapissée par les protéines de matrice (MAp17), qui sont
étroitement associées a I'enveloppe lipidique par leur extrémité N-terminale myristoylée.
Les protéines de capside (CAp24) forment le coeur rétroviral. L’assemblage de la protéine p24
en hexameres et en pentaméres forme une capside de forme conique (Figure 7 A en bleu et
B). Cette capside contient I’ARN viral sous forme dimérique et associé aux protéines de
nucléocapside (NCp7), permettant une protection contre les nucléases (Coffin, Hughes, and
Varmus 1997).

Ony retrouve également les enzymes virales (PR, IN et RT), les protéines auxiliaires Vpr, Vif et
Nef, ainsi que '’ARN de transfert cellulaire (ARNtY>3), servant d’amorce a la transcription
inverse. La capside contient également des protéines cellulaires (cyclophiline A, Staufen...) et
des acides nucléiques cellulaires encapsidés (Chertova et al. 2006; Houzet et al. 2007; Santos

et al. 2012).
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Figure 7 : Particule virale du VIH-1.

A : Structure de la particule virale du VIH-1 (Adapté de (Larrouy, Brun-Vézinet, and Descamps 2010)).

La particule virale est de forme sphérique pour le VIH-1 et a un diamétre de 100 a 120 nm. Son enveloppe est
une bicouche lipidique recouverte de glycoprotéines de surface (gp120 et gp41). La paroi interne de I'enveloppe
est tapissée par la matrice. La capside de forme conique contient I’ARN viral sous forme diploide et associé aux
protéines de nucléocapside, ainsi que les enzymes et les protéines auxiliaires Vpr, Vif et Nef.

B : Particule virale mature vue en microscopie électronique (Briggs and Krausslich 2011).

Observation au microscope électronique de la particule virale mature du VIH-1, caractérisée par sa capside de

forme conique.

4. Cycle de réplication du VIH-1

Dans les lymphocytes T CD4* activés, la durée du cycle de réplication du VIH-1 est estimée a

deux jours (Perelson et al. 1996).

Le cycle de réplication viral (Figure 8) se décompose en une phase précoce et une phase
tardive. La phase précoce (Figure 8 a gauche) comprend les étapes d’interactions des
protéines de surface de la particule virale avec les récepteurs cellulaires, de transcription
inverse de I’ARN viral en ADN proviral et d’intégration de 'ADN proviral au génome de la
cellule héte. La phase tardive (Figure 8 a droite) concerne quant a elle la transcription et
I’expression du génome, ainsi que le bourgeonnement et la maturation de nouvelles particules

virales.
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Figure 8 : Schéma simplifié du cycle de réplication du VIH-1 (Adapté de (Bauby, Lopez-
Verges, and Berlioz-Torrent 2008)).

La premiere étape du cycle viral est la reconnaissance des récepteurs CD4 de la cellule cible ainsi que des
corécepteurs CCR5 et CXCR4 par les glycoprotéines gp120 du virus. Ensuite, les membranes virale et cellulaire
fusionnent afin de permettre I'entrée du virus. Aprés libération de la capside dans le cytoplasme, I’ARN viral est
rétrotranscrit en ADN proviral par la transcriptase inverse. L’ADN proviral est ensuite intégré au génome de la
cellule héte par I'intégrase. Dans le noyau, ’ADN est transcrit en ARNm par I’ARN polymérase Il. Puis, cet ARNm
sera traduit en protéines virales dans le cytoplasme. De nouvelles particules virales seront ensuite assemblées,

avant d’étre libérées et maturées par la protéase virale.

a. Phase précoce

Les premieres étapes du cycle de réplication viral sont la reconnaissance, la fusion et I’entrée
du virus dans les cellules cibles. Le VIH est reconnu et se lie a ses cellules cibles grace a
I'interaction entre les glycoprotéines d’enveloppe virale gp120 et les récepteurs CD4 présents
a la surface de certaines cellules immunitaires (Dalgleish et al. 1984; Klatzmann et al. 1984).
Cette interaction entraine un changement de conformation de la gp120, qui lui permet de se
lier a un deuxiéme récepteur présent a c6té du CD4: le corécepteur. Les principaux

corécepteurs sont les récepteurs aux chimiokines : CXCR4 et CCR5, qui sont présents sur
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différents types cellulaires (voir paragraphe I-B-5 ci-dessous). Ces récepteurs déterminent le
tropisme viral : les virus reconnaissant le CXCR4 sont désignés virus de type X4 (tropisme X4)
et ceux reconnaissant le CCR5 sont des virus de type R5 (tropisme R5). Le VIH-1 peut
également utiliser les deux corécepteurs et le virus est alors de type X4R5 ou peut également
étre qualifié de dual-tropic. Certains individus caucasiens présentent une mutation dans le
gene codant le CCR5. Cette délétion de 32 paires de base entraine la formation d’un CCR5
tronqué (CCR5A32), empéchant ainsi I'infection par les virus de type R5 (Samson et al. 1996).
Suite a la fixation de la gp120 a son corécepteur, on observe un réarrangement de la protéine
d’enveloppe virale gp41 : le domaine de fusion est libéré, ce qui permet son insertion dans la
membrane plasmique de la cellule hbte. Ceci entraine la fusion des membranes de la particule
virale et de la cellule héte. Ce phénomeéne crée un pore de fusion et permet la libération de la
capside dans le cytoplasme cellulaire (Melikyan 2008; Blumenthal, Durell, and Viard 2012).

Il existe également une autre forme d’entrée du VIH-1: la transmission de cellule a cellule,
notamment par la formation de synapses virologiques (Jolly and Sattentau 2004).

Une étude récente a montré que le VIH-1 est capable d’échapper aux mécanismes de
reconnaissance de la réponse immunitaire innée en recrutant une enzyme cellulaire, la FTJS3
(responsable de 2-O-méthylation), afin de méthyler son propre ARN génomique (Ringeard et
al. 2019). Cette modification est une signature du soi et permet ainsi au virus « camouflé » de

poursuivre I'infection en transformant son ARN en ADN.

Apres fusion des membranes de la particule virale et de la cellule cible, la capside pénétre
dans le cytoplasme, ou I’ARN génomique et les protéines encapsidées seront libérés (étape de
désassemblage). Toutefois, cette étape de désassemblage reste trés controversée et plusieurs
hypothéses ont été émises : une décapsidation rapide apres la fusion, libérant I'ensemble de
son contenu dans le cytoplasme, un désassemblage progressif tout au long du transport vers
le noyau ou encore une décapsidation au niveau du pore nucléaire (Arhel 2010; Bejarano et
al. 2019).

Le génome viral sous sa forme ARN est associé a la transcriptase inverse (RT) ainsi qu’a
d’autres protéines (virales et cellulaires) au sein d’'un complexe appelé complexe de
transcription inverse. L’ARN viral y est rétrotranscrit en un ADN double brin (Hu and Hughes

2012).
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La transcriptase inverse est toutefois responsable d’erreurs fréquentes, étant a I'origine de la
variabilité génétique du VIH et contribuant aux résistances aux traitements antirétroviraux
(Charpentier et al. 2006; Nora et al. 2007).

Le facteur de restriction cellulaire SAMHD1 est capable de bloquer la transcription virale en
hydrolysant les dNTP (les quatre désoxyribonucléotides), indispensables a la synthése d'ADN
(Lahouassa et al. 2012). L’action de SAMHD1 est contrecarrée par la protéine virale Vpx,

présente uniquement chez le VIH-2 et le SIV (Hrecka et al. 2011; Laguette et al. 2011).

Apres la transcription inverse, le complexe de transcription inverse est réorganisé en
complexe de pré-intégration (PIC). Ce complexe est principalement composé de I’ADN viral
double brin linéaire ainsi que de la protéine de capside (CA) et de I'intégrase (IN). La présence
des protéines de matrice, de nucléocapside, de la transcriptase inverse et de Vpr dans le PIC
est trés controversée (Farnet and Haseltine 1991; Bukrinsky et al. 1993; Miller, Farnet, and
Bushman 1997).

L'intégrase est la protéine virale responsable et suffisante pour catalyser la réaction
d’intégration. La localisation de cette intégration n’est pas aléatoire mais cible
préférentiellement les sites de transcription active, principalement dans des régions tres
proches des pores nucléaires (Berry et al. 2006; Marini et al. 2015; Schroder et al. 2002).
L’intégrase clive quelques nucléotides aux deux extrémités 3’ de ’ADN et inteégre I’ADN viral
linéaire dans le génome de la cellule hote. L’ADN viral intégré porte le nom de provirus. Le
provirus peut rester silencieux par le biais de différents mécanismes pendant plusieurs
années, créant la phase de latence (Nisole and Saib 2004). Lors d’une infection productive,

I’ADN proviral est transcrit en ARN messager (ARNm) (voir paragraphe I-B-4-b ci-dessous).

b. Phase tardive

Les protéines virales Tat et Nef détournent la machinerie cellulaire transcriptionnelle afin de
synthétiser des ARNm a partir de I’ADN proviral intégré (Karn and Stoltzfus 2012). La protéine
Tat permet par exemple le recrutement de facteurs facilitant I’élongation tels que les histones

acétyltransférases ainsi que le complexe positive transcription elongation factor b (p-TEFB). La
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protéine Rev recrute quant a elle des protéines cellulaires afin d’exporter les ARNm viraux non

épissés dans le cytoplasme (Rausch and Le Grice 2015).

Les ARNm viraux sont traduits en précurseurs dans différents compartiments cellulaires. Les
ARNm de Gag, Gag-Pol, Vif, Vpr, Nef, Tat et Rev sont traduits en polysomes cytosoliques
(Sundquist and Krausslich 2012). Dans le cytoplasme, la forme mature de Vpr interagit avec
des protéines cellulaires afin d’induire I'arrét du cycle cellulaire en phase G2/M (Laguette et
al. 2014; Rice and Kimata 2015). La protéine Vif entraine la dégradation protéasomale du
facteur de restriction cellulaire APOBEC3G (apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic
polypeptide-like 3G) (Rose et al. 2004), limitant son incorporation dans les virions et
permettant alors de contrer son action (Henriet et al. 2009; Mariani et al. 2003; Marin et al.
2003). En effet, APOBEC3G est une cytidine déaminase mutant les cytosines en uraciles dans
I’ADN produit lors de la transcription inverse, ce qui entraine des mis-appariements qui sont
détectés et détruits par des systemes de réparation de I’ADN inhibant la synthese du provirus
(Mangeat et al. 2003; H. Zhang et al. 2003). La protéine Nef est quant a elle principalement
impliquée dans la régulation de la machinerie de signalisation cellulaire et interagit avec
diverses protéines cellulaires, promouvant ainsi la réplication du virus et facilitant I’évasion
immunitaire (Foster and Garcia 2008; Saxena, Vekariya, and Tripathi 2019).

Dans le réticulum endoplasmique, I’ARNm de Vpu est traduit et les protéines Vpu matures
interagissent avec le CD4 nouvellement synthétisé et le retiennent (Magadan and Bonifacino
2012). Le CD4 est ensuite dégradé par la voie lysosomale ou la voie du protéasome (N. Van
Damme and Guatelli 2008; Magadan and Bonifacino 2012). De méme, Vpu cible un autre
facteur de restriction, la tétherine (CD317, empéche la diffusion des particules virales apres le
bourgeonnement), qui est dégradée de la méme maniére que le CD4 (lwabu et al. 2009). La
synthése et la maturation du précurseur protéique Env se font dans le réticulum
endoplasmique (Haim, Salas, and Sodroski 2013). Dans I'appareil de Golgi, les protéases
cellulaires clivent le précurseur en protéines gp120 et gp41, qui sont assemblées de fagon non
covalente en hétérodimere (Wyatt and Sodroski 1998).

Les protéines Env, Vpr, Tat et Nef sont apportées a la membrane cellulaire via la voie
sécrétoire (Sundquist and Krausslich 2012). Cependant, peu de protéines Env parviennent a la

membrane cellulaire, a cause d’un taux important de dégradation dans le réticulum
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endoplasmique ainsi que dans I'appareil de Golgi (Santos da Silva, Mulinge, and Perez Bercoff

2013).

Les nouvelles particules virales sont assemblées a partir de deux copies d’ARN génomique
viral, des protéines virales (Gag, Gag-Pol, Env, Vif, Vpr et Nef) et de cofacteurs cellulaires
(Sundquist and Krdusslich 2012). Les particules virales s’assemblent et quittent la cellule par
bourgeonnement (Sundquist and Krausslich 2012). Nef induit la dégradation du CD4 pour
empécher l'interaction Env/CD4 a la surface de la particule virale (Foster and Garcia 2008).

Les particules virales peuvent aussi quitter la cellule par les voies de I'exocytose (Wu and

KewalRamani 2006).

Les particules virales ayant bourgeonnées a partir de la membrane plasmique de la cellule
hote subissent ensuite une étape de maturation. Cette maturation est réalisée par la protéase
virale clivant les précurseurs Gag et Gag-Pol de fagon séquentielle en protéines structurales
(matrice, capside, nucléocapside et p6) et non-structurales (protéase, transcriptase inverse et
intégrase). Ce clivage protéolytique constitue une étape critique permettant le réarrangement
de la capside en forme conique. La maturation constitue la derniere étape du cycle de
réplication du VIH-1 et est indispensable a la production de virus infectieux (Sundquist and

Krausslich 2012; Bell and Lever 2013).

5. Cellules cibles du VIH-1

La capacité du VIH-1 a infecter une cellule cible dépend de I'état d’activation de celle-ci, du
niveau d’expression des récepteurs et des corécepteurs d’entrée du VIH-1, ainsi que du
tropisme de la souche virale. En effet, la protéine gpl120 de la particule virale du VIH-1
reconnait le récepteur CD4 ainsi qu’un corécepteur : CCR5 et/ou CXCR4, présents a la surface
de la cellule immunitaire cible (voir paragraphe I-B-4-a-i ci-dessus) (Wilen, Tilton, and Doms

2012; Melikyan 2014).

Ainsi, les cellules cibles du VIH-1 expriment a la fois le récepteur CD4 et un corécepteur.
Différents types cellulaires sont donc ciblés par ce virus (Figure 9) (Barton, Winckelmann, and

Palmer 2016) :
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e les lymphocytes T CD4* (CD4*, CCR5*, CXCR4").

¢ les monocytes/macrophages (CD4*, CCR5%).

e les cellules dendritiques (CD4*, CCR5*, CXCR4").

e les cellules microgliales (CD4*, CCR5").

e les astrocytes (CCR5*, CXCR4").

e les cellules natural killer (NK) (CD4*, CCR5*, CXCR4").

Les principales cellules cibles du VIH-1 sont les lymphocytes T CD4" ainsi que les
monocytes/macrophages (Barton, Winckelmann, and Palmer 2016). Ces cellules sont
présentes dans tout I'organisme (Figure 9). Différentes sous-populations de lymphocytes T
CD4* existent et expriment plus ou moins les récepteurs et corécepteurs du VIH-1 a leur
surface. Ainsi, les niveaux d’infection de ces cellules sont variables en fonction des sous-
populations (Lee and Lichterfeld 2016). Les lymphocytes Th17, dont la localisation principale
se situe au niveau du tractus digestif, sont particulierement touchés par I'infection par le VIH-
1 (Prendergast et al. 2010). De méme, les lymphocytes Th22 sont des cibles privilégiées du VIH
(Kim et al. 2012).

Les cellules folliculaires dendritiques sont également sensibles a I'infection par le VIH-1 et sont
retrouvées dans les ganglions lymphatiques. Dans le systeme nerveux central, les cellules
microgliales co-exprimant le CD4 et CCR5 sont également le siege d’'une multiplication virale
locale. L'infection des astrocytes par le VIH-1 est controversée (Liu et al. 2004; Boutet et al.
2001). En effet, ces cellules n’expriment pas le récepteur CD4. Ainsi, des mécanismes d’entrée
du virus n’utilisant pas le CD4 sont envisagés tels que I'utilisation de la protéine hMR (human
mannose receptor) (Liu et al. 2004).

On peut également noter que les cellules dendritiques expriment une lectine de type C
appelée DC-SIGN (dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing-non-
integrin), qui permet de reconnaitre le VIH-1 par la protéine d’enveloppe gpl120 et de
I'internaliser (Geijtenbeek et al. 2000). De plus, les cellules de Langherans, qui sont des cellules
dendritiques principalement retrouvées dans les épithéliums pluristratifiés, ont été proposées
comme étant les premieres cibles du VIH-1 (de Witte, Nabatov, and Geijtenbeek 2008; Ribeiro
et al. 2016). Elles seraient ainsi capables de capturer et transmettre le VIH-1 aux lymphocytes

avoisinants dans les muqueuses.
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Une sous-population de cellules NK exprime le récepteur CD4 ainsi que les corécepteurs CCR5
et CXCR4 et est donc susceptible d’étre infectée par le VIH-1 (Valentin and Pavlakis 2003;

Bernstein et al. 2009).
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Figure 9: Cellules cibles du VIH-1 et distribution anatomique (Adapté de (Barton,

Winckelmann, and Palmer 2016)).
Les principales cellules cibles du VIH-1 sont les lymphocytes T CD4* et les macrophages, retrouvés dans différents
compartiments anatomiques. Les cellules natural killer (NK), les cellules folliculaires dendritiques, les cellules

microgliales et les astrocytes peuvent également étre infectés par le VIH-1.
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1. Dépistage

L’ONUSIDA a fixé une cible ambitieuse pour 2020 : I'objectif 90-90-90 (Figure 4). Pour que cet
objectif soit atteint, un effort important doit étre fait au niveau du dépistage des personnes
vivant avec le VIH. On estime en effet que seulement 70 % des personnes infectées par le VIH-
1 sont au courant de leur séropositivité au niveau mondial. Il est a noter que de gros progres
ont été faits dans le cadre de I'objectif Horizon-2020. En effet, plusieurs pays a revenu élevé
et certaines villes ont déja atteint I'objectif 90-90-90. Les données les plus récentes montrent
que 42 pays localisés dans plusieurs régions et dans différents contextes épidémiologiques
ont atteint un ou plusieurs des 90, sept ont atteint |'objectif et 11 sont sur le point de
I’atteindre, ce qui se traduit par 73 % de I’ensemble des personnes vivant avec le VIH qui ont
une charge virale supprimée (“En finir avec le sida - Progresser vers les cibles 90-90-90 -
Syntheése,” n.d.).

Cependant, I'acces aux différents tests de dépistage reste limité dans certains pays : d’abord
a cause de leur coQt mais aussi a cause du manque de matériel nécessaire aux analyses. En

France, le dépistage est uniquement obligatoire lors de dons de sang, d’organes ou de tissus.

Il existe trois catégories de tests de dépistage du VIH (“Testing | HIV Basics | HIV/AIDS | CDC”
2017) :

e Test de détection des anticorps : actuellement, la plupart des tests utilisés sont de
cette catégorie. lls permettent de détecter des anticorps produits par le systeme
immunitaire en réponse a l'infection virale. On ne peut donc pas les utiliser
immédiatement aprés une exposition a un risque. En effet, plusieurs semaines (de
trois a douze selon les individus) sont nécessaires a I'organisme pour produire une
quantité d’anticorps suffisamment élevée pour étre détectable. Ces tests
permettent un diagnostic en quelques minutes par prélevement de sang ou de
salive. Cette méthode est généralement celle utilisée dans les autotests (mis sur le
marché frangais en mars 2015) qui permettent de fournir un résultat fiable (> 99 %

pour le test Mylan® commercialisé en France) sur le statut sérologique d’un
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individu. En cas de résultat positif, ces tests doivent étre confirmés par des tests

couplant la détection des anticorps et des antigenes viraux.

e Test de détection couplée des anticorps et des antigénes : ils sont aussi appelés
tests ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) combinés ou tests de quatrieme
génération et sont généralement ceux utilisés pour valider un résultat de
séroposivité. lls permettent la détection couplée des anticorps dirigés contre le
VIH-1 ainsi que de I'antigéne p24 (correspondant au domaine capside de la
protéine Gag ou a la protéine de capside mature). Un résultat négatif de ce test
effectué six semaines aprés I'exposition supposée est considéré comme
démontrant I'absence d’infection par le VIH (selon un rapport de la Haute Autorité
de Santé publié en octobre 2008 : « Dépistage de I'infection par le VIH en France »).
En cas de résultat positif, ou de doute sur le résultat (négatif alors qu’il y a eu
exposition a un risque), un second test de quatrieme génération sera réalisé
quelques semaines plus tard pour confirmer le diagnostic. Un test de détection des

acides nucléiques pourra aussi étre réalisé.

e Test de détection des acides nucléiques : ce test permet la mesure directe de la
quantité de virus présente dans le sang. Il permet de quantifier ’'ARN viral par
utilisation de la technique RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction)
guantitative. Ce test est assez co(teux et ne peut pas étre utilisé pour le dépistage
systématique. Cependant, il permet de détecter des personnes en primo-infection.
En effet, quelques jours apres l'infection, la quantité de virus est déja supérieure

au seuil de détection du test.

2. Prévention

Afin d’éviter d’étre contaminé ou de contaminer quelqu’un, plusieurs stratégies de prévention
sont mises en place : utilisation du préservatif, dépistages réguliers du VIH mais également
des autres infections sexuellement transmissibles, traitement prophylactique ou encore

recours aux traitements antirétroviraux comme outils de prévention.
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En France, pour pallier I'absence d’utilisation du préservatif dans les populations clés
(hommes ayant des relations sexuelles avec des hommes, travailleurs du sexe, usagers de
drogues, personnes originaires de région a forte prévalence, personnes ayant des partenaires
multiples...), le Truvada® (association en un comprimé d’Emtricitabine et de Ténofovir,
respectivement inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques de la transcriptase inverse) a
récemment été autorisé a titre prophylactique. La PrEP (prophylaxie préexposition) est ainsi
recommandée pour certaines populations-clés de I'épidémie a VIH depuis 2015 et est
remboursée depuis janvier 2016. Le Truvada® peut étre prescrit par un médecin spécialiste et

a recu son autorisation de mise sur le marché (AMM) en mars 2017.

3. Les microbicides

Les microbicides ont été proposés comme outil de prévention lors de la transmission par voie
sexuelle de divers pathogenes. Ces microbicides ont une action directe au niveau de la voie
d’entrée du VIH-1 dans les muqueuses. lls se présentent sous forme de gel, de créeme, de
suppositoires ou d’anneaux vaginaux. Dans le cas du VIH-1, le premier essai des microbicides
contenant le surfactant nonoxynol-9 (N9) s’est révélé étre un échec total, avec une
augmentation de 300 % du risque d’infection par le VIH-1. Des applications répétées de N9
induisaient une inflammation locale, un changement de la microflore bactérienne et des
irritations favorisant I'infection par le VIH-1 (L. Van Damme et al. 2002; Beer et al. 2006).

Une nouvelle classe de microbicides contenant des polyanions a vu le jour. Ces polyanions se
lient aux protéines virales cationiques comme la gp120 et empéchent ainsi I'entrée du virus
dans sa cellule cible. Parmi ces microbicides, le PRO2000 a montré une efficacité protectrice
dans le modele animal. Cependant cette protection n’a pas été retrouvée chez les femmes

(McCormack et al. 2010).

Des microbicides contenant des antirétroviraux ont également été développés. L'utilisation
d’un gel vaginal contenant 1 % de Ténofovir, un inhibiteur nucléosidique de la transcriptase
inverse, dans I'essai clinique de phase Il CAPRISA 004 a ainsi permis une protection de 39 %
contre le risque d’infection par le VIH-1. Cet essai démontre que les antirétroviraux ont des
propriétés microbicides efficaces dans la protection contre le VIH-1. Cependant I'application
de ce gel dans I’essai VOICE, sur des femmes d’origine africaine, s’est révélée inefficace (Klatt

et al. 2017). Cette divergence de résultats peut étre expliquée par la diversité des flores
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microbiennes entre les différentes ethnies. Afin d’obtenir une efficacité protectrice des
microbicides au niveau des muqueuses, la prise en compte des différents facteurs endogenes
contenus dans le tractus génital féminin devra étre prise en compte. Des études ont
également montré que des anneaux vaginaux permettant un relargage prolongé de dapivirine

diminuent le risque d’infection chez les femmes (Nel et al. 2016).

4. Thérapie antirétrovirale

Les traitements antirétroviraux ont considérablement modifié le pronostic de I'infection par
le VIH. Ces associations de molécules antirétrovirales présentant différents mécanismes
d’action ciblent la réplication virale active et permettent de la stopper. La mesure d’une
quantité d’ARN génomique viral inférieure au seuil de 50 copies/mL dans le plasma sanguin
est synonyme d’efficacité du traitement et est définie comme un succes virologique. Un succes
virologique prolongé permet une restauration des fonctions immunitaires, une diminution de
I'inflammation et ainsi une quasi-normalisation de I'espérance de vie.

Cependant, il est a noter que les thérapies antirétrovirales actuelles ne permettent pas
I’éradication du virus de I'organisme car ils n’éliminent pas completement le réservoir viral

(virus a I'état latent, voir paragraphe I-D-3 ci-dessous).

a. Objectifs du traitement antirétroviral

Les objectifs du traitement antirétroviral sont multiples et découlent les uns des autres
(“Morlat, 2017. Rapport Sur La Prise En Charge Des Personnes Vivant Avec Le VIH,” n.d.) :

e Diminuer la réplication virale et donc la charge virale plasmatique, laquelle
correspond au nombre de copies d’ARN-VIH présents dans le plasma quantifié par
RT-PCR. La charge virale plasmatique reflete le nombre de particules virales
présentes dans I'organisme. L'objectif est que cette charge virale passe en-dessous
du seuil de détection des techniques actuellement commercialisées (entre 20 et 50
copies/mL).

e Empécher la survenue précoce de maladies a composante inflammatoire comme
par exemple les maladies cardiovasculaires, en diminuant I'activation immunitaire
généralisée.

e Prévenir au maximum l'apparition de résistance aux antirétroviraux.

e Avoir la meilleure tolérance possible, a court, moyen et long termes.
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e Améliorer ou préserver la qualité de vie du patient.
e A une échelle communautaire, empécher la transmission du virus (treatment as

prevention ou TasP).

b. Quand débuter un traitement antirétroviral ?

Selon les nouvelles recommandations de prise en charge de 2013, toutes les personnes vivant
avec le VIH doivent étre traitées, quel que soit leur taux de lymphocytes T CD4*, y compris s’il
est supérieur a 500 /mm?3 (“Morlat, 2017. Rapport Sur La Prise En Charge Des Personnes Vivant

Avec Le VIH,” n.d.).

c. Traitement recommandé

Le traitement recommandé est la multi-thérapie (HAART : highly active antiretroviral
treatment), se composant d’une association de plusieurs molécules ayant des cibles
différentes au niveau du cycle de réplication du VIH.

Il existe donc plusieurs classes d’antirétroviraux: les inhibiteurs nucléosidiques de la
transcriptase inverse (INTI), les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse
(INNTI), les inhibiteurs de protéase (IP), un inhibiteur de fusion (IF), un inhibiteur d’entrée du
virus (IE) et deux inhibiteurs de I'intégrase (Il).

Chaque traitement est individualisé mais la trithérapie de premiére intention comprend
généralement un INNTI associé a deux INTI ou alors un IP couplé au ritonavir (inhibiteur du
cytochrome P450 3A4 (CYP34A), booster d’IP) associé a deux INTI (“HIV/AIDS Treatment

Guidelines” n.d.).

d. Mécanisme d’action des différentes classes thérapeutiques

Les antirétroviraux sont des médicaments qui agissent directement contre différents éléments
propres au virus. La difficulté rencontrée dans I'élaboration de ces molécules est du méme
type que celle rencontrée pour les médicaments du domaine de I'oncologie : la spécificité est
liée au fait que les rétrovirus ne possedent que trés peu de molécules qui leur sont propres,

puisqu’ils détournent la machinerie cellulaire.
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Les mécanismes d’action des antirétroviraux sont différents selon leurs classes thérapeutiques

(Figure 10) :

Inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI). Ce sont des
analogues structuraux des nucléosides naturels. Ils sont constitués d’une base
pyrimidine ou purine associée au ribose. Différentes molécules existent

Zidovudine (AZT), Lamivudine (3TC), Stavudine (d4T), Abacavir (ABC), Didanosine
(ddl), Emtricitabine (FTC) et le Ténofovir sous forme disoproxil fumarate (TDF) ou
alafénamide (TAF), qui est un inhibiteur nucléotidique. Les INTI sont administrés
sous forme de prodrogues non-phosphorylées, a I'exception du Ténofovir qui est
monophosphorylé. Apres un passage intracellulaire, les INTI sont phosphorylés en
nucléotides triphosphates grace aux kinases cellulaires. Sous cette forme
triphosphate, ils inhibent I'action de la transcriptase inverse par inhibition de
I’élongation de I’ADN viral et par leurs propriétés terminatrices de chaines. Les INTI
entrent donc en compétition avec les nucléotides cellulaires. lls bloquent ainsi la
fabrication d’ADN viral. Ce sont donc des inhibiteurs d’'une phase précoce du cycle

du VIH-1.

Inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI). Ce sont des
inhibiteurs non-compétitifs, directement actifs dans la cellule. Ces molécules sont
actives uniqguement sur le VIH-1 (et non sur le VIH-2). La classe des INNTI compte
des inhibiteurs de premiére génération : la Névirapine (NVP) et I'Efavirenz (EFV)
ainsi que des inhibiteurs de seconde génération : la Rilpivirine (RPV) et I'Etravirine
(ETR). Leur action se fait par liaison directe a la transcriptase inverse dans une
poche hydrophobe a proximité du site actif de I'’enzyme, ce qui entraine un effet
allostérique qui rend I'enzyme inactive. La fixation d’un INNTI hors du site
catalytique induit un changement conformationnel de la transcriptase inverse
conduisant au déplacement des résidus aspartates catalytiques, bloquant ainsi
I’étape chimique de polymérisation. En tant qu’inhibiteurs allostériques non
compétitifs, ils ne modifient pas I'affinité de la transcriptase inverse pour les
nucléotides cellulaires ni pour les INTI. Les molécules des deux classes

thérapeutiques (INTI et INNTI) ont donc des mécanismes complémentaires

Caractérisation du profil d’anticorps et de leurs activités inhibitrices chez des patients

controéleurs du VIH

40



Introduction : Le Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH)

d’inhibition du cycle de réplication du VIH-1 lors d’'une étape précoce et peuvent

donc étre associées.

Inhibiteurs de la protéase (IP). Ce sont des inhibiteurs du site actif de la protéase
virale. lls agissent en perturbant le processus de maturation des nouvelles
particules virales. Les nouvelles particules virales ont ainsi une conformation
différente des particules virales infectieuses et sont donc non-infectieuses. Ce sont
donc des inhibiteurs agissant a une phase tardive du cycle de réplication du VIH-1.
En effet, les IP empéchent le clivage des précurseurs polyprotéiques Gag et Gag-
Pol en protéines structurales et enzymatiques. La mise au point des IP est basée
sur la connaissance de la structure tridimensionnelle de la protéase virale (PR) et
de ses sites de clivage. Les IP commercialisés inhibent le clivage des liaisons
peptidiques en se fixant au niveau du site de liaison phénylalanine-proline du
substrat de la protéase. On distingue plusieurs inhibiteurs de cette classe
thérapeutique : le Saquinavir (SQV), I'Indinavir, le Fosamprenavir (fosAPV), le
Lopinavir (LPV), I’Atazanavir (ATV), le Tipranavir (TPV), le Darunavir (DRV). Les
molécules les plus récentes (TPV, ATV, DRV) ont été créées afin d’étre actives sur
les souches virales résistantes aux premiers IP commercialisés. L’association d’un
inhibiteur du métabolisme du cytochrome P450 3A4 (CYP34A) aux IP permet
d’augmenter leur biodisponibilité systémique, en réduisant I'effet de premier
passage hépatique. Du fait de la faible biodisponibilité des IP, il est en effet
nécessaire de booster leur administration par I'adjonction d’une faible dose de
Ritonavir (RTV ou /r). Le RTV fut l'un des premiers IP disponibles, puissant
inhibiteur du cytochrome P450 3A4, mais présentant une faible activité sur la

protéase virale.

Inhibiteur de fusion (IF). Le virus entre dans la cellule cible en deux étapes : il y a
d’abord fixation du virus puis fusion des membranes, permettant ensuite le
passage de la capside virale. Ceci est possible grace aux protéines de surface du
virus (gp120 et gp41) ainsi qu’aux récepteurs CD4 et corécepteurs de la cellule
hote. L'Enfuvirtide (T20) est un composé peptidique agissant au niveau de la

gp120-gp41 comme faux substrat, inhibant ainsi la fusion du VIH-1 a la cellule hote.
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Le virus reste cependant fixé sur la cellule. Il est a noter qu’il ne reconnait pas la
liaison gp105-gp36 (les protéines de surface équivalentes du VIH-2), il n’est donc
pas actif sur le VIH-2. De plus, le T20 est peu stable et doit é&tre administré par

injection intra-veineuse, ce qui complique son utilisation.

Inhibiteur d’entrée (IE). L’anti-CCR5 est un inhibiteur de I'entrée du virus, plus
précisément, il empéche I'attachement de la particule virale a sa cellule cible. Apres
la liaison de la gp120 au récepteur CD4 de la cellule hbte, la gp120 subit une
modification conformationnelle, rendant accessible une boucle variable de la
protéine (boucle V3), permettant la liaison a un corécepteur. Ce corécepteur peut
étre soit le CCR5 soit le CXCR4 en fonction de la séquence de la boucle V3, c’est ce
que l'on appelle le tropisme viral. Le Maraviroc (MVC) est le seul anti-CCR5
commercialisé et se fixe sur le corécepteur CCR5, empéchant ainsi sa
reconnaissance par la gp120. Afin de pouvoir utiliser le MVC en clinique, il est donc
nécessaire de définir au préalable le tropisme viral du patient. En effet, si celui-ci a
un tropisme mixte ou un tropisme pour le corécepteur CXCR4, le MVC n’aura pas

de fonction inhibitrice et ne pourra pas donc pas étre utilisé.

Inhibiteurs de I'intégrase (ll). Ces inhibiteurs bloquent I'étape de transfert de brin
d’ADN lors de l'intégration du génome viral a celui de la cellule hbte. Le Raltégravir
(RAL), I'Elvitégravir (EVG) et le Dolutégravir (DTG) sont les molécules de la classe
thérapeutique antirétrovirale ciblant I'intégrase du VIH, enzyme nécessaire a
I'intégration du génome du VIH dans I’ADN cellulaire de I’h6te. Elles appartiennent
a la famille des inhibiteurs sélectifs du transfert de brins nucléotidiques et agissent
en se fixant sur le complexe de pré-intégration (PIC), constitué notamment de
I'intégrase et de I’ADN viral a proximité de I'extrémité 3’. Les Il sont actifs
indépendamment du tropisme des virus VIH-1 et VIH-2 (CCR5 et CXCR4) et agissent
également sur les virus résistants aux autres classes thérapeutiques

antirétrovirales.
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Figure 10 : Cibles des différentes classes thérapeutiques d’antirétroviraux.

Les six classes thérapeutiques d’antirétroviraux (INTI, INNTI, IP, IF, IE, II) ciblent différentes étapes du cycle de

réplication du VIH-1.

e. Efficacité immuno-virologique

L'efficacité immuno-virologique est mesurée par deux parametres : la charge virale,

correspondant au nombre de copies de virus VIH dans le sang et, indirectement, par le nombre

de lymphocytes T CD4". La réplication virale est contrdlée si la charge virale est indétectable

sous traitement antirétroviral (c’est-a-dire si elle est inférieure a la limite de détection de la

technique utilisée). L'efficacité immunologique du traitement s’observe quant a elle par la

remontée du taux de lymphocytes T CD4* jusqu’a une normalisation avec un nombre

supérieur a 500 /mm3,

f. Molécules antirétrovirales commercialisées

Plusieurs molécules antirétrovirales sont actuellement sur le marché en France (Tableau 1).

Les dénominations communes internationales (DCl), les abréviations et les noms de spécialités

de ces molécules ont été listés et classés selon leur classe thérapeutique dans le Tableau 1 ci-

dessous.
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Classe thérapeutique DCI Abréviation | Spécialité
Abacavir ABC Ziagen®
Emtricitabine FTC Emtriva®
Didanosine ddl Videx®
INTI Lamivudine 3TC Epivir®
Zidovudine AZT Retrovir®
Ténofovir disoproxil fumarate TDF Viread®
Ténofovir alafénamide TAF /
Efavirenz EFV Sustiva®
Etravirine ETR Intélence®
INNTI
Névirapine NVP Viramune®
Rilpivirine RPV Edurant®
Atazanavir ATV Reyataz®
Darunavir DRV Prezista®
P Fosamprénavir fosAMP Telzir®
Lopinavir + ritonavir LPV/r Lopinavir®
Saquinavir sQv Invirase®
Tipranavir TPV Aptivus®
Booster d'IP Ritonavir RTV ou /r Norvir®
IF Enfuvirtide T20 Fuzeon®
IE Maraviroc MVC Celsentri®
Raltégravir RAL Isentress®
] Elvitégravir EVG /
Dolutégravir DTG Tivicay®

Tableau 1: Molécules antirétrovirales commercialisées en France en 2017 (Adapté de

(“Morlat, 2017. Rapport Sur La Prise En Charge Des Personnes Vivant Avec Le VIH,” n.d.)).

DCI : dénomination commune internationale, INTI : inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse, INNTI :
inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse, IP : inhibiteurs de protéase, IF : inhibiteur de fusion,

IE : inhibiteur d’entrée du virus et Il : inhibiteurs de I'intégrase.

g. Combinaisons thérapeutiques

Aujourd’hui, les molécules antirétrovirales présentées ci-dessus (Tableau 1) ne sont pas
administrées individuellement mais en association, afin d’éviter le développement rapide de

virus résistants.
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Les associations de plusieurs molécules antirétrovirales (combinant de deux a quatre
molécules) les plus actives et commercialisées sous forme combinées ont été listées dans le

tableau ci-dessous (Tableau 2).

DCI Abréviation | Spécialité

Zidovudine + Lamivudine AZT/3TC Combivir®
Zidovudine + Lamivudine + Abacavir | AZT/3TC/ABC | Trivizir®
Abacavir + Lamivudine ABC/3TC Kivexa®

Emtricitabine + Ténofovir disoproxil
FTC/TDF Truvada®
fumarate

Emtricitabine + Ténofovir
; . FTC/TAF Odefsey®
alafénamide

Emtricitabine + Ténofovir disoproxil .
. FTC/TDF/EFV | Atripla®
fumarate + Efavirenz

Emtricitabine + Ténofovir disoproxil )
. FTC/TDF/RPV | Eviplera®
fumarate + Rilpivirine
Abacavir + Lamivudine + Dolutégravir | ABC/3TC/DTG | Triumeq®
Emtricitabine + Ténofovir disoproxil
fumarate + Elvitégravir + Cobisistat | FTC/TDF/EVG/c| Stribild®
(inhibiteur CYP34A)

Emtricitabine + Ténofovir

FTC/TAF/EVG/c | Genvoya®
alafénamide + Elvitégravir + Cobisistat /TAF/EVG/ y

Tableau 2 : Présentations combinées de molécules antirétrovirales commercialisées en
France en 2017 (Adapté de (“Morlat, 2017. Rapport Sur La Prise En Charge Des Personnes
Vivant Avec Le VIH,” n.d.)).

Ces traitements associant plusieurs molécules antirétrovirales en un comprimé a prendre une
fois par jour permettent de faciliter I'observance et la qualité de vie des personnes vivant avec

le VIH.

h. Effets indésirables

Les molécules antirétrovirales présentent toutes une toxicité responsable de différents effets
indésirables. Ces effets peuvent étre bénins ou graves et sont différents selon le moment de
leur apparition.

Selon la période d’apparition, on distingue les effets indésirables a court, moyen et long

terme.
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Les effets indésirables a court terme surviennent entre quelques jours et quelques semaines
apres le début du traitement et sont la plupart du temps réversibles a I'arrét du traitement
antirétroviral.

D’autres effets indésirables apparaissent a plus longue échéance, comme la lipodystrophie
(changements anormaux dans la distribution des graisses dans le corps), et sont difficilement
réversibles. La tolérance des médicaments antirétroviraux a été cependant considérablement

améliorée par la mise sur le marché de nouvelles molécules (Kanters et al. 2017).

Les effets indésirables les plus fréquents a court terme sont principalement des atteintes
cutanées, une toxicité hématologique, des troubles digestifs, des effets neuropsychiques, une
hépatotoxicité et une néphrotoxicité.

Les effets a moyen terme, comme la toxicité mitochondriale des premiers INTI avec la
lipodystrophie, ou a long terme, comme les troubles métaboliques, sont, eux, le plus souvent
permanents. Les facteurs de risques cardiovasculaires, ayant plusieurs étiologies, sont

responsables de la morbidité et de la mortalité chez les patients en succes virologique.

1. Modes de transmission

Le VIH-1 est présent dans la plupart des liquides biologiques de I'organisme (sang, sperme,
liquide séminal, sécrétions vaginales et lait maternel) a des concentrations différentes. La
transmission du virus d’un individu a un autre se fait donc par I’échange de ces liquides

biologiques.

Il existe trois modes de transmission du VIH-1 :

e Voie sexuelle : il s’agit de la voie majoritaire de transmission. Le virus pénétre au
travers des muqueuses vaginales, buccales ou anales. Le risque de contamination
augmente fortement si des lésions sont présentes au niveau de ces muqueuses, ou
s’il y a présence d’autres maladies sexuellement transmissibles. L'utilisation du
préservatif reste le meilleur moyen de limiter l'infection par ce type de

transmission. Un traitement prophylactique, le Truvada® (PrEP: prophylaxie
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préexposition) a récemment été autorisé a la commercialisation en France afin de
cibler les populations clés pouvant étre réfractaires a I'utilisation du préservatif

(essai ANRS (Agence nationale de recherche sur le sida et les hépatites virales)

Ipergay).

e Voie sanguine : cette voie a été démontrée comme étant une voie de transmission
du VIH-1 rapidement apres la découverte du virus. En effet, de nombreuses
personnes ont été infectées suite a une transfusion sanguine ou a une
transplantation. De nos jours, ce risque est presque nul en France mais existe
encore dans les pays ou le sang n’est pas systématiquement testé lors du don.
Aujourd’hui, ce mode de transmission persiste principalement chez les
toxicomanes (injection de drogues par voie intraveineuse) ou chez le personnel de

santé ou de recherche (blessure par un objet souillé).

e Transmission meére - enfant: cette transmission dite verticale se produit
principalement pendant I'accouchement mais aussi pendant la grossesse ou
I'allaitement. Ce risque reste trés faible en France grace a un accompagnement

adapté.

La transmission du VIH se fait essentiellement par un virus de type CCR5 (c’est-a-dire utilisant
le corécepteur CCR5), restant prédominant dans les phases initiales de I'infection (Keele et al.
2006; Rowland-Jones 2003). Puis, au fur et a mesure des années post-infection, on détecte
des virus capables d’utiliser le corécepteur CXCR4 ou ayant un double tropisme. Ceci se
produit de maniere concomitante a la déplétion des lymphocytes T CD4* et a I'apparition des
signes cliniques. Pourtant, de nombreuses souches virales circulantes sont retrouvées
rapidement apres l'infection, du fait de la réplication virale exponentielle. Il existe donc
plusieurs systemes « d’entonnoir », permettant la transmission d’une seule souche virale bien
que la diversité génétique intra-individuelle soit importante (Joseph et al. 2015). Le variant

ayant transmis l'infection est ainsi appelé transmis/fondateur (transmitted/founder, T/F).

2. Physiopathologie

L'infection par le VIH-1 conduisant au sida évolue en plusieurs phases qui peuvent se succéder
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dans le temps (Figure 11) :

La primo-infection : deux a six semaines apres la contamination, la multiplication
virale est active, le nombre de lymphocytes T CD4" auxiliaires diminue
progressivement et le virus se propage dans I'organisme (Sleasman and Goodenow
2003). Elle est aussi appelée phase de virémie aigué. L’organisme a besoin de six a
huit semaines pour mettre en place une défense immunitaire permettant de
diminuer la charge virale. La baisse de la charge virale est concomitante d’une
augmentation du nombre de lymphocytes T CD4* et la séroconversion se
caractérise par l'apparition d’anticorps spécifiques des protéines du VIH-1. Les
symptdmes cliniques de la primo-infection sont en général similaires a ceux de la

mononucléose.

La phase asymptomatique ou phase de latence : elle dure en moyenne une dizaine
d’années. La dégradation du systeme immunitaire est reliée a une diminution
graduelle du taux de lymphocytes T CD4*. Lors de cette période, il y a un équilibre
entre la production de virus et son élimination. Le virus peut également rester a
I’état latent dans des cellules réservoirs (lymphocytes T CD4* mémoires ou
macrophages). C’'est durant cette période qu’apparaissent différents variants du

virus.

La phase symptomatique (sida) : cette phase, durant laquelle le systéme
immunitaire est trés affaibli, est caractérisée par une augmentation importante de
la charge virale ainsi que par un effondrement du taux de lymphocytes T CD4* en
dessous d’un seuil critique. Cette phase symptomatique dure en moyenne deux a
quatre ans et de nombreuses maladies opportunistes apparaissent. Ce sont ces

maladies opportunistes qui conduisent a la mort du patient.
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Augmentation de la diversité génétique

v

Primo- Phase Phase
infection asymptomatique symptomatique
Charge virale
(copies d’ARN / mL de plasma)
Nombre de lymphocytes T CD4*
y7i
7
03 6 9 12 1 23 4 5 6 7 8 9 10
Semaines Années

Figure 11 : Evolution naturelle de I'infection par le VIH-1.

Le nombre de lymphocytes T CD4* diminue (courbe orange), a I'inverse de la charge virale (copies d’ARN / mL de
plasma) qui augmente (courbe bleue) au cours du temps. Il est également rappelé que la diversité génétique

intra-individuelle du virus augmente avec I'évolution de I'infection.

3. Réservoir du VIH-1

a. Diversité cellulaire et distribution anatomique

Le réservoir du VIH-1 peut étre défini comme I'ensemble des cellules cibles du VIH-1 qui ont
intégré le virus dans leur génome. Ces cellules cibles sont nombreuses : lymphocytes T CD4,
monocytes-macrophages, cellules dendritiques et cellules de la microglie cérébrale. Certaines
de ces cellules ont une demi-vie trés longue, ce qui prédit la persistance virale (Strain et al.

2003).

Les compartiments anatomiques identifiés comme réservoirs du VIH-1 sont principalement le
tissu lymphoide associé au tractus digestif ainsi que les ganglions lymphatiques (Estes et al.
2017) (Figure 12). Les autres compartiments sont le sang, le cerveau, les poumons, la rate, les

reins, le tissu adipeux, la moelle osseuse et le tractus génital.
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La diversité des types cellulaires ainsi que leur multiple localisation anatomique, allant du
tractus génital au systéeme nerveux central, créent autant de sanctuaires qui peuvent abriter

le VIH-1.

Cerveau
Thymus et ganglions
lymphatiques
Poumons
Sang
Rate
Tissu  lymphoide Rein
associé au tractus Tissu
digestif adipeux
Tractus
génital

Moelle osseuse

Figure 12 : Distribution anatomique des réservoirs du VIH-1 (Adapté de (Avettand-Fénoél et

al. 2016)).

Les compartiments anatomiques identifiés comme réservoirs du VIH-1 sont, par ordre quantitatif décroissant :
le tissu lymphoide associé au tractus digestif, le thymus et les ganglions lymphatiques ainsi que les autres
compartiments (sang, cerveau, poumon, rate, rein, tissu adipeux, moelle osseuse et tractus génital) (Estes et al.

2017).
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b. Technigues de mesure du réservoir

Différentes techniques de détection et de quantification des réservoirs du VIH-1 sont
retrouvées dans la littérature. Elles font appel soit a de la culture virale apres induction, soit a

de la biologie moléculaire.

La premiere approche, plus fonctionnelle, consiste a mettre en culture des cellules cibles du
VIH-1 puis a les stimuler et enfin a détecter la production de particules virales. Cette
technique, nommée QVOA pour quantitative viral outgrowth assay a été I'une des premieres
techniques utilisées historiguement (Chun et al. 1998). Différents types de cellules peuvent
ainsi étre étudiés, provenant de différents compartiments anatomiques réservoirs, sanguins

ou autres.

La seconde approche consiste a mettre en évidence le génome du VIH-1 sous sa forme ADN
par des techniques de biologie moléculaire. L'ADN du VIH-1 peut étre présent dans la cellule
sous formes intégrées (provirus) ou sous formes non-intégrées (cercles 2-LTR, cercles 1-LTR,

ADN linéaire non intégré) (Lewin and Rouzioux 2011).

4. Cas particuliers des patients HIC et LTNP

La grande majorité (> 90 %) des personnes infectées par le VIH, dénommée ici individus «
progresseurs chroniques » (abrégé en « Chroniques ») (Figure 13), va évoluer vers la maladie
en absence de traitement antirétroviral, comme détaillé précédemment (voir paragraphe I-
D-2 ci-dessus).

De facon remarquable, un groupe extrémement rare de personnes infectées parle VIH (<1 %
des patients) : les HIV controllers (HIC), parvient a controler spontanément la réplication virale
en absence de traitement antirétroviral, maintenant une charge virale en dessous de la limite
de détection (Figure 13) (Lambotte et al. 2005; Grabar et al. 2009; Sdez-Cirién and Pancino
2013).

Un autre groupe de personnes vivant avec le VIH, dénommé Long-term non-progressors
(LTNP) maintient un statut immunologique stable (taux de lymphocytes T CD4* constant) en
absence de thérapie antirétrovirale (Figure 13) (Martinez et al. 2005). Les LTNP sont donc
capables de préserver une réponse immunitaire mais peuvent cependant présenter une

virémie détectable.
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Certaines personnes vivant avec le VIH cumulent les deux particularités : maintien de la charge

virale indétectable et taux de lymphocytes T CD4* constant.

De plus, le réservoir du VIH-1 est significativement plus petit chez les HIC que chez les patients
traités, avec une faible concentration d'ADN viral dans différents sous-types de lymphocytes
T CD4* circulants dans le sang ainsi que dans le tissu rectal (Deeks and Walker 2007; Dalmasso

et al. 2008; Avettand-Fenoel et al. 2008).

Le statut immunologique de ces contréleurs HIC et LTNP pourrait représenter I'objectif a
atteindre par de nouveaux traitements ou de nouvelles stratégies vaccinales. Les virus
infectant les HIC ou les LTNP sont capables de se répliquer normalement, le phénotype
particulier de ces personnes n’est donc pas lié a une infection par des virus déficients mais
vraisemblablement a différentes caractéristiques immunologiques permettant une réponse
adéquate face a l'infection (Sdez-Cirion et al. 2011). IIs représentent donc un groupe unique

pour I'étude des parametres associés au contréle du VIH.

Différentes réponses immunitaires cellulaires ou humorales, que nous détaillerons dans le
paragraphe Il ci-dessous, pourraient donc jouer un réle dans le contréle de I'infection observé

chez les patients HIC et les LTNP.
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Nombre de lymphocytes T CD4*
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« Chroniques »
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Figure 13 : Différences d’évolution face a I'infection par le VIH-1.

Les personnes vivant avec le VIH appelées ici « Chroniques » présentent, en absence de traitement antirétroviral,

une diminution de leur nombre de lymphocytes T CD4* (courbe orange) et une augmentation de leur charge

virale (ARN viral / mL de plasma, courbe bleue) au cours du temps. Les patients Long term non progressors (LTNP)

parviennent a maintenir un taux stable de lymphocytes T CD4* en absence de traitement antirétroviral (courbe

pointillée orange), tandis que les patients HIV controllers (HIC) parviennent a maintenir une charge virale

indétectable en absence de traitement antirétroviral (courbe pointillée bleue).
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Réponse immunitaire face a l'infection par le VIH-1

Les personnes infectées par le VIH-1 présentent de fortes réponses immunitaires cellulaires
et humorales. Cependant, ces réponses se révelent insuffisantes dans la grande majorité des
cas.

La réponse cellulaire adaptative fait référence a I'activité des lymphocytes T CD4* et CD8*

tandis que la réponse humorale concerne la production et I'activité des anticorps.

1. Lymphocytes T CD4" auxiliaires

Les lymphocytes T CD4* ou lymphocytes T auxiliaires ou helper sont les cibles principales du
VIH-1. lIs expriment a leur surface le cluster de différenciation 4 (CD4), ce qui leur permet de
reconnaitre les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) ou human
leukocyte antigen (HLA) de classe Il, présentes a la surface des cellules présentatrices

d’antigene.

Ces cellules participent a la lutte contre l'infection de par leur fonction principale de
stimulation des lymphocytes B et des lymphocytes T CD8*, mais aussi de par leur activité

antivirale directe grace a la production de cytokines (interféron (IFN)-y et B-chimiokines).

On distingue parmi les lymphocytes T helper (LTh) (Eyerich et al. 2009; Zhu, Yamane, and Paul
2010; Linterman et al. 2011) :
e Les LTh effecteurs, acteurs de la réponse immunitaire (Thl (soutenant la
réponse cellulaire), Th2 (impliqués dans la réponse humorale), Th17, Th9,
Th22 et Tfh (lymphocytes T folliculaires helper)).
e Les LTh régulateurs, contrélant la réponse immunitaire (Treg naturels

(nTreg), Treg induits (iTreg) et Tfh régulateurs (Tfr)).

La différenciation d’'un lymphocyte T CD4* en LTh effecteur est conditionnée par un

environnement cytokinique propre a chaque sous-type (Figure 14).
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Th17

LT CD4" naif

bC Th22

Tfh

iTreg

Figure 14 : Différenciation d’'un lymphocyte CD4* naif en lymphocyte T helper (Rouers, Jeger-
Madiot, et al. 2017).

Selon les cytokines produites par la cellule dendritique (DC), le lymphocyte T (LT) CD4* naif se différencie en un
lymphocyte T helper (LTh) particulier. Chaque LTh est associé a I'expression d’un facteur de transcription «
signature ».

Bcl6 : B-cell lymphoma 6, BNC2 : Basonuclin 2, DC : cellule dendritique, FOXO4 : Forkhead Box O4, Foxp3 :
forkhead box P3, GATA3 : GATA binding protein 3, IFN : interferon, IL : interleukine, iTreg : induced T regulatory
cell, LT : lymphocyte T, Thet : T-box transcription factor, Tth : T follicular helper cell, TGF : transforming growth

factor, Th : T helper, TNF : tumor necrosis factor, ROR : RAR-related orphan receptors.

Les Tfh interagissent avec les lymphocytes B dans les organes lymphoides secondaires, qui
sont les organes ol sont présentés les antigenes et ol les réponses immunitaires s’initient.
Cette interaction permet aux lymphocytes B de se différencier en cellules produisant des
anticorps de haute affinité, constituant une barriere efficace et durable contre différents
pathogeénes. Les lymphocytes B se différencient ensuite en cellules mémoires ou en

plasmocytes, cellules sécrétrices d’anticorps (voir paragraphe 1I-B-1 ci-dessous).
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2. Lymphocytes T CD8* cytotoxiques

Les lymphocytes T CD8* ou lymphocytes T cytotoxiques expriment a leur surface le CD8, ce qui
leur permet de reconnaitre les molécules du CMH de classe |, présentes sur toutes les cellules

nucléées de I'organisme.

La phase de virémie aiglie suivant l'infection par le VIH-1 est associée a l'activation des
lymphocytes T CD8* : leur nombre augmente jusqu'a un taux 20 fois supérieur a la normale,
tandis que le nombre de lymphocytes T CD4* diminue fortement. Les lymphocytes T CD8*
peuvent agir contre le VIH de deux manieres différentes au cours de la primo-infection : soit
en détruisant directement les cellules infectées par le VIH soit en sécrétant des cytokines (IFN-

Y, tumor necrosis factor (TNF)-a, IL-2) (Betts et al. 2006).

La réponse humorale spécifique est caractérisée par la production d’anticorps spécifiques du

VIH-1 suite a I'activation des lymphocytes B.

1. Lymphocytes B

Quatre grandes populations de lymphocytes B, exprimant toutes le marqueur CD19, sont
présentes dans le sang (Kaminski et al. 2012) :

e Les lymphocytes B immatures/transitionnels.

e Les lymphocytes B matures naifs.

e Les lymphocytes B mémoires. Ce sont des cellules quiescentes a longue
durée de vie qui pourront rapidement étre mobilisées lors d’'une seconde
rencontre avec I'antigéne pour lequel ils ont été sélectionnés.

e Les cellules sécrétrices d’anticorps :

o Les plasmocytes, qui se différencient dans la moelle osseuse et qui
ont une longue durée de vie.

o Les plasmablastes. Ce sont des plasmocytes a courte durée de vie,
sécrétant des quantités importantes d’anticorps dans les organes

lymphoides secondaires et dans le sang.
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Les lymphocytes B mémoires sont essentiels pour maintenir une immunité humorale a long
terme et peuvent étre divisés en quatre classes en se basant sur I'expression des marqueurs
CD21 et CD27 (Moir and Fauci 2009) :

e Activated memory (AM) : CD27+CD21".

® Resting memory (RM) : CD27*CD21".

e Intermediate memory (IM) : CD27'CD21*.

e Tissue like memory (TLM) : CD27°CD21".

Les populations de lymphocytes B du sang sont altérées lors de I'infection par le VIH (Moir and
Fauci 2013). Globalement, les lymphocytes B immatures/transitionnels, les plasmablastes, les
lymphocytes B AM et TLM sont augmentés dans le sang de patients infectés par le VIH non
traités, en comparaison a des donneurs sains. Au contraire, les lymphocytes B RM, impliqués

dans le maintien de la réponse humorale, sont diminués (Moir and Fauci 2013).

2. Cinétigue d’apparition des anticorps spécifiques du VIH-1 in vivo

La réponse humorale initiale dirigée contre le VIH-1 peut étre détectée environ une semaine
apres l'infection. Ces premiers anticorps sont dirigés contre la glycoprotéine de fusion gp41
puis contre la glycoprotéine d’enveloppe gp120 (Figure 15). Ils sont cependant incapables de
neutraliser les particules virales (Tomaras et al. 2008). Les premiéres activités neutralisantes
autologues apparaissent plus tardivement, plusieurs mois apres I'infection. Ces anticorps dits
autologues reconnaissent uniqguement les souches transmises lors des premiers événements
de l'infection : les virus transmis/fondateurs (T/F) (Moog, Spenlehauer, et al. 1997). A cause
de la pression de sélection liée a cette réponse, de nombreuses mutations apparaissent sur
les glycoprotéines d’enveloppe, ce qui induit un échappement viral (Wei et al. 2003). De ce
fait, les nouvelles particules virales produites échappent aux anticorps autologues (Moog,
Spenlehauer, et al. 1997). Quelques années plus tard (entre deux et quatre ans), des anticorps
neutralisants dirigés contre les nouveaux variants se développent. Ces anticorps sont capables
de neutraliser de maniere croisée différentes souches virales (neutralisation hétérologue).
Cependant, seulement 10 a 20 % des individus infectés par le VIH-1 développent ce type
d’anticorps (Li et al. 2007; Gray et al. 2009). De plus, seulement 1 % d’entre eux environ
démontrent une activité neutralisante large et efficace contre la majorité des isolats primaires

en circulation. Ces anticorps sont appelés anticorps neutralisants a large spectre (Simek et al.
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2009). lIs résultent d’une longue maturation de la réponse immunitaire et donc de contacts
répétés avec l'antigéne, nécessitant de nombreuses mutations somatiques et une longue
chaine lourde HCDR3 (heavy chain complementarity-determining region 3) (Walker et al.
2011). La longue maturation nécessaire a l'activité de ces anticorps neutralisants a large
spectre représente un obstacle au développement d’un vaccin préventif cherchant a induire

ce type de réponse (Yu and Guan 2014).
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Figure 15 : Réponse humorale face a I'infection par le VIH-1 au cours du temps (Adapté de

(Alter and Moody 2010)).

La réponse est initiée par des anticorps non neutralisants dirigés contre les protéines gp41 et gp120 puis par des
anticorps neutralisants autologues. Cette réponse entraine un échappement viral. Une faible proportion de
personnes infectées est capable de développer des anticorps neutralisants a large spectre plusieurs années aprés

la séroconversion.

3. Mécanismes d’inhibition du VIH-1 par les anticorps

Les anticorps produits par les lymphocytes B activés peuvent inhiber le VIH-1 grace a différents
mécanismes (Figure 16). Ceux-ci dépendent du domaine Fab (Fragment antigen binding)
(Figure 16 A) ou du domaine Fc (Fragment cristallisable) des anticorps (Figure 16 B et C), aussi

appelés immunoglobulines (voir paragraphe 1I-B-4 ci-dessous).
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Figure 16 : Différents mécanismes d’inhibition du VIH-1 par les anticorps (Adapté de
(Peressin, Holl, and Moog 2014)).

A : Neutralisation des particules virales reconnues par le domaine Fab (Fragment antigen binding) des anticorps
neutralisants (AcN).

B : Opsonisation des particules virales par les anticorps neutralisants (AcN) ou non neutralisants inhibiteurs
(AcNoNI). La liaison entre domaine Fc (Fragment cristallisable) de I'anticorps et le RFc d’une cellule effectrice
induit la phagocytose des complexes immuns.

C: L’ADCC (cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps) correspond a la reconnaissance d’une
cellule infectée par un anticorps. La fixation au récepteur Fc spécifique sur une cellule effectrice conduit a la lyse

de la cellule infectée.

a. Neutralisation

La neutralisation est la capacité d’un anticorps a inhiber la réplication virale in vitro, en
I'absence d’autres composants tels que les molécules du complément ou les récepteurs du
domaine Fc (RFc) des anticorps (Burton 2002).

La neutralisation requiert I'interaction entre le paratope situé au niveau du domaine Fab de

I'anticorps et I'épitope présent sur le virus (Figure 16 A). Le recouvrement du virus par les
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anticorps est nécessaire et suffisant pour neutraliser la particule virale, empéchant ainsi sa
fixation sur sa cellule cible. L’anticorps neutralisant peut donc inhiber des événements
survenant aprés l'attachement : fixation au corécepteur ou fusion du virus (Klasse and

Sattentau 2002).

Les anticorps neutralisants (AcN) spécifiques du VIH-1 sont capables de reconnaitre des
épitopes précis localisés sur les glycoprotéines de surface du virus. Plusieurs anticorps
monoclonaux dirigés contre différents épitopes de I'enveloppe du virus ont été décrits pour
leurs capacités a neutraliser un large spectre d’isolats primaires du VIH-1 et seront détaillés

dans le paragraphe II-B-5 ci-dessous.

b. Mécanismes liés aux récepteurs Fcy

Le domaine Fc des anticorps est capable d’interagir avec les récepteurs pour le domaine Fc
des immunoglobulines G (IgG) ou RFcy, présents a la surface de différentes cellules du systeme
immunitaire comme les neutrophiles, les macrophages, les cellules dendritiques ou les cellules
NK, mais qui sont absents de la plupart des lymphocytes T (Holl, Peressin, Schmidt, et al. 2006;
Forthal and Moog 2009).

L'Homme exprime neuf RFcy : les six RFcy classiques : RFcyl (CD64), RFcylla (CD32a), RFcyllb
(CD32b), RFcyllc (CD32c), RFcyllla (CD16a) et RFcylllb (CD16b, spécifique des neutrophiles)
ainsi que : RFcn (néonatal), RFcL5 (CD307) et TRIM21 (tripartite motif-containing protein 21)
(Figure 17) (Gillis et al. 2014). Ces récepteurs lient les IgG exprimées a la surface de certaines

cellules, a I'exception de RFcn et TRIM21, qui lient les I1gG une fois internalisées.

Notre intérét porte sur les six RFcy classiques, qui présentent des affinités distinctes pour les
différents sous-types d’IgG (IgG1 a 4) (Figure 19) et qui différent également par les signaux
intracellulaires qu’ils déclenchent. Le RFcyllb est I'unique récepteur transmettant un signal
inhibiteur via un ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif). Les autres
récepteurs, excepté le RFcylllb ancré par le GPI (glycosylphosphatidylinositol), transmettent
des signaux activateurs via un ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif). L'ITAM

est présent dans le domaine cytoplasmique du RFcylla et du RFcyllc, tandis que les RFcyl et

Caractérisation du profil d’anticorps et de leurs activités inhibitrices chez des patients

controéleurs du VIH

60



Introduction : Réponse immunitaire face a l'infection par le VIH-1

RFcyllla n’en possedent pas et doivent interagir avec la chaine T du CD3 (Nimmerjahn and

Ravetch 2008).

La plupart des cellules du systeme immunitaire expriment a la fois les RFcy activateurs et
inhibiteurs (Figure 17). Cependant, les cellules NK et les cellules dendritiques plasmacytoides
n‘expriment que les récepteurs activateurs tandis que les lymphocytes B expriment
uniguement les récepteurs de type inhibiteur. De plus, contrairement a ce qui avait été
précédemment décrit (Figure 17), les lymphocytes T exprimeraient également les RFcy.
L'expression des RFcy activateurs peut étre stimulée par des facteurs pro-inflammatoires tels
que le lipopolysaccharide (LPS), des cytokines de type Thl (IFN-y) ou de certains composants
du systeme du complément (C5a). Au contraire, les cytokines de type Th2 (interleukine (IL)-4,
IL-10, transforming growth factor (TGF)-B) peuvent induire la dérégulation de I’expression des
RFcy de type activateur au profit de l'augmentation de I'expression des RFcy de type

inhibiteur.

L’activité biologique des anticorps liée a leurs interactions avec les RFcy joue un réle
primordial dans la réponse immunitaire contre le VIH-1, via les activités d’ADCP (antibody-
dependent cellular phagocytosis), d’ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) ou
d’ADCVI (antibody-dependent cell-mediated virus inhibition), mécanismes qui seront détaillés

dans les paragraphes suivants.
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Human IgG receptors
Name FcyRI FcyRIIA FcyRIIB FcyRIIC? FeyRINA FcyRINB FcRn TRIM21 FcRLS
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Figure 17 : Expression des récepteurs Fcy humains en fonction du type de cellule (Gillis et al.

2014).

ITAM : immunoreceptor tyrosine-based activation motif, y2: dimére des sous-unités FcRy, ITIM:
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif, GPI : glycosylphosphatidylinositol, 2m : f2-microglobuline, + :
expression, (+): expression inductible, +/-: rare, -: pas d’expression et NA: non analysé, Mono/Macro :

monocytes et/ou macrophages.

La reconnaissance de la particule virale par le domaine Fab de l'anticorps peut étre
concomitante a l'interaction entre le domaine Fc de ce méme anticorps avec les RFcy exprimés
a la surface de certaines cellules immunitaires (Holl et al. 2004; Holl, Peressin, Decoville, et al.
2006; Holl, Peressin, Schmidt, et al. 2006; Peressin et al. 2011). Cette interaction entre le
domaine Fc de I'anticorps et son récepteur entraine la phagocytose de la particule virale
opsonisée (Figure 16 B). Plusieurs types de cellules sont responsables de ce mécanisme appelé
antibody-dependent cellular phagocytosis (ADCP) : les monocytes, les macrophages ainsi que
les neutrophiles. L’'internalisation du pathogene ainsi opsonisé permet ensuite son

élimination.

L’activité ADCP peut étre détectée en présence d’anticorps neutralisants (AcN) ou de certains

anticorps non-neutralisants, alors dénommés anticorps non-neutralisants inhibiteurs
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(AcNoNl). Il a été montré que pour certains anticorps spécifiques du VIH-1, la fixation des
complexes immuns aux RFcy situés a la surface de cellules présentatrices d’antigenes est
capable d’induire une diminution de la réplication virale in vitro (Holl, Peressin, Schmidt, et al.
2006). Une étude sur des lignées cellulaires TZM-bl exprimant les RFcy a montré que les RFcyl
et RFcyllb potentialisaient les activités neutralisantes d’anticorps dirigés contre la gp41 (Perez
et al. 2009). Les auteurs suggérent deux mécanismes possibles pour cette potentialisation des
effets des anticorps : une meilleure cinétique par exposition des anticorps a la surface de la
cellule ou bien la phagocytose. Une autre étude dans un modele de lignée cellulaire exprimant
les RFcy incubée avec des billes couplées a la gp120 a démontré une activité de phagocytose

médiée par le domaine Fc des anticorps (Ackerman et al. 2013).

Des études ont montré que cette activité ADCP était associée a une activité protectrice dans
le modele macaque apreés une infection par voie rectale (Barouch et al. 2013, 2015; Tuero et

al. 2015).

L'antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC) est un mécanisme impliquant a la fois
des composants de I'immunité innée et de I'immunité adaptative. L’anticorps fixé par son
domaine Fab sur la cellule infectée (exprimant a la surface les protéines d’enveloppe du VIH-
1) est reconnu via son domaine Fc par le RFc d’une cellule NK (Figure 16 C). Cette interaction
entraine la destruction de la cellule infectée par la libération par la cellule NK de granules
cytotoxiques (granzymes et perforine), de chimiokines, d’oxyde nitrique ou de dérivés réactifs

de I'oxygéne (Chung et al. 2008; Lee and Kent 2018).

L'antibody-dependent cell-mediated virus inhibition (ADCVI) est similaire a I’ADCC, résultant
de l'interaction entre des cellules cibles, des anticorps et des cellules exprimant les RFcy.
L’ADCC se focalise sur la mortalité des cellules infectées, tandis que I’ADCVI mesure, in vitro,
I'effet global des anticorps sur la réplication du virus en présence de cellules effectrices. Une
partie de I’ADCVI est ainsi le reflet de 'ADCC, mais des effets non cytolytiques comme
I'inhibition dépendante des RFcy ou la production de B-chimiokines peuvent également jouer

un réle dans l'inhibition du virus (Forthal and Moog 2009).
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Le systeme du complément est composé de plusieurs protéines et constitue un élément clé
de la réponse immunitaire innée. Il peut également faire le lien entre la réponse innée et
adaptative, par une activation suite a la reconnaissance d’un pathogéne (voie alterne et voie
des lectines) ou suite a la reconnaissance d’un anticorps fixé a la surface d’'un pathogéne ou
d’une cellule infectée. Les trois voies du complément (classique, voie des lectines et voie
alterne) convergent toutes vers la formation du complexe d’attague membranaire, qui permet
la lyse du pathogene ou de la cellule infectée (Blue, Spiller, and Blackbourn 2004). En plus de
cette activité de lyse, le complément possede des propriétés d’opsonisation, déclenchant la

phagocytose, ainsi que des propriétés de chimiotactisme.

Méme si la voie classique du complément joue un role important dans lyse du VIH-1 au cours
de linfection, certaines études démontrent que cette activité est faible en comparaison a
d’autres virus. De plus, le complément pourrait jouer un réle néfaste en favorisant I'infection
des cellules attirées par chimiotactisme (cellules dendritiques, macrophages ou lymphocytes
T) (Blue, Spiller, and Blackbourn 2004; Huber and Trkola 2007; Stoiber et al. 2008).

Lors du bourgeonnement du VIH-1, des protéines cellulaires impliquées dans la régulation du
complément, comme CD46 (MCP, membrane cofactor protein) ou CD55 (DAF, decay-
accelerating factor), sont incorporées dans I’enveloppe de la particule virale, ce qui permet au

virus d’échapper au systeme du complément (Stoiber et al. 2008).

La trogocytose est un processus biologique durant lequel des fragments de membrane
plasmique sont transférés entre deux cellules immunitaires au sein d’une synapse
immunologique. Deux types de trogocytose existent: la trogocytose médiée par des
molécules d’adhésion (lors de la Iésion des molécules du CMH sur les cellules présentatrices
d’antigénes aux lymphocytes T CD8" par exemple) et I'antibody-dependent cellular
trogocytosis (ADCT), qui implique la liaison d'un anticorps a un antigene a la surface de la
cellule cible et la liaison concomitante de la partie Fc de I'anticorps a un récepteur Fc sur la
cellule effectrice. La trogocytose médiée par le domaine Fc a déja été décrite pour les
anticorps anticancéreux et entraine I'élimination des fragments de membranes des cellules

cibles.
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Dans une étude récente, Richardson et al. ont développé un test afin d’étudier '’ADCT des
anticorps anti-VIH a partir de prélevements de patients infectés (Richardson, Crowther, et al.
2018). Les auteurs ont ainsi montré des activités ADCT supérieures chez les patients
développant des anticorps neutralisants a large spectre. Les activités ADCT étaient corrélées
a la puissance de neutralisation alors qu’aucune corrélation n’a été trouvée avec les activités
d’ADCP, d’ADCC ou d’ADCD. Les auteurs suggerent donc que I’ADCT représente une nouvelle
activité médiée par le domaine Fc des anticorps, qu’il serait intéressant de développer dans le

cadre d’un vaccin préventif ou curatif contre le VIH.

4. Sous-types d’lgG et controle du VIH-1

Les immunoglobulines G (IgG) représentent 10 a 20 % des protéines du plasma et sont la classe
majeure (75 %) des cinq classes d’immunoglobulines humaines (IgM, IgD, 1gG, IgA et IgE)
(Vidarsson, Dekkers, and Rispens 2014).

Les 1gG sont constituées de quatre chaines polypeptidiques identiques deux a deux : deux
chaines lourdes (H pour heavy) ainsi que deux chaines légéres (L pour light) (Figure 18).
Chaque chaine lourde est constituée d’'un domaine N-terminal variable (VH) et de trois
domaines constants (CH1, CH2 et CH3) ainsi que d’une région additionnelle : la région
charniére, située entre les domaines CH1 et CH2. De la méme facon, les chaines légéres sont
constituées d’'un domaine N-terminal variable (VL) et d’un domaine constant (CL). La chaine
légere s’associe aux domaines VH et CH1 pour former le domaine Fab (fragment antigen
binding), reconnaissant les épitopes. La partie basse de la région charniére et les domaines
CH2 et CH3 forment le domaine Fc (fragment cristallisable), reconnu par les RFcy a la surface
des cellules immunitaires. Ces domaines Fab et Fc permettent les différentes activités

antivirales des anticorps décrites dans le paragraphe II-B-3 ci-dessus.

Les IgG sont divisées en quatre sous-types, nommés en fonction de leur
abondance décroissante : IgG1, IgG2, IgG3 et 1gG4.

La diversification isotypique des IgG intervient dans le processus de différenciation des
lymphocytes B et de maturation de la réponse anticorps, qui se produit dans les centres

germinaux des follicules lymphoides a la suite de I'interaction entre les lymphocytes B naifs
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avec des cellules dendritiques folliculaires et des lymphocytes T folliculaires auxiliaires

(appelées lymphocytes Tfh pour follicular helper T cells) (Ma et al. 2012).

La commutation isotypique des immunoglobulines au cours de la différenciation des
lymphocytes B ou commutation de classe se produit par la recombinaison des genes de la
chaine lourde de I'immunoglobuline, avec une commutation en IgG2 et IgG4 en aval des 1gG3
et 1gG1 (Pan-Hammarstrom, Zhao, and Hammarstrom 2007), ce qui entraine un élargissement
des fonctions médiées par le domaine Fc des IgG ainsi que des différences de structure en
fonction du sous-type d’lIgG (Figure 18). Les quatre sous-types d’lgG sont ainsi hautement
conservés et different dans la structure de leur domaine constant et plus particulierement

dans la région charniere et le domaine CH2 (Vidarsson, Dekkers, & Rispens, 2014).

VH CH1
Domaine /
Fab VL
CL .
) région
Domaine CH2 N
Fc charniéere
CH3
1gG1 1gG2 1gG3 1gG4

Figure 18 : Différence de structures des quatre sous-types d’immunoglobulines G (IgG)

(Adapté de (Vidarsson, Dekkers, and Rispens 2014)).

Les IgG sont constituées de deux chafnes lourdes (H pour heavy), en rouge et de deux chaines légéeres (L pour
light), en jaune. Chaque chaine lourde est constituée d’'un domaine N-terminal variable (VH) et de trois domaines
constants (CH1, CH2 et CH3) ainsi que d’une région charniére. Les chaines légéres sont constituées d’'un domaine
N-terminal variable (VL) et d’'un domaine constant (CL). Le domaine Fab (fragment antigen binding) est formé
par la chaine Iégére et les domaines VH et CH1. Le domaine Fc (fragment cristallisable) est formé par la partie
basse de la région charniére et les domaines CH2 et CH3. La liaison des chaines, la longueur de la région charniére
et le nombre de ponts disulfures connectant les deux chaines lourdes sont indiqués pour les quatre sous-types

d’IgG.

De plus, les sous-types d’lgG possedent des affinités différentes pour les différents récepteurs
Fcy (RFcy) présents a la surface des cellules immunitaires (Figure 19). Les IgG1 et les 1gG3

possedent ainsi de fortes affinités pour les RFcy.
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Human IgG receptors
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Figure 19 : Affinité des quatre sous-types d’immunoglobulines G (IgG) pour les récepteurs
Fcy (Gillis et al. 2014).

Les alléles sont identifiés par le variant d'acide aminé dans la protéine (par exemple H131) ou par le nom des
variants alléliques (NA1, NA2 ou SH). Les affinités de liaison pour les sous-types d'immunoglobulines sont
indiquées en ML, Les interactions de haute affinité sont indiquées en gras.

ITAM : immunoreceptor tyrosine-based activation motif, y2: dimére des sous-unités FcRy, ITIM:
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif, GPI : glycosylphosphatidylinositol, B2m : f2-microglobuline, - :
pas de liaison, ND : non déterminé, 4 : aucun variant allélique n'a encore été décrit affectant I'affinité de liaison,

# : s’associe aux intégrines.

Le changement vers les différents sous-types d’lgG pourrait participer au contrdle de la
réplication du VIH observé chez les HIC. En effet, une étude a démontré un lien entre le
controle de l'infection et la capacité des sérums des HIC a effectuer de multiples fonctions
effectrices (polyfonctionnalité) (Ackerman et al. 2016). Dans cette étude, la phagocytose, la
liaison au Fc, 'ADCC et I'activation de la cascade du complément ont été étudiées. Or, ces
activités sont liées a la capacité des anticorps a lier les RFcy, qui est directement influencée

par le sous-type d’lgG (Figure 19).

De plus, une étude récente a montré un lien entre la diversité des sous-types d’IgG et le
développement d’anticorps neutralisants a large spectre, également corrélée a la

polyfonctionnalité des domaines Fc des anticorps (Richardson et al. 2018).
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De nombreuses études soulignent ainsi I'intérét des différents sous-types d’lgG dans le

controle de I'infection par le VIH-1 et seront détaillées dans les paragraphes suivants.

a. lgG1l

Les IgG1 sont les IgG les plus abondantes dans le sérum (66 %).

Le sous-type d’lgG anti-VIH-1 majoritaire est le sous-type IgG1, avec des réponses dirigées
contre toutes les protéines du virus (Env, Pol et Gag). Cependant, méme si les réponses
spécifiques du VIH-1 sont principalement du sous-type I1gG1, les proportions des différents
sous-types d’lgG sont variables selon les individus, leur statut HLA ainsi que leurs parametres

cliniques (Binley et al. 2008; Banerjee et al. 2010; French et al. 2013; Ackerman et al. 2016).

La plupart des anticorps neutralisants monoclonaux développés jusqu’ici sont de sous-type
IgG1 (2F5, 1gG1 b12, 2G12...) (voir paragraphe II-B-5 ci-dessous). De plus, les IgG1 et les 1gG3
possedent de plus fortes affinités pour les RFcy que les 1gG2 et les 1gG4 (Figure 19) (Vidarsson,
Dekkers, and Rispens 2014).

Plusieurs études effectuées principalement sur des cohortes d’individus infectés par un virus
de sous-type B ont démontré que les niveaux d’lgG1 anti-p24 étaient associés au contréle viral
ainsi qu’a une progression plus lente vers la maladie (pour résumé (French, Abudulai, and
Fernandez 2013)). Plus récemment, une autre étude effectuée cette fois sur des individus
chroniquement infectés par un virus de sous-type C et traités par des antirétroviraux, a montré
que les IgG1 anti-p24 étaient le seul sous-type d’IgG associée au contrdle viral (Chung et al.
2018). Les forts taux d’lgG1l étaient également associés a de plus fortes réponses ADCP et

ADCC.

De facon intéressante, une étude récente chez des souris a montré que la glycosylation de
I’enveloppe du VIH impactait les réponses en sous-types d’lIgG (Hel et al. 2019). Les auteurs
ont identifié le domaine C2V3 de I'enveloppe comme responsable de fortes réponses de sous-
type IgG1 ainsi que de la production de cytokines de type Th2. En supprimant tous les sites de
glycosylation potentiels du domaine C2V3 par mutagenese, les réponses induites par

vaccination ont changé vers une réponse Thl et un équilibre entre les sous-types IgG2a et
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IgG1.

b. I1gG2

Les 1gG2 sont présentes de fagon moins importante que les 1gG1l dans le sérum, elles

représentent 23 % des IgG.

De fagon intéressante, il a été reporté que les IgG2 sont trés rares chez les personnes avec un
stade avancé d’infection par le VIH (Mergener et al. 1987) et que de faibles taux d’lIgG2 anti-

gp41 pourraient étre corrélés a des manifestations cliniques (Lal et al. 1991).

En addition a des activités de neutralisation et d’inhibition médiées par leur domaine Fc, les
IgG2 pourraient également participer a la régulation de la réponse immune. En effet, la plupart
des 1gG2 reconnaissent des phospholipides et des carbohydrates (Mikolajczyk et al. 2004) et
il a été montré que les anticorps anti-phospholipides augmentaient transitoirement durant la
phase aiglie de la plupart des maladies infectieuses et pourraient avoir des fonctions

régulatrices bénéfiques (Avrameas et al. 2007).

c. IgG3

Les IgG3 sont présentes en moindre quantité dans le sérum (7 % des 1gG).

Tout comme les IgG1, les IgG3 possedent de fortes affinités pour les RFcy (Vidarsson, Dekkers,
and Rispens 2014) et ont donc des activités antivirales supérieures.
Il a été proposé que le sous-type IgG3 puisse permettre d’augmenter la fonction inhibitrice

des anticorps (Cavacini et al. 2003).

L’étude des prélevements de I'essai vaccinal de phase Il RV144, ayant montré un taux de
protection de 31 % (Rerks-Ngarm et al. 2009), a pour la premiére fois prouvé l'intérét de ce
sous-type dans le cadre d’une infection par le VIH-1, en démontrant que des réponses
anticorps de sous-type 1gG3 dirigées contre la protéine Env étaient détectées et entrainaient

une diminution du risque d’infection (Yates et al. 2014).

d. 18G4

Les IgG4 ne représentent que 4 % des IgG présentes dans le sang.
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A I'heure actuelle, aucune étude n’a montré de role de ce sous-type IgG4 dans la protection

contre l'infection par le VIH.

5. Anticorps neutralisants dirigés contre I’enveloppe du VIH-1

Plusieurs anticorps monoclonaux dirigés contre différents épitopes de I'enveloppe du virus
ont été décrits pour leurs capacités a neutraliser un large spectre d’isolats primaires du VIH-1

(Figure 20).

Glycane de V3

BG18, DH270.1, DH270.6, PGDM12, VRC41.01,
PGDM21, PCDN-33A, BF520.1, VRC29.03,
PGT121-137,10-1074,2G12, VRC24, CH01-04

Sommet de V2
VRC26.25, PCT64-24E, VRC38.01, PG9,
PG16, PGDM1400, CH01-04, PGT141-145

Site de liaison au CD4

N49-P7, N6, NC-Cow1, IOMA, CH235, CH235.12,
b12, VRC01-03, 3BNC117, NIH45-46, 3BNC60,
3BNC117, VRC-PGO04, VRC-CH30, CH103-106

Interface gp120/gpa1

VRC34.01, ACS202, PGT151-158, 35022, 8ANC195 Face silencieuse

VRC-PGO5

DH511.11P, 4E10, 10E8, 2F5, Z13, M66.6

Figure 20 : Sites de reconnaissance des principaux anticorps neutralisants (Adapté de (Sok
and Burton 2018)).

Les régions de I'enveloppe trimérique SOSIP.664 (souche de VIH BG505 SOSIP.664) ciblées par les anticorps
neutralisants ont été représentés en : bleu : sommet de V2, violet : glycane de V3, vert : site de liaison du CD4,
gris foncé : face silencieuse, rouge : interface gp120/gp41 et jaune : membrane proximal external region (MPER).

Une liste non exhaustive d’anticorps neutralisants monoclonaux développés est donnée pour chaque région.

a. Anticorps dirigés contre le site de fixation au CD4

La reconnaissance des épitopes du site d’attachement au CD4 peut s’effectuer par le biais de
la chaine lourde de I'anticorps, comme c’est le cas pour le premier anticorps identifié : b12

(Barbas et al. 1992; Burton et al. 1994).
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D’autres anticorps sont capables de mimer le CD4 grace a leurs chaines lourdes, comme les
anticorps VRC01-03, 3BNC117, NIH45-46, 8ANC131, N49-P7, N6.... Cette particularité provient
d’importantes mutations somatiques effectuées sur deux genes codant la chaine lourde (VH1-

2 et VH1-46).

b. Anticorps dirigés contre le sommet de la boucle V2 de la gp120

Ces anticorps ciblent le sommet du trimére Env et possedent une longue chaine lourde (long
domaine CDR3 : complementarity determining region 3), ce qui leur permet d’atteindre les
épitopes a travers le bouclier glycannique (Sok and Burton 2018). Il s’agit par exemple du PG9,

PG16, CHO1-04, VRC26.25, PCT64-24E....

c. Anticorps dirigés contre le glycane de la boucle V3 de la gp120

Ces anticorps sont les plus communs lors d’une infection par le VIH. lls subissent une
hypermutation somatique plus poussée, ce qui leur conferent une forte affinité de liaison
(Kwong and Mascola 2012). Il s’agit notamment des anticorps 10-1074, PGT121, PGT123,
BG18, DH270.1...

d. Anticorps dirigés contre la région MPER de la gp41

Les anticorps dirigés contre la région MPER de la gp41 reconnaissent des résidus hydrophobes,
certains peptides, ainsi que des séquences situées avant le domaine transmembranaire
(Kwong, Mascola, and Nabel 2013). On peut notamment citer les anticorps DH511.11P, 4E10,
2F5, 10E8...

La région MPER représente ainsi un site intéressant a cibler afin d’inhiber I'étape précoce de

fusion.

e. Anticorps dirigés contre I'interface gp120/gp41

Certains anticorps de la seconde génération, comme le 8ANC et le PGT151-158 reconnaissent
des nouveaux épitopes viraux tels que l'interface entre la gp120 et la gp41.
Cette nouvelle génération d’anticorps est deux a trois plus efficaces que la précédente (Burton

and Hangartner 2016; Kong et al. 2016).
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f. Anticorps dirigés contre la face silencieuse de la gp120

Enfin, un nouveau site de liaison a récemment été défini par I'anticorps VRC-PGO05, qui
reconnait le centre de la « face silencieuse » de la gp120 (Zhou et al. 2018), ainsi appelée lors
de la premiére description de la gp120, lorsqu’on pensait qu’elle était immunologiquement

silencieuse (Wyatt and Sodroski 1998).

6. Etude du role des anticorps in vivo

Plusieurs études menées in vivo dans le modéle NHP (non-human primate) de singe rhésus
macaque ont permis d'appréhender le r6le de la réponse humorale dans la protection contre
le VIH-1. En effet, le transfert passif d’anticorps neutralisants dans ce modele NHP a permis
de démontrer le réle protecteur des anticorps neutralisants contre I'infection par le virus
chimérique SHIV (simian-human immunodeficiency virus) administré par voies intraveineuse,
intra-rectale et vaginale (protection stérilisante) (Mascola et al. 2000; Hessell et al. 2007,
2010; Moldt et al. 2012). L’efficacité des anticorps neutralisants a aussi été montrée dans des
études chez des macaques nouveau-nés, apres infection par voie orale (Baba et al. 2000;
Ferrantelli et al. 2004).

D’autres études ont démontré que l'inoculation d’une combinaison de plusieurs anticorps
neutralisants entraine une efficacité protectrice plus efficace et beaucoup plus prolongée dans
le temps (Moldt et al. 2012; Horwitz et al. 2013; Nishimura et al. 2017).

Enfin, deux études récentes ont montré que I'induction d’anticorps a des temps trés précoces
de l'infection entraine une élimination compléte du virus dans des modéles de macaques
(Hessell et al. 2016; Liu et al. 2016). Liu et al. ont observé I’élimination des premiers foyers
d’infection chez des macaques traités avec un anticorps neutralisant a large spectre,
administré un jour aprés une infection avec une forte dose de virus (Liu et al. 2016). Hessel et
al. ont quant a eux montré que le traitement de macaques nouveau-nés par plusieurs
anticorps, un jour apres une infection par voie orale, est capable d’éliminer les premiers foyers
d’infection (Hessell et al. 2016). Les anticorps neutralisants a large spectre seraient donc
également capables d’éliminer les premieres cellules infectées. Cependant, les mécanismes
impliqués dans I’élimination de ces foyers d’infection sont encore a étudier. Ces résultats tres
encourageants démontrent I'importance des études sur le role des anticorps spécifiques du

VIH-1 in vivo (Barin and Braibant 2019).
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Les stratégies vaccinales devront prendre en compte ces différentes activités inhibitrices des
anticorps afin d’identifier et d’induire des anticorps capables d’empécher l'infection des

cellules cibles et de prévenir la formation des premiers foyers d’infection.

7. Anticorps neutralisants en thérapie

Le développement d’un vaccin préventif contre le VIH représente un des axes majeurs dans la
lutte contre ce virus. Ainsi, de nombreux essais vaccinaux contre le VIH ont été développés
(Tableau 3).

Les premiers essais vaccinaux avaient pour but de développer des immunogenes capables
d’induire des anticorps neutralisants a large spectre a partir des glycoprotéines d’enveloppe
(protéines recombinantes de la gp120 et gp160). Cependant, jusqu’a présent, aucun essai
vaccinal ne s’est révélé efficace dans I'induction de ces anticorps neutralisants a large spectre
(Flynn et al. 2005; Pitisuttithum et al. 2006; Mascola and Montefiori 2010; Hammer et al.
2013).

D’autres équipes se sont orientées vers le développement d'immunogenes capables d’induire
une réponse cellulaire cytotoxique efficace, notamment grace aux lymphocytes T CD8*
cytotoxiques. En effet, I'activation des lymphocytes T CD8* cytotoxiques est corrélée a la
diminution de la charge virale au cours de la primo-infection. Ainsi, les essais réalisés dans le
modéle NHP ont démontré que la réponse cytotoxique permet de contréler la virémie (Hirsch
et al. 1994; Shiver et al. 2002). De plus, il a été montré que le contréle de la virémie observé
chez les contréleurs du VIH (voir paragraphe II-C-1 ci-dessous) est corrélé a une forte réponse
cellulaire cytotoxique (International HIV Controllers Study et al. 2010). Ces études soulignent
donc I'importance de la réponse cellulaire cytotoxique dans la protection contre I'infection
par le VIH-1. L’essai vaccinal Step (aussi dénommé HIV Vaccine Trials Network (HVTN) 502) a
ainsi utilisé un vecteur adénovirus non réplicatif recombinant (Ad5) exprimant les protéines
Gag, Pol et Nef du VIH-1 dans le but d’induire une réponse lymphocytes T CD8* cytotoxique
efficace (Tableau 3). Cependant, la réponse lymphocytes T CD8* induite n’a pas démontré de
protection et un risque significativement plus élevé d’infection a été observé dans le groupe
vaccin. L’essai vaccinal Phambili démarré en Afrique du Sud sur le méme principe a ainsi été
interrompu et seulement 801 personnes ont été incluses sur les 3000 initialement prévues, a

cause des résultats négatifs de I'essai Step (Tableau 3).
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La recherche vaccinale s’est alors tournée vers |'utilisation de stratégies vaccinales combinées,
associant différents candidats vaccinaux délivrés en plusieurs étapes : stratégie prime/boost
(primo-vaccination/rappel). L'essai vaccinal thailandais RV144 effectué sur plus de 16 000
volontaires sains fut ainsi le premier essai ayant démontré une efficacité protectrice, méme si
elle fut modeste (31 % de protection) (Tableau 3). Cet essai en prime/boost correspondait a
plusieurs injections d’un vecteur canarypox contenant les protéines virales du VIH-1 (Gag, Pol,
Env) (ALVAC-HIV), suivies de deux rappels contenant deux protéines gp120 recombinantes
(AIDSVAX B/E). De multiples activités antivirales des anticorps impliquées dans la protection
contre l'infection par le VIH-1 ont pu étre mises en évidence grace a cet essai (Rerks-Ngarm et
al. 2009). Il représente donc une avancée majeure dans la recherche vaccinale.

Malgré les difficultés rencontrées lors du développement des essais vaccinaux, des recherches
de nouveaux immunogénes capables d’induire des réponses humorales et cellulaires efficaces
se poursuivent. Les nouvelles technologies telles que le séquengage a haut débit (NGS : next-
generation sequencing) et le single B cells cloning, permettant d’isoler spécifiquement les
lymphocytes B capables d’induire des anticorps neutralisants sont notamment tres
prometteuses. Ces méthodes vont permettre de caractériser des anticorps neutralisants in
vitro et ex vivo. Elles permettront d’identifier de nouveaux épitopes reconnus par des
anticorps neutralisants et de produire des immunogenes afin d’induire ces anticorps par
vaccination (Burton and Hangartner 2016; McCoy and Burton 2017).

Plus récemmment, un essai vaccinal de phase I/lla a récemment testé un candidat vaccin
utilisant un virus mosaique Ad26 (adenovirus serotype 26) exprimant les génes Env/Gag/Pol
de différentes souches du VIH-1 chez 393 adultes ainsi que dans un modele de macaques
rhésus (Barouch et al. 2018). Ce candidat vaccin a induit de fortes réponses immunitaires a la
fois chez 'Homme et chez le singe et a permis une protection de 67 % des animaux contre
I’acquisition d’un virus SHIV. Ce concept vaccinal est actuellement évalué en essai clinique de
phase llb (HVTN705) sur 2600 femmes en Afrique subsaharienne (Tableau 3). Les résultats

devraient étre connus d’ici 2022.
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Cible

Essai vaccinal Date Composants du vaccin . . Participants Pays Taux d'infection
immunologique
Anti 5403 personnes a haut Etats-Unis, Groupe vaccin : 6,7 %
nticorps
VAX004 1998 - 2002 gp120 recombinante (B/E) trali P ¢ risque de transmission | Canada, Pays- Groupe placebo : 7 %
neutralisants
sexuelle Bas Non significatif
. Groupe vaccin : 8,4 %
. Anticorps 2546 usagers de B
VAX003 1999 - 2002 gp120 recombinante (B/E) . . Thailande Groupe placebo : 8,3 %
neutralisants drogues injectables .
Non significatif
Amérique du Groupe vaccin : 4,6 %
Adénovirus 5 recombinant, Réponse 3000 personnes a haut Nord, Groupe placebo : 3,1 %
Step 2004 - 2007 exprimant les protéines lymphocytes T | risque de transmission | Amérique du | Risque significativement plus
virales Gag, Pol, Nef (B) CDs8* sexuelle Sud, Caraibes, élevé d'infection dans le
Australie groupe vaccin (p = 0,07)
Adénovirus 5 recombinant, Réponse 801 personnes a haut Groupe vaccin : 8,4 %
Phambili 2007 exprimant les protéines lymphocytes T | risque de transmission | Afrique du Sud Groupe placebo : 7 %
virales Gag, Pol, Nef (B) CDs8* sexuelle Non significatif
Prime : virus canarypox .
. . Groupe vaccin : 0,192 %
exprimant les protéines Gag, .
Anticorps 16 402 personnes en . Groupe placebo : 0,279 %
RV144 2003 - 2009 Pol, Env (E) ) ] . Thailande
. neutralisants population générale p=0,04
Boost : gp120 recombinante . .
(B/E) Protection de 31,2 % a 3,5 ans
Prime : ADN gag, pol, nef (B)
et ADN env (A, B, C)
Boost : Adénovirus 5 Réponse 2496 personnes a haut Groupe vaccin: 2,7 %
HVTN505 2009 - 2013 recombinant, exprimant les lymphocytes T | risque de transmission Etats-Unis Groupe placebo : 2,1 %
protéines virales Gag, Pol (B) CDs8* sexuelle Non significatif

et adénovirus 5 recombinant,
exprimant Env (A, B, C)
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Prime : virus canarypox
exprimant les protéines Gag,

HVTN702 Lancé en Anticorps 5400 adultes a risque . )
Pol, Env (E) ) } ) Afriqgue du Sud| Résultats attendus en 2022
« Uhambo » | octobre 2016 ) neutralisants d'infection
Boost : gp120 recombinante
(B/E)
Afrique du
HVTN705 ) , o ,
Lancé en Prime : adénovirus 26 « . Sud, Malawi,
« Imbokodo » ) Anticorps . ,
i novembre mosaique » ) 2600 femmes Mozambique, Résultats attendus en 2022
(essai de phase . neutralisants i
l1b) 2017 Boost : gp140 recombinante Zambie,
Zimbabwe

Tableau 3 : Essais vaccinaux contre le VIH de phase I1/1ll (Adapté de (Lelievre and Lévy 2016)).

HVTN : HIV Vaccine Trials Network

Les sous-types de VIH-1 des protéines utilisées dans les différents essais vaccinaux sont indiqués entre parenthéses.
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Différentes réponses immunitaires cellulaires ou humorales semblent jouer un réle dans le

controle de I'infection observé chez les patients HIC et les LTNP.

1. Réponses cellulaires particulierement efficaces chez certains patients HIC

Plusieurs types de réponses cellulaires sont impliqués dans la réponse efficace observée chez

certains patients HIC :

e Réponse lymphocyte T CD8":

De facon remarquable, les HIC sont capables d’exposer une forte réponse cellulaire
lymphocytes T CD8* spécifique du VIH, avec une activité suppressive du virus permettant de
contréler la charge virale (Migueles et al. 2002; Sdez-Cirién et al. 2009). Les lymphocytes T
CD8* jouent donc un réle crucial dans la détermination de la vitesse de progression vers la
maladie.

De plus, une étude récente a montré que les HIC sont capables d’induire de fortes réponses
immunitaires spécifiques du VIH, tout en maintenant de faibles niveaux d’inflammation
(Hocini et al. 2019). En effet, les auteurs ont montré une augmentation de l'activation des
lymphocytes T et une modulation négative des genes inflammatoires dans le sang des patients
HIC, en comparaison a des patients traités. Les réponses cellulaires spécifiques du VIH des
patients HIC étaient également associées a une faible expression des geénes inflammatoires et
a des réponses lymphocytes Thl et cytotoxiques.

L’expression de certains alleles HLA de classe | tels que HLA-B*57, HLA-B*27 et HLA-B*81 a
été associée au contréle du VIH observée chez les HIC (Almeida et al. 2007, 2009; Kosmrlj et
al. 2010; Ladell et al. 2013). Cette protection est due a des lymphocytes T CD8* spécifiques
avec des fonctions effectrices particulierement efficaces, incluant la reconnaissance de
variants d’échappements du VIH-1 (Sdez-Ciridn et al. 2007; Iglesias et al. 2011; Chen et al.
2012; Ladell et al. 2013). Certaines réponses lymphocyte T CD8* protectrices sont associées a
des clonotypes particuliers de TCR, responsables des puissantes fonctions effectrices des
lymphocytes T CD8*, caractéristiques du contréle du VIH-1 chez les individus
asymptomatiques porteurs de I’allele HLA-B*57 et/ou HLA-B*27 (Chen et al. 2012; Ladell et
al. 2013).
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e Réponse lymphocyte T CD4* :

Plusieurs études ont démontré que la réponse lymphocyte T CD4* participe au contréle du
VIH-1 observé chez les HIC (Kaufmann et al. 2007; Sacha et al. 2009; Soghoian et al. 2012;
Johnson et al. 2015; Benati et al. 2016). En effet, bien qu’une diminution du nombre de
lymphocytes T CD4* soit rapidement observée chez les patients chroniques, les lymphocytes
T CD4" persistent avec une forte capacité proliférative chez les patients HIC. Les traitements
antirétroviraux peuvent restaurer les taux de CD4* au cours du temps, mais seuls les
lymphocytes T CD4* des HIC conservent leur capacité de différenciation en lymphocytes T
helper 1 (Th1) malgré le faible taux d’antigénes VIH-1 présent (Vingert et al. 2010, 2012).
Certains alleles HLA de classe Il tels que HLA-DRB1*15:02 ou HLA-DRB1*13:01 ont été associés
a une progression plus lente vers la maladie (Malhotra et al. 2001; Ferre et al. 2010;
Ranasinghe et al. 2013).

Une équipe a également montré qu’une réponse lymphocyte T CD4* de forte affinité dirigée
contre le domaine le plus immuno-dominant de la capside du VIH-1 (Gag293) était associée
au contréle du VIH-1 (Vingert et al. 2010; Benati et al. 2016). Les lymphocytes T CD4* des HIC
présentent donc des récepteurs aux lymphocytes T (TCR) de haute affinité et I'épitope
reconnu est présenté par de nombreuses molécules du CMH de classe Il. De plus, ils ont
montré récemment que ces TCR de haute affinité promouvaient la formation de synapses
virologiques et conféraient des capacités cytotoxiques a la fois aux lymphocytes T CD4* et aux

lymphocytes T CD8* (Galperin et al. 2018).

Cependant, ces réponses cellulaires particulierement efficaces ne sont pas détectées chez
tous les HIC, suggérant que d’autres réponses immunitaires participent au contréle de

I'infection observé chez ces patients.

2. Réponse humorale des HIC

a. Lymphocytes B mémoires préservés

Les patients HIC présentent une proportion plus importante de lymphocytes B RM et AM, en

comparaison aux patients infectés par le VIH non contrdleurs (Pensieroso et al. 2013).
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b. Induction d’anticorps neutralisants variable selon les patients

Les études concernant les activités neutralisantes des patients HIC sont controversées.
Plusieurs études démontrent que les sérums des patients HIC présentent de plus faibles
activités neutralisantes que celles retrouvées dans des prélévements de patients avec des
charges virales élevées tandis que d’autres études rapportent de fortes activités
neutralisantes pour les HIC (Bailey et al., 2006; Lambotte et al., 2009; Pereyra et al., 2008;
Sajadi et al., 2011; Gonzélez et al., 2018).

En fait, les activités neutralisantes sont détectées de facon trés hétérogéne parmi cette
population, avec certains patients HIC présentant de fortes activités neutralisantes a large
spectre (contre plusieurs souches virales), suggérant que le contréle de l'infection observé
chez ces patients pourrait étre attribué a différents facteurs incluant une réponse anticorps

particulierement efficace.

c. Implication des activités médiées par le domaine Fc dans le

controle viral des patients HIC

Une étude récente a montré que les HIC développant des activités neutralisantes
démontraient de plus fortes activités d’ADCP et d’ADCD que les HIC n’ayant pas d’activités
neutralisantes, alors qu’aucune différence n’a été observée pour les activités ADCC (Lofano et
al. 2018). Les anticorps de ces patients se liaient plus fortement aux récepteurs Fc ainsi qu’aux
récepteurs du complément et leurs domaines Fc étaient fortement sialylés. Par ailleurs une
autre étude a montré que le profil d’activités médiées par le domaine Fc des anticorps tot
apres l'infection prédisait le développement d’anticorps neutralisants a large spectre chez des
patients non contrdleurs (Richardson et al. 2018). Il parait donc essentiel de poursuivre ces

études du réle des anticorps chez les patients HIC.

De facon intéressante, il a été montré que I'activité d’ADCC pourrait participer au contréle de
I'infection observée chez les HIC. En effet, une étude a montré de plus forts taux d’ADCC chez
les HIC que chez des personnes avec des charges virales élevées (Lambotte et al. 2009). De
plus, cette activité était supérieure chez les HIC HLA-B*57-, en comparaison aux HIC HLA-

B*57+ (Lambotte et al. 2013).

Enfin, une étude récente a identifié par spectrométrie de masse des sous-populations de
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cellules NK qui différenciaient les patients HIC des patients non contrdleurs (Pohlmeyer et al.
2019). Il serait donc intéressant d’analyser les fonctions effectrices de cette sous-population
CD11b*CD57CD161*Siglec-7* des cellules NK CD569™CD16*, qui sont plus abondantes chez les
patients HIC et qui pourraient donc participer au contrdle de l'infection observé chez ces

patients.

3. Implication des sous-types d’lgG dans le controle viral des patients HIC et

LTNP

Plusieurs études suggerent I'implication des différents sous-types d’IgG dans le contréle viral

observé chez les patients HIC et LTNP :

o IgG1l:
Une étude a démontré que les patients HIC induisaient significativement plus d’lgG1 anti-p24
gue des patients infectés de facon chronique (Banerjee et al. 2010).
Plus récemment, une étude a montré que les HIC développant des activités neutralisantes
induisaient de plus forts taux d’lgGl anti-gp120 que les HIC n’ayant pas d’activités
neutralisantes, alors qu’aucune différence n’a été observée concernant les autres sous-types

d’lgG (Lofano et al. 2018).

o 1gG2:

Une étude effectuée chez des patients LTNP, regroupés dans une cohorte francaise
dénommée ALT (asymptomatiques a long terme), a déterminé par western blot les quantités
des différents sous-types d’IgG dirigés contre les protéines du VIH-1 (Ngo-Giang-Huong et al.
2001). Une observation saisissante a été que les 1IgG2 anti-Env (particulierement anti-gp41)
étaient plus abondantes chez les personnes ne progressant pas vers la maladie. De fagon tres
intéressante, seuls deux parametres indépendants étaient corrélés avec la diminution de la
progression de la maladie : la charge virale ou les 1gG2 anti-gp41.

Une autre étude a confirmé que les IgG2 anti-gp41 étaient associées au controle de I'infection
et a montré des taux supérieurs chez les HIC et plus particulierement chez les HIC HLA-B*57-,
en comparaison a des HIC HLA-B*57+ ou a des non contréleurs (French et al. 2013). Au
contraire, une étude plus récente a montré des taux plus élevés d’lgG2 spécifiques du VIH

chez des patients chroniques en comparaison a des patients HIC (Sadanand et al. 2018).
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e 1gG3:
I a été montré que les sérums des HIC présentant de fortes activités antivirales
polyfonctionnelles étaient enrichis en sous-type 1gG1 et IgG3 (Ackerman et al. 2016). De plus,
une étude récente a montré que les patients non contrdleurs présentent une augmentation
des taux d’IgG2 spécifiques du VIH au cours du temps, ainsi qu’une diminution d’IgG3 anti-
VIH, contrairement aux patients HIC (Sadanand et al. 2018). Ceci suggére que les différences
de proportions de sous-types d’lgG dans les sérums de personnes infectées par le VIH seraient

la conséquence d’une variation au cours du temps.

Toutes ces études soulignent le réle potentiel des sous-types d’lIgG ainsi que du statut HLA-
B*57 dans le contrdle de I'infection par le VIH-1 ou de la progression de la maladie.

Al'heure ol le réle clé des anticorps, neutralisants ou non neutralisants inhibiteurs, est avéré,
il parait maintenant essentiel d’analyser le role des différents sous-types d’IgG spécifiques du

VIH et plus particulierement chez des patients contréleurs du VIH.
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Objectifs du travail de thése

Les anticorps induits par la réponse humorale lors de I'infection par le VIH ont démontré une
multitude d’activités inhibitrices modifiant I’évolution du virus et sa réplication. Le traitement
par des anticorps monoclonaux neutralisants a large spectre a permis de protéger du VIH ou
d’impacter sa réplication. Différentes études ont montré que des fonctions additionnelles
impliquant le domaine Fc de ces anticorps jouent un role primordial dans cette inhibition,
indiquant que la protection par les anticorps résulterait d’'une combinaison subtile de
multiples activités inhibitrices, susceptibles d’agir en synergie.

Le groupe tres rare de personnes infectées capables de contréler spontanément la réplication
virale, dénommé HIV controllers (HIC), représente une source d’étude des plus intéressantes
afin d’identifier différents isotypes d'immunoglobulines et différents mécanismes inhibiteurs

des anticorps associés a ce contrdle.

L'objectif de ma thése a ainsi été de caractériser finement la réponse isotypique et
fonctionnelle des anticorps spécifiques du VIH-1 induits chez des patients contréleurs, en
comparaison a des patients chroniques non traités, évoluant vers la maladie. Cette étude m’a
permis d’identifier un profil particulier d’anticorps induits chez les patients contréleurs. Ce

profil pourrait servir de base a I'induction d’anticorps fonctionnels par vaccination.

Mes travaux de these sont exposés sous forme de deux manuscrits publiés et d’'un manuscrit

en fin de rédaction, qui sera bient6t soumis a publication.

En annexe sont présentés des travaux publiés auxquels j’ai contribué au sein du laboratoire.
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Cohortes

Les patients controleurs du VIH ou HIV controllers (HIC, n = 36) ont été recrutés dans la cohorte
CO21 CODEX mise en place par I'ANRS. Les HIC y sont définis comme des patients infectés par
le VIH maintenant des charges virales (CV) inférieures a 400 copies d'ARN du VIH/mL sans
traitement antirétroviral pendant plus de cing ans.

Les HIC ont été divisés en deux groupes en fonction de I'expression de I’allele protecteur HLA-
B*57 : HIC HLA-B*57+ (HIC B*57+, n = 17) ou HLA-B*57- (HIC B*57-, n = 19). Leurs charges
virales médianes étaient respectivement de 30 et 2 copies/mL et leurs taux médians de

lymphocytes T CD4* étaient respectivement de 862 et 723 /mm3,

Les progresseurs chroniques ou chronic progressors (CP, n = 16) correspondent aux patients
de la cohorte EP14, pour lesquels nous disposons de prélevements historiques collectés en
2000, alors que le traitement antirétroviral n’était pas systématiquement débuté dés la
détection du VIH.

Ces personnes infectées avec une médiane de six ans démontraient un niveau raisonnable de
lymphocytes T CD4* (médiane de 696 /mm?3 au moment du prélévement sanguin) malgré une
charge virale élevée (médiane de 10 250 copies/mL). Ces patients ont, par la suite, bénéficié

d’un traitement.

Tous les sujets ont donné leur consentement écrit et éclairé pour I'utilisation de leurs
échantillons de sang a des fins de recherche.

La cohorte CO21 CODEX et cette sous-étude ont été approuvées par le Comité d'éthique d'lle
de France VII.

L'étude a été menée conformément aux principes énoncés dans la Déclaration d'Helsinki.

Purification des IgG3 et 16G1,2,4

Les 1gG3 et 1gG1,2,4 sont purifiés sur le principe de la chromatographie d’affinité, par

I'utilisation successive de deux colonnes différentes.
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Purification des immunoglobulines G : les IgG sont purifiées a partir des sérums de patients

en utilisant des colonnes de protéine G Sépharose™ 4 Fast Flow (Thermo Scientific).

Purification des sous-types d’immunoglobulines G : les IgG3 sont séparées de la fraction
contenant les IgG purifiées par passage sur une colonne de protéine A Sépharose™ 4 Fast
Flow (Thermo Scientific), la protéine A ne retenant pas les IgG3 humaines. Ceci permet donc

de séparer les IgG3 des 1gG1,2,4.

La procédure de purification est identique pour les deux types de colonnes : 5 mL de sérum
ou les 25 mL de la fraction 1gG sont déposés respectivement sur 10 mL de protéine G
Sépharose™ 4 Fast Flow ou de protéine A Sépharose™ 4 Fast Flow. Puis, des lavages au PBS
(Phosphate Buffered Saline) (Gibco) sont effectués (Fraction (F) 1 a 3). Un tampon glycine pH
4 puis pH 2,7 est ensuite ajouté afin de diminuer progressivement le pH (F4 et F4). Enfin, la
fraction retenue sur la colonne est éluée par le tampon glycine pH 2,7 et le pH est
immédiatement ajusté a 7 (F6). Un dernier lavage au PBS est ensuite effectué afin de vérifier

gue toute la fraction fixée sur la colonne a été récupérée (F7).

Ill. ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Le dosage des IgA totales, IgA anti-gp41 et IgA anti-gp140 est fait par un test ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay). Les IgA totales sont capturées par fixation d’un anticorps de
mouton anti-IgA humaine (1 pug/mL dans du tampon carbonate 1X) (The Binding Site), les IgA
anti-gp41 par fixation de I'antigéne gp41S30 (Krell et al. 2004) (2 pg/mL dans du tampon
carbonate 1X) et les IgA anti-gp140 par fixation de I'antigéne gp140Yu2b (Lorin and Mouquet
2015) (2 pg/mL dans du tampon carbonate 1X) (fournis par Hugo Mouquet de I'Institut Pasteur
de Paris) sur une plague 96 puits MAXISORP (Sigma) pendant la nuit a 4 °C.

Aprés une étape de blocage (BSA (bovine serum albumin)) 5 % dans du PBS (Gibco)) pendant
2 heures a 37 °C, les sérums sont dilués dans du PBS (dilutions au 1/50 000 et 1/250 000 pour
les IgA totales et au 1/1000 et 1/10 000 pour les IgA anti-gp41 et anti-gp140) puis sont ajoutés

et incubés pendant 2 heures a 37 °C.
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Un anticorps de chevre anti-IgA humaine couplé a la HRP (horseradish peroxidase) dilué au
1/5000 (PBS, BSA 5 %) (Southern Biotech) est ensuite ajouté puis incubé pendant 1 heure a 37
°C.

Enfin, 100 pL de substrat TMB (3,3',5,5'-tétraméthylbenzidine) (KPL) est ajouté avant une
lecture en cinétique. Aprés 30 minutes d’incubation a I'obscurité et a température ambiante,
la réaction est arrétée par de I'acide sulfurique (25 uL de H,SO4 1 M par puits) et la densité
optique en point final est lue a 450 nm (référence 650 nm).

Les concentrations en IgA totales sont calculées grace a une gamme de concentrations établie

avec un sérum de référence.

Le dosage des IgG totales, IgG anti-gp41 et 1gG anti-gp140 est réalisé de la méme fagon. La
capture des IgG totales se fait par fixation d’un anticorps de mouton anti-IgG humaine (The
Binding Site) et la détection des IgG spécifiques du VIH par fixation de I'antigene gp41S30 ou
gp140Yu2b (0,5 ug/mL dans du tampon carbonate 1X). Les sérums sont dilués au 1/500 000
et 1/2 500 000 pour les 1gG totales et au 1/10 000 et 1/100 000 pour les IgG spécifiques du
VIH. Un anticorps de chevre anti-IgG humaine couplé a la HRP est utilisé pour la détection des
IgG totales et spécifiques du VIH.

Les concentrations en IgG totales sont calculées grace a une gamme de concentrations établie

avec un sérum de référence.

Le dosage des IgG2 totales, 1gG2 anti-gp41 et IgG2 anti-gp140 est réalisé de la méme fagon.
La capture des 1gG2 totales se fait par fixation d’un anticorps de mouton anti-IgG2 humaine
(The Binding Site) et la détection des 1gG2 spécifiques du VIH par fixation de I'antigene
gp41S30 ou gpl40Yu2b (5 pg/mL dans du tampon carbonate 1X). Les sérums sont dilués au
1/20 000 et 1/100 000 pour les IgG2 totales et au 1/10 et 1/100 pour les IgG2 spécifiques du
VIH. Un anticorps de souris anti-IgG2 humaine couplé a la HRP est utilisé pour la détection des
IgG2 totales et spécifiques du VIH.

Les concentrations en 1gG2 totales sont calculées grace a une gamme de concentrations,

établie avec un sérum de référence.
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Le dosage des IgG3 totales, 1gG3 anti-gp41 et IgG3 anti-gp140 est réalisé de la méme fagon.
La capture des IgG3 totales se fait par fixation d’un anticorps de souris anti-lgG3 humaine
(Clinisciences) et la détection des 1gG3 spécifiques du VIH par fixation de I'antigene gp41S30
ou gp140Yu2b (5 pug/mL dans du tampon carbonate 1X). Les sérums sont dilués au 1/2000 et
1/10 000 pour les 1gG3 totales et au 1/10 et 1/50 pour les 1gG3 spécifiques du VIH. Un
anticorps de souris anti-IgG3 humaine couplé a la HRP est utilisé pour la détection des 1gG3
totales et spécifiques du VIH.

Les concentrations en IgG3 totales sont calculées grace a une gamme de concentrations,

établie avec un sérum de référence.

Les ratios d'immunoglobulines spécifiques du VIH par rapport aux immunoglobulines totales

ont été calculés pour chaque type et sous-type d'immunoglobuline a I'aide de cette formule :

) DO Ig anti-gp41 ou anti-gp140 x dilution sérum
ratio DO =

DO Ig totales x dilution sérum

IV. Culture cellulaire

1. TZM-bl

Les cellules TZM-bl sont des cellules adhérentes issues de la lignée cellulaire cancéreuse Hela.
Elles expriment le CD4 et le CCR5 ainsi que le geéne rapporteur de la luciférase sous le contréle
des régions LTR du VIH-1 (Platt et al. 1998).

L'entretien de ces cellules se fait tous les trois jours. Elles sont cultivées dans des boites de
culture de 75 cm? dans du milieu DMEM (Dulbecco/Vogt modified Eagle’s minimal essential
medium) 1 g/L de glucose (Gibco) supplémenté a 10 % de SVF (sérum de veau fcetal)
(Dutscher) et additionné de pénicilline (50 Ul/mL) et de streptomycine (50 ng/mL) (Gibco). La
premiere étape consiste a éliminer par aspiration le milieu de culture appauvri. Les cellules
sont ensuite lavées avec 6 mL de PBS froid puis 3 mL de trypsine-EDTA (éthylene diamine tétra-

acétique) (Gibco) sont ajoutés de maniére a recouvrir le tapis cellulaire. Aprés 1 minute a
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température ambiante, la trypsine est partiellement éliminée et la boite de culture est placée
a lI'incubateur a 37 °C, 5 % CO; pendant 5 minutes afin de favoriser I’action de la trypsine. Les
cellules sont ensuite remises en suspension dans 6 mL de milieu DMEM 10 % SVF frais. 1 mL
de suspension cellulaire est repris dans une boite de culture de 75 cm? avec 13 mL de milieu

DMEM 10 % SVF. Les cellules sont finalement incubées a 37 °C, 5 % CO,.

2. CEM.NKR.CCR5

Les cellules CEM.NKR.CCRS5 (cloned human T lymphoblastoid cell line (T-LCL)) sont des cellules
non adhérentes. Elles sont résistantes a la lyse par les cellules NK et expriment le corécepteur
du VIH-1 CCR5 (Trkola et al. 1999).

L'entretien de ces cellules se fait tous les trois jours. Elles sont cultivées dans des boites de
culture de 75 cm? dans du milieu RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute medium) (Gibco)
supplémenté a 10 % de SVF (Dutscher) et additionné de pénicilline (50 Ul/mL) et de
streptomycine (50 ng/mL) (Gibco). 2 mL de suspension cellulaire sont dilués dans 13 mL de

milieu RPMI 10 % SVF. Les cellules sont finalement incubées a 37 °C, 5 % CO..

3. 293T

Les cellules 293T (ou HEK293T) sont des cellules adhérentes. Il s’agit d’'une lignée cellulaire
humaine, dérivée de la lignée cellulaire HEK 293 (human embryonic kidney 293 cells), qui
exprime une version mutante de I'antigéne grand T du SV40 (DuBridge et al. 1987).

L’entretien de ces cellules se fait tous les trois jours sur le méme principe que les TZM-bl. Elles
sont cultivées dans du milieu DMEM 4,5 g/L de glucose (Gibco) supplémenté a 10 % de SVF

(Dutscher) et additionné de pénicilline (50 Ul/mL) et de streptomycine (50 ng/mL) (Gibco).

Isolement des cellules : les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC pour
peripheral blood mononuclear cell) sont isolées a partir de concentrés leucocytaires (buffy
coat) de donneurs anonymes séronégatifs au VIH ainsi qu’au virus de I'hépatite C (HCV)
provenant de I’Etablissement Francais du Sang (EFS). Pour ce faire, la technique de
sédimentation en gradient de Ficoll® est utilisée (Eurobio).

Le concentré leucocytaire est dilué au 1/4 dans du PBS Ca?*/Mg?* (contenant 0,68 mM de CaCl,

et 0,05 mM de MgCl,) (Gibco), supplémenté en citrate au 1/100 (9 mM de tri-sodium citrate
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dihydrate et 1,55 mM d’acide citrique monohydrate). Puis, 25 mL de cette dilution cellulaire
sont déposés délicatement sur 20 mL de milieu de séparation (Ficoll®) de densité 1,078. Les
tubes sont ensuite centrifugés 25 minutes a 1200 g et les cellules a I'interface sont prélevées
puis lavées trois fois avec du PBS. Les cellules ainsi obtenues sont reprises dans 50 mL de PBS
et comptées a I'aide d’une cellule de comptage KOVA® Glasstic® Slide (Hycor) apres dilution

au 1/10 dans du bleu de trypan.

Purification des cellules : les cellules sont purifiées a partir des PBMC par sélection positive.
Cette technique permet de retenir les cellules exprimant une molécule de surface spécifique
de la cellule (CD14 pour les monocytes). 10° PBMC sont incubées avec 500 pL d’anticorps
dirigés contre la molécule de surface et couplés a des billes magnétiques (kit de sélection
positive CD14 microbeads human, Miltenyi) et 5 mL de tampon MACS (autoMACS™ running
buffer, Miltenyi) pendant 30 minutes a 4 °C. Les anticorps non spécifiques sont éliminés par
un lavage dans du tampon MACS (PBS, BSA 0,5 %, EDTA 2 mM, pH 7,4). Les cellules sont
ensuite déposées sur une colonne permettant de retenir les billes immuno-magnétiques ; les
cellules non-marquées ne sont pas retenues. La fraction retenue dans la colonne,
correspondant a la fraction positive, est ensuite éluée. L'appareil autoMACS Separator
(AutoMACS; cycle PosselDS, Miltenyi Biotech) permet |'automatisation de ces différentes
étapes. Cette technique permet d’obtenir les cellules sélectionnées avec un niveau de

purification supérieur a 99,5 %.

Différenciation des cellules : les macrophages dérivés de monocytes (MdM) sont obtenus par
différenciation des cellules souches purifiées (CD14*). Celle-ci est déclenchée par une
incubation dans du milieu de différenciation : AIM V (Gibco) sans SVF, Glutamax 1X (Gibco) et
GM-CSF (granulocyte colony stimulating factor) (100 U/mL) (R&D Systems) pour une période
de cing jours a 37 °C, 5 % CO,. Les cellules sont congelées a une concentration de 50.10°

cellules/mL.

V. Préparation du virus

Le VIH-1 étant un virus hautement pathogene, la manipulation de ce virus nécessite des

conditions de sécurité particuliéres. La production de virus, la concentration de virus,
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I'infection des cellules par le virus et les tests d’inhibition du virus par des anticorps
s’effectuent dans les conditions de confinement d’un laboratoire de type BSL3 (biosafety level

3).

Caractéristiques des virus : les caractéristiques (nom, expérience dans laquelle ils ont été
utilisés, sous-type viral, tropisme, virus transmis/fondateur (T/F) et niveau de neutralisation

(tier)) des différents virus utilisés ont été détaillées dans le Tableau 4 ci-dessous.

Production des virus :

Pour le test de neutralisation du VIH-1 par les anticorps, des pseudovirus ont été produits en
co-transfectant des cellules 293T avec le plasmide exprimant le gene env des souches de VIH-
1 avec le plasmide contenant I’ADN viral de VIH-1 déficient en env : pSG3AEnv (Tableau 4).
Les clones moléculaires infectieux du VIH-1 (IMC pour infectious molecular clone) ont été
produits par transfection de cellules 293T (Tableau 4).

Ces différentes souches ont été obtenues par le biais du programme AIDS Research and
Reference Reagent (AIDS, NIAID, NIH).

Des IMC exprimant I'enveloppe virale et le géne rapporteur de la luciférase Renilla (IMC LucR)
ont été également été utilisés. Ces virus ont été obtenus par le Dr David Montefiori (Université

de Duke, Etats-Unis) (Tableau 4).
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Virus Niveau de
Nom Expérience Sous-type Tropisme transmis/fondateur neutralisation
(T/F) (tier)
SF162.LS Neutralisation et B RS Non 1A
neutralisation + phagocytose
Pseudovirus Bal B R5 Non 1B
QH0692.42 B R5 Non 2
YU2 B R5 Non 2
CHO58 B R5 Oui 2
CHO77 B R5 Oui 2
CH106 Neutralisation B R5 Oui 2
RHPA B R5 Oui 2
IMC -
THRO4156.18 B R5 Oui 2
REJO4541.67 B R5 Oui 2
TRJO4551.58 B R5 Oui 3
RHGA B R5 Non 2
X1632_S2_B10 G R5 Non 2
TRO.11 B R5 Non 2
IMC LucR CE703010217_B6 Neutralisation et lyse C R5 Non 2
CH119.10 cellulaire (ADCC) CRFO7 R5 Non 2
BJOX2000.03.2 CRFO7 R5 Non 2
CE1176_A3 C R5 Non 2

Tableau 4 : Caractéristiques des virus utilisés pour les expériences de thése.

ADCC : antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, CRF : circulating recombinant form, IMC : infectious molecular clone, IMC LucR : Renilla luciferase-expressing infectious

molecular clone.
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Amplification des virus : les virus sont amplifiés in vitro sur un mélange de PBMC provenant
de plusieurs donneurs séronégatifs différents, préalablement stimulées avec de la PHA
(phytohémagglutinine) (Moog, Fleury, et al. 1997; Holl, Peressin, Schmidt, et al. 2006). La
production de virus est suivie par mesure de I'activité de la transcriptase inverse (RT) dans le
surnageant de culture. Celui-ci est prélevé quotidiennement pendant la période de
multiplication du virus. Les stocks de virus sont prélevés au pic de production et concentrés
70 fois avec un filtre de polyéthersulfone avec un seuil a 100 kDa (Centricon Plus-70 Biomax

Filter ; Millipore).

VI. Tests de neutralisation du VIH par les anticorps

La neutralisation est déterminée par un test luciférase et les valeurs obtenues en RLU (relative
light unit ou unité relative de lumiere) sont exprimées en pourcentage du controle.

Les échantillons sont dilués dans du milieu DMEM 10 % SVF (sérums : dilutions au 1/20, 1/100
et 1/500 et immunoglobulines purifiées : dilutions a 0,2 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,0125 mg/mL,
0,003 mg/mL et 0,008 mg/mL) et 25 pL de ces dilutions sont déposées dans une plaque 96
puits et incubées pendant 1 heure a 37 °C avec 25 ulL de virus dilué. 25 ulL de TZM-bl a 4.10°
cellules/mL diluées dans du DMEM 10 % SVF + DEAE (diéthylaminoéthyle) Dextran (Sigma) a
37,5 ug/mL sont ensuite ajoutées. Aprés 36 heures, les cellules sont incubées 10 minutes a
température ambiante et a I'obscurité avec du Bright-Glo™ (systéme de dosage de la
luciférase de luciole) (Promega) dilué au 1/2 dans de I'eau stérile. La réaction est ensuite
arrétée par ajout de 25 plL d’eau stérile et la luminescence est détectée par passage des

plaques au luminometre (PerkinElmer).

L'IRD50 ou I'lC50 sont respectivement définies comme étant la dilution inverse de I'échantillon
ou la concentration de I'échantillon conduisant a une réduction de 50 % des RLU en

pourcentage du controle.

VIl. Test de neutralisation et de phagocytose

Les sérums et immunoglobulines purifiés ont été testés pour leur capacité a neutraliser le VIH-

1 en utilisant des macrophages dérivés de monocytes (MdM) en tant que cellules cibles.
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Les monocytes purifiés a partir de PBMC sont déposés dans des plaques 48 puits a 2.10°
cellules/mL et cultivées avec du GM-CSF (dilution 1/10 000) dans du milieu AIM V pour obtenir
des MdM. A trois jours de culture, les cellules sont lavées une fois avec du RPMI et apres 5 a
8 jours de culture, les MdM sont utilisés pour I'infection.

Les échantillons sont dilués dans du milieu AIM V (sérums : dilutions au 1/20, 1/200, 1/2000
et 1/20 000 et immunoglobulines purifiées : dilutions a 0,2 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,0125
mg/mL, 0,003 mg/mL et 0,008 mg/mL) et mis en présence du virus SF162.LS pendant une
heure. Le mélange échantillons/virus est ensuite déposé sur les MdM. Au bout de 36 heures,
les MdM sont marqués pour la p24 intracellulaire (KC57-RD1-FITC; Beckman Coulter) avant

passage au cytometre.

L'IRD80 ou I'lC80 sont respectivement définies comme étant la dilution inverse de I'échantillon
ou la concentration de I'échantillon conduisant a une réduction de 80 % du pourcentage de

cellules infectées.

VIIl. Test d’activité de lyse cellulaire (ADCC)

Le test ADCC a été réalisé en utilisant des PBMC purifiées en tant que cellules effectrices et
des cellules de la lignée cellulaire CEM.NKR.CCRS5 infectées par des IMC LucR (exprimant
I’enveloppe virale et le gene rapporteur de la luciférase Renilla) (Tableau 4) en tant que
cellules cibles.

Apres quatre jours d'infection, les cellules CEM.NKR.CCR5 sont marquées pour la p24
intracellulaire (KC57-RD1-FITC; Beckman Coulter) et les expériences n’ont été réalisées que si
au moins 10 % des cellules étaient infectées. 12 500 cellules CEM.NKR.CCRS5 infectées par le
VIH-1 sont déposées dans 12,5 uL de RPMI-1640, 10 % de SVF et 50 Ul d'IL-2 (systémes de R
& D) dans une plaque a 96 puits a fond en U et mélangées a 375 500 PBMC dans 12,5 pL du
méme milieu (ratio cellule effectrice/cellule cible 30/1). 25 uL des échantillons dilués (sérums :
dilutions au 1/50, 1/500, 1/5000 et 1/50 000 et immunoglobulines purifiées : dilutions a 0,2
mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,0125 mg/mL, 0,003 mg/mL et 0,008 mg/mL) sont ajoutés. Quatre
heures plus tard, 25 pL de substrat Viviren™ (systéme de dosage de la luciférase Renilla)

(Promega) a 60 uM sont ajoutés et I'intensité de luminescence générée par les cellules cibles
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Matériel et méthodes : Cytométrie en flux
non lysées par les anticorps médiant I’ADCC présents dans les échantillons est détectée par

passage des plaques au luminométre (PerkinElmer).

Le pourcentage de lyse des cellules cibles est normalisé par rapport aux puits sans anticorps

en utilisant la formule suivante :

% de | (RLU cellules infectées et effectrices — RLU cellules infectées et effectrices et échantillonS)
elyse = X
° ¥ RLU cellules infectées et effectrices

Ceci prend en compte la diminution du taux d'infection due a la lyse directe en |'absence

d'anticorps provenant des échantillons.

L’aire sous la courbe ou area under the curve (AUC) a été calculée sur une plage de dilutions

en utilisant la méthode trapézoidale et a été tronquée au-dessus de zéro.

IX. Cytométrie en flux

Elle permet de caractériser la taille, la granulosité et la fluorescence des cellules
préalablement marquées par des anticorps fluorescents spécifiques des différents
déterminants choisis. L’acquisition des résultats est réalisée sur un cytometre LSRIl (BD
Biosciences), calibré par des billes CST (cytometer setup and tracking, BD Biosciences) pour
assurer la qualité et la cohérence des mesures entre les différentes expériences. La
compensation entre les différents fluorochromes choisis est réalisée en utilisant le kit

CompBeads (BD Biosciences).

Le marquage membranaire et intracellulaire permet de déterminer lintensité et le
pourcentage de cellules positives pour des marqueurs donnés par rapport aux controles. Les
débris cellulaires sont exclus grace aux parameétres forward scatter et side scatter. Les
doublets cellulaires sont exclus grace aux parametres forward scatter width et forward scatter
area et les cellules mortes sont exclues par le marquage Live/Dead. L’analyse des résultats est

effectuée sur le logiciel FACS DiVa Version 6.1.2 (BD, Biosciences).

Caractérisation du profil d’anticorps et de leurs activités inhibitrices chez des patients

controéleurs du VIH



Matériel et méthodes : Diagramme en radar

X. Diagramme en radar

Le diagramme en radar ou radar chart montre une représentation descriptive des profils
d’anticorps des patients HIC et chroniques. Il met en évidence la différence entre les différents
groupes de patients selon les différentes caractéristiques de leurs réponses anticorps. Pour
chaque groupe et chaque parametre étudié, la médiane statistique a été utilisée comme
valeur récapitulative. Le diagramme en radar a été dessiné a |'aide de la bibliotheque fmsd R

( ).

Xl. Analyse discriminante des moindres carrés partiels (PLS-DA)

Afin d'identifier les caractéristiques des anticorps susceptibles d'expliquer les différences
entre les différents groupes de patients, nous avons effectué une analyse discriminante a
I'aide de PLS-DA (analyse discriminante des moindres carrés partiels ou partial least-squares
discriminant analysis), un outil multivarié de réduction des dimensions (Pérez-Enciso and

Tenenhaus 2003).

La représentation graphique des résultats obtenus avec PLS-DA est montrée avec les
parametres qui pourraient expliquer la séparation, du plus important en bas au moins
important en haut. La contribution de chague parametre est représentée sous forme de
graphique en barres dans lequel chaque longueur de barre correspond a I'importance (ou
poids de chargement) du parametre. Le poids de chargement peut étre positif ou négatif. Ces
caractéristiques supposées expliquer la séparation ont été sélectionnées a I'aide de sPLS-DA
(analyse discriminante par les moindres carrés partiels éparpillés ou sparsed partial least-
squares discriminant analysis) (Lé Cao, Boitard, and Besse 2011). Afin d’obtenir une estimation
précise, nous avons utilisé un schéma de validation croisée de cinq fois, répété 50 fois,

conduisant a un taux d'erreur de classification global de 15 %.

XIl. Analyses statistiques

Les comparaisons entre groupes sont analysées a |'aide d'un test bilatéral de Mann-Whitney.

Les valeurs de p inférieures a 0,05 sont considérées comme statistiquement significatives (* :
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Matériel et méthodes : Analyses statistiques

p <0,05, ** : p< 0,01, *** : p < 0,001). Toutes les analyses statistiques sont réalisées avec le

logiciel Prism 6.0 (GraphPad, San Diego, CA).

Les associations entre variables continues ont été évaluées a |'aide d'un test de corrélation de

Spearman a l'aide du package R «Visualisation d'une matrice de corrélation», version 0.77

( ).
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Une forte fréquence de lymphocytes T auxiliaires folliculaires spécifiques du VIH est
associée a la préservation des réponses lymphocytes B mémoires chez les patients
contréleurs du VIH

A High Frequency of HIV-Specific Circulating Follicular Helper T Cells Is Associated with

Preserved Memory B Cell Responses in HIV Controllers

Mathieu Claireaux, Moran Galperin, Daniela Benati, Alexandre Nouél, Madhura

Mukhopadhyay, Jéromine Klingler, Pierre de Truchis, David Zucman, Samia Hendou, Faroudy

Boufassa, Christiane Moog, Olivier Lambotte, Lisa A. Chakrabarti

mBio, 2018

Les lymphocytes T auxiliaires folliculaires (Tfh pour follicular helper T cells) jouent un role
essentiel dans la maturation d'affinité de la réponse anticorps en fournissant une aide aux
lymphocytes B. Pour déterminer si ce sous-ensemble de lymphocytes T CD4* pouvait
contribuer au controle spontané de I'infection par le VIH observé chez les HIC, le laboratoire
de L. Chakrabarti a analysé le phénotype et la fonction des Tfh circulants (cTfh) chez des
patients HIC (cohorte CO21 CODEX de I’ANRS, n = 15) en comparaison a des patients traités
avec de faibles charges virales similaires (n = 15).

Dans cette étude, j'ai effectué des tests ELISA de détection des IgG totales et spécifiques du
VIH dans les sérums des patients HIC et des patients traités, montrant que la concentration
en anticorps spécifiques du VIH ne permettait pas de distinguer clairement les deux groupes.
Jai également analysé la capacité des sérums de patients HIC et des patients traités a
neutraliser deux souches virales tier-1, six souches T/F tier-2 et une souche T/F tier-3, ainsi
gue la souche du virus de la leucémie murine (MLV) en tant que témoin négatif. Ces données
ont montré que les capacités de neutralisation étaient dans I'ensemble faibles chez les
controleurs du VIH.

Les cTfh spécifiques du VIH (Tet*) ont été détectés par le marquage du tétramére Gag du
complexe majeur d'histocompatibilité de classe Il (CMH-I1) dans la population de lymphocytes
T CD45RA" CXCR5* CD4* et se sont avérés étre plus fréquents dans le groupe des patients HIC

(p = 0,002). La fréquence d’expression de PD-1 dans les cTfh Tet* était augmentée dans les
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deux groupes de patients (médiane, > 75 %) par rapport aux cTfh totales (< 30 %), mais
I'intensité de I'expression de PD-1 par cellule est restée plus élevée dans le groupe des
patients traités (p = 0,02), indiquant la persistance d'une activation immunitaire anormale
chez les patients traités. La fonction des cTfh, analysée par la capacité a promouvoir la
sécrétion d'lgG dans des co-cultures avec des lymphocytes B mémoires autologues, n'a pas
montré de différences majeures entre les deux groupes de patients en termes de production
d'lgG totales, mais s'est révélée significativement plus efficace dans le groupe des patients HIC
dans le cas de la mesure de la production d'lgG spécifiques du VIH. La fréquence des cTfh Tet*
était corrélée a la production d'lgG spécifiques du VIH (R = 0,71 pour les IgG anti-Gag et R =
0,79 pour les IgG anti-Env, respectivement).

Ces résultats montrent pour la premiere fois les interactions clés entre les lymphocytes cTfh
et les lymphocytes B sont préservées chez les patients controleurs, ce qui entraine de
puissantes réponses lymphocytes B mémoires qui pourraient jouer un role encore sous-estimé

dans le contréle de I'infection par le VIH.
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T Cells Is Associated with Preserved Memory B Cell Responses
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ABSTRACT Follicular helper T cells (Tfh) play an essential role in the affinity matu-
ration of the antibody response by providing help to B cells. To determine whether
this (D4* T cell subset may contribute to the spontaneous control of HIV infection,
we analyzed the phenotype and function of drculating Tfh (cTfh) in patients from
the ANRS CO21 CODEX cohort who naturally controlled HV-1 replication to unde-
tectable levels and compared them to treated patients with similarly low viral loads.
HIV-spacific cTfh (Tet*), detected by Gag-major histocompatibility complex class Il
(MHCHI) tetramer labeling in the CD45RA- O(CRS* CD4* T cell population, proved
more frequent in the controller group (P ~ 0.002). The frequency of PD-1 expression
in Tet* cTfh was increased in both groups (median, >75%) compared to total cTfh
(<309%), but the intensity of PD-1 expression per cell remained higher in the treated
patient group (P - 0.02), pointing to the persistence of abnormal immune activation
in treated patients. The function of cTfh, analyzed by the capacty to promote IgG
secretion in cocultures with autologous memory B cells, did not show major differ-
ences between groups in terms of total IgG production but proved significantly
more efficent in the controller group when measuring HIV-specific IgG production.
The frequency of Tet+ cTfh correlated with HIV-specific lgG production (R - 0.71 for
Gag-spedific and R - 0.79 for Env-spedific IgG, respectively). Taken together, our
findings indicate that key cTfh-B cell interactions are preserved in controlled HIV in-
fection, resulting in potent memory B cell responses that may play an underapprec-
ated role in HIV control.

IMPORTANCE The rare patients who spontaneously control HIV replication in the
absence of therapy provide a unique model to identify determinants of an effective
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contributes to the persistence of controller memory B cell responses, as the fre-
quency of HIV-specific cTfh correlated with the induction of HIV-spedific antibodies
in functional assays. These findings suggest that T follicular help may contribute to
HIV control and highlight the need for inducing such help in HIV vaccine strategies
that aim at eliciting persistent B cell responses.

KEYWORDS B lymphocytes, HIV controllers, MHC-I tetramers, T follicular helper, T
lymphocytes, human immunodeficiency virus

Folimhrhebef'loelsmh)vmehenﬁﬁedhzmoasmekeyheberCDQ‘Tcell
population responsible for providing help to B cells (1, 2). Tfh are required for the
maturation of high-affinity antibodies against T-cell-dependent antigens and for the
development of germinal centers (GC), both in mice and humans (for reviews, see
references 3 to 5). The Trh form conjugates with B cells through cognate interactions
dependent on T cell receptor (TCRVpeptide-major histocompatibility complex class Il
(MHCHI) antigen recognition and of costimulatory molecules. These interactions are
needed to trigger immunoglobulin (Ig) class switching and are at the core of the
selection process that promotes the survival of high-affinity Ig-producing B cells. Tfh
can be identified by the expression of the CXCRS chemokine receptor, which drives
their localization to GC, and by a high expression of the regulatory marker PD-1, which
may reflect ongoing activation through the TCR (1, 2). Tfh provide help to B cells
through a series of costimulatory molecules (CD40L, ICOS, SLAM, (D28, 0X40, and
BTLA) and by secreting the cytokine interleukin-21 (IL-21) (4, 6). A defining transcription
factor of the Tfh population is Bd-6, which is required for high CXCRS expression (7),
though Bd-6 needs to act in concert with a series of other transcription factors such as
c-Maf, Ascl2, IRF4, BATF, and TCF-1 to confer full Tfh function (8-11). Tfh differentiation
is finely regulated and not binary, as Tfh can show a degree of plasticity and share
differentiation markers with other T helper types (12).

The drculating population of CXCRS* CD4* T cells, which represents about 10 to
15% of the blood (D4* T cell pool in humans, was shown to share functional
characteristics with Tfh that reside in lymphoid tissues. In particular, blood CXCRs*
(D4* T cells have the capacity to provide help to B cells and promote IgG and IgA
secretion in (D4/B cell coculture assays, thus demonstrating bona fide Tfh function (13,
14). These cells, termed circulating Tfh, or cTfh, are phenotypically distinct from the Tfh
found in GC, with a low expression of costimulatory markers such as ICOS and PD-1 and
of the transcription factor Bcl-6. The cTfh population is in a more resting state than GC
Tth, but there are indications that cTfh reacquire typical Tfh markers such as Bcl-6, ICOS,
and PD-1 after in vitro activation (14) or in vivo reactivation following vaccination (15).
Whether cTfh represent short-lived effector Tfh recently released from lymphoid organs
or long-lived recirculating memory Tfh is still debated (16). However, there is a dear link
between the dirculating and lymphoid Tfh populations as both are increased in human
and murine models of autoimmunity (17, 18). In addition, activated cTfh increase in
frequency at peak response after influenza vaccination and cormrelate in frequency with
the titers of the specific antibody response (15, 19). Recently, PD-1* cTfh were shown
to be donally related to tonsillar GC Tfh through TCR donotypic analysis, establishing
the link between the two populations (20). In the same study, activated IKCOS* PD-1+
cTh induced upon HIV (human immunodeficiency virus) vaccination were found to be
clonally related to the resting PD-1* cTfh population detected postvaccination, sug-
gesting that cTfh persist as circulating memory cells in humans (20). In addition, a
recent study in mice showed that GC Trh could be released from lymphoid organs to
the drculation upon blocking interactions with cognate antigens, revealing a dynamic
exchange between the lymphoid and circulating Tfh pools (21). Of note, HIV-spedific
cTfh defined by IL-21 production were induced at higher levels by the partly efficacious
RV144 HIV vaccine than by other candidate HIV vaccines that had shown no efficacy,
suggesting a key role for the Tfh response in inducing protective antibodies directed at
HIV (22). Recent studies have also reported an association between the proportion of
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PD-1+ cTfh or PD-1* CX(R3 - cTfh and the induction of broadly neutralizing antibodies
in HV-infected patients, pointing to the relevance of cTfh studies for understanding the
development of efficient antibody responses in the context of a chronic viral infection
(23, 29).

Though Tfh help is thought to be essential to the maturation of antiviral humoral
responses, Tfh also seem to contribute to HIV pathogenesis, through the promation of
abnommal B cell activation and HIV replication. The frequency of Trh cells is markedly
increased in lymph nodes of patients with progressive HIV infection (25, 26), in a
context where other CD4* T cell subsets show exhaustion and depletion. A possible
reason may be that Tfh preferentially differentiate in situations of high antigenemia,
when they receive strong and persisting signals through the TCR (27, 28). This notion
is compatible with the observation that Tfh abundance generally increases in chronic,
nonresolving viral and bacterial infections (4). Increases in IL-6 levels, which are a
halimark of abnormal immune activation, may also contribute to Trh amplification (29).
The predominance of Tfh helps explain the lymph node hyperplasia and the nonspe-
cific hypergammaglobulinemia that are characteristic of progressive HIV and SIV (sim-
ian immunodeficiency virus) diseases. The frequency of HV-spedific cells among the Tfh
population appears quite high, with median values of Gag-spedific cells above 1% in
viremic patients (25, 26), suggesting that HIV directly contributes to the amplification
of Tth responses. Importantly, Tfh also represent a major reservoir of HIV- or SIV-
infected (D4* T cells within lymphoid organs, with a higher viral DNA content than
other CD4* T cell subsets (26, 29-31). An intrinsically higher susceptibility of Tfh to HIV
infection, possibly due to the repression of antiviral resistance genes by Bd-6, could
account for the high Tfh infection rate (26, 32). The scarcity of cytotoxic CD8* T cells
that traffic to GC may also limit the elimination of infected Tfh (33). Studies in the SIV
model suggest that GC constitute viral sanctuaries even in macaques that naturally
control viral replication in the periphery (34). Tfh also remain the most prominent HIV
reservoir in lymph nodes of treated patients after viremia suppression, which poses a
major obstacle to viral eradication (35, 36).

Several lines of evidence suggest that Tfh function is suboptimal in progressive HIV
and SIV infections. Multiple studies have shown that the development of antibody
responses to vaccines or other pathogens is impaired in HIV-infected patients (37, 38).
For instance, the proportion of nonresponders to influenza vaccination is higher among
HIV-infected individuals, and cTfh capacity to promote the secretion of influenza
virus-specific antibodies by memory B cells appears impaired in the nonresponders (15).
Mechanistically, negative regulation via the PD-1/PD-L1 axis has been proposed to play
a role in Tfh dysfunction, as memory B cells from HWV-infected patients showed
overexpression of the PD-L1 ligand, which limited functional responses in cognate
PD-1hi Tfh (39). Increased PD-L1 expression by dendritic cell (DQ)-like cells has also
been reported in the lymph nodes of macaques with progressive SIV infection, sug-
gesting that abnormal PD-L1 expression may also perturb the priming of Tfh by
antigen-presenting cells (33). The facts that memory B cells show signs of impaired
differentiation in progressive HIV infection and that HIV-specific memory B cells in
particular appear depleted in patients with advanced infection are compatible with a
loss of Tfh help (38, 40). In addition, the antibody response directed at HIV shows dear
signs of impairment. A key observation is that antibodies able to efficiently neutralize
autologous HIV strains take about 2 to 3 years to emerge in most patients (41, 42).
These antibodies do not appear to bring much dinical benefit to patients, as HIV
repeatedly and continuously escapes the antibody response through Env mutations
(43). Antibodies able to neutralize a large spectrum of HIV variants, the so-called
broadly neutralizing antibodies (bNAbs), occur only rarely (42, 44). Importantly, se-
quencing of Ig variable regions showed that bNAbs are highly hypermutated and
hence highly dependent on Tfh help (44, 45). This suggests that the consecutive cycles
of B cell-Th interactions required for extensive somatic hypermutation of anti-HIV
antibodies are impaired or interrupted in most patients with progressive HIV disease.

HIV controllers (HIQ), also called elite controllers, are rare patients who spontane-
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ously control HIV replication in the absence of antiretroviral therapy (46, 47). Fewer
than 0.5% of HIV-1-seropositive individuals maintain a controller status, as defined by
a viral load of <50 copies of HIV-1 RNA/ml over 5 years, but these individuals have a
very low risk of progression to AIDS (48). HIV controllers provide a unique model to
elucidate the determinants of an efficient immune response directed at HIV. Multiple
studies have documented that HIV controllers have a particularly efficient cellular
immunity directed against HIV, with highly cytotoxic (D8* T cells able to suppress viral
replication in CD4* target cells (49, 50), and polyfunctional CD4* T cells endowed with
high proliferative capacity and high antigen sensitivity (47, 51-53). In contrast, the
possible contribution of the humoral arm of the immune response to HIV control has
not been emphasized, as controllers do not harbor high neutralizing antibody titers
(46). Multiple studies have demonstrated that the emergence of bNAbs requires
relatively high viremia, high viral diversity, and multiple rounds of viral escape to
emerge (41). While bNAbs are extremely promising tools for HIV prevention and
immunotherapy, they seem to provide only limited benefit to the patients who
naturally develop them, due to continuous viral escape (41, 43). In the absence of
autologous virus neutralization, high bNAD titers may thus reflect the persisting but
failing efforts of the humoral response at containing HIV replication and diversification.
There are indications that anti-HIV antibody levels parallel HIV viremia in patients with
low viral loads (54), suggesting that low NAD titers in HIV controllers may actually reflect
efficient viral containment. However, interest in the involvement of the humoral
response in HIV control has been revived, with the recent realization that HIV-specific
memory B cell responses are actually strong in HIV controllers and are thus discon-
nected from circulating NAD titers. Analyses of memory B cells based on HIV-spedific Ig
production after restimulation in limiting dilution cultures or in B cell enzyme-linked
immunosorbent spot assays (ELISpot) (40, 55-57) or on direct labeling with Env-derived
protein probes (56) all revealed potent responses in HIV controllers, which surpassed
those observed in treated patients or in viremic patients with advanced HIV infection.
Thus, an emerging notion is that the preserved memory B cell population in HIV
controllers has the capadity to transiently reactivate and produce NAbs upon HIV
replication episodes, which may contribute to the suppression of viremia.
Preserved Tfh function may help explain the persistence of a large HV-spedific
memory B cell population in controlled HIV infection. To test this notion, we set out to
characterize the HIV-spedific cTfh population of HIV controllers using the MHC-II
tetramer technology, which enabled a direct quantitation and phenotyping of this rare
(D4* T cell population without perturbations associated with in vitro culture. We
compared HIV controllers with stringent viral control (<50 copies of HIV-1 RNA/m) for
over 5 years to patients who had received efficient antiretroviral therapy (ART) for over
S years, ensuring that functional differences between the two groups would not result
primarily from differences in viral antigen loads. This approach revealed that the
HIV-specific cTfh population was more abundant in controllers and showed signs of
chronic antigenic stimulation that remained lower than those seen in treated patients.
Assays of Tfh function revealed an efficient induction of HIV-spedific IgG in cTfh/
memory B cell cocultures from controllers, while this response appeared defective for
treated patients and could not be restored by cytokine supplementation. The frequency
of HIV-spedific cTfh correlated with IgG induction in the cocultures, supporting the
notion of efficent cTfh-B cell interactions in controlled HIV infection.

RESULTS

The cTfh population displays a central memory phenotype with high PD-1
expression. In a first analysis, we characterized the frequency and phenotype of the
total cTfh population from healthy donors (HD, n — 8), HIV controllers (HIC group, n =
10), and treated patients (ART group, n = 14). Clinical characteristics of patient groups
are reported in Table S1A in the supplemental material. The cTfh population was
defined as the drculating CD3* (D4* CD4SRA- CXCRS* T cell subset among live
lymphocytes (Fig. 1A). The gating strategy used and examples of “fluorescence minus
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one” (FMO) control labeling are reported in Fig. 51. The phenotype of cTfh was
compared to that of memory CD4* T cells that did not express the CXCRS homing
marker (MemX5-). Flow cytometry analysis showed that the cTfh population repre-
sented dose to 10% of the circulating CD4* T cell population, irrespective of the HIV
infection status (Fig. 1B). No significant differences in cTfh frequencies were observed
between the 3 groups, though a greater individual heterogeneity was noted in the ART
group, with a few treated patients showing cTfh frequencies of >25%. The cTfh
population showed a predominantly central memory phenotype in the 3 groups, as
indicated by a high percentage of CCR7 expression (medians, 44% to 54% [Fig. 1C]),
which was significantly higher than that observed in the MemX5— population (medians,
26% to 33%). The cTfh population from healthy donors expressed higher levels of the
PD-1 marker than the MemX5~ population (medians, 35% versus 25%, P -~ 0.007)
(Fig. 1D), compatible with the high PD-1 expression characteristic of tissue Tfh (58).
Patient cTfh also showed a trend for higher PD-1 expression than in the MemX5—
population, which did not reach significance due to higher intragroup variability
(Fig. 1D). Taken together, the cTfh population did not show signs of major perturba-
tions in these patients with efficiently controlled viremia.

Increased population of HIV-spedific cTfh In HIV controllers. To characterize
HIV-specific cTfh unperturbed by in vitro culture, we labeled them with MHC-I tetram-
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ers. The study focused on CD4* T cells specific for the most immunoprevalent epitope
in the HIV-1 proteome, Gag293, located at positions 293 to 312 in the HV-1 capsid.
Responses to this CD4 epitope are exceptionally prevalent, as they can be detected in
close to 50% of treated patients and in =709 of HIV controllers (59-61). The Gag293
epitope shows broad HLA-DR cross-restriction (53), which enables the study of patients
with varied HLA genotypes. Patients included in the tetramer study expressed at least
one of the 7 following HLA-DR alleles: DR81°0101, DRB1*0401, DRB1°0405, DRB1*0701,
DRB1*1101, DRB1*1302, or DRB1*1502 (Table S1B and (). Labeling with the correspond-
ing HLA-DR tetramers was performed on a minimum of 107 peripheral blood mono-
nuclear cells (PBMC) per sample, to take into account the preferential depletion of
HIV-specific CD4+ T cells in the course of progressive HIV infection (62). The gating
strategy used to analyze Gag293-specific cells is represented in Fig. 2A and S2.

Tetramer* (Tet*) cells were readily detected in the cTfh population and were highly
enriched in the memory compared to the naive (D4* T cell population, as expected
(Fig. 2A). The frequency of Tet* cTfh in CD4* T cells was 4.4 times higher in the HIC
than in the ART group (medians, 0.0049% for HIC versus 0.0011% for ART; P - 0.002)
(Fig. 2B), pointing to the preservation of Gag293-spedific cTfh in HIV controllers. Of
note, Gag293-spedific Tet* cells could not be detected in the blood of patients with
persistent HIV replication (not shown). Analysis of the absolute count of spedific cTfh in
the arculation supported the notion of a preserved antiviral response in HIV controllers,
with a median of 42 versus 4.9 cTfh/mi blood in the HIC and ART groups, respectively
(P - 0.0005; data not shown). To determine whether this difference was due to an
enrichment of Gag293-spedific cells in the cTfh subset, we compared the proportions
of cTfh in the Tet* and Tet~ CD45RA- CD4* T cell populations (Fig. 2C). This analysis
did not reveal significant differences, with a proportion of cTfh that ranged in median
between 23% and 29% of memory CD45RA- CD4+ T cells, in the Tet+ and Tet-
populations of the two groups. Rather, the frequency of Tet* cells in the total CD4* T
cell population distinguished the HIC and ART groups, with a 3.8-fold increase of
spedific cells in HIV controllers (medians, 0.019% for HIC versus 0.0049% for ART; P ~
0.002) (Fig. 2D). Thus, the increased frequency of HIV-spedific cTfh in controllers
reflected an overall higher frequency of HV-specific cells, rather than a preferential
enrichment of specific cells in the cTfh subset.

Signs of antigenic activation In the HIV-specific cTfh population. The CCR7
marker remained highly expressed in HIV-specific cTfh, indicating a predominant
central memory phenotype (Fig. 2A and E). However, a trend for decreased CCR7
expression was observed in the spedific cTfh populations, reflecting a partial shift to an
effector memory phenotype. CCR7 expression remained significantly higher in the Tet+
cTfh than in the Tet* MemX5— population in the HIC group (P - 0.023), but this
difference was lost in the ART group, with a high intragroup variability in both groups.
The trend for CCR7 decrease raised the possibility that HIV-spedific cTfh underwent a
degree of chronic antigenic stimulation. This notion was further supported by analyses
of the naive (Nv), central memory (CM), effector memory (EM), and effector (Eff) subsets
defined by the combination of the CCR7 and CD45RA markers (gating shown in Fig. 51
and 52). Namely, HIV-specific CXCRS* (X5*) cells showed a shift in subset hierarchy,
with a significant increase in the EM subset (P < 0.05) compared to nonspecific X5+
cells, where CM cells predominated (Fig. 53). However, subset distribution did not show
significant differences between patient groups. Of note, the Eff subset (CD4SRA+
CCR7-) proved significantly decreased (P < 0.01) in the specific compared to the
nonspedific X5* population, pointing to a lack of advanced effector differentiation in
HIV-specific cells.

The CCR6 marker was also analyzed, as expression of this chemoreceptor has been
associated with efficient cTfh function (13). The CXCR3 marker, which is often used to
define less efficent Th1-like cTfh, could not be analyzed in this study, as it was partially
internalized under the tetramer labeling conditions. CCR6 was found to be expressed
at comparable levels in the MemX5— subsets of HIC and ART patients, in both the
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Gag293-specific and nonspedific cell populations (Fig. 2F). In contrast, CCR6 was found
to be significantly decreased in the specific compared to the nonspecific cTfh subset in
the ART group (P - 0.017). Specific cTfh from the ART group also showed a trend for
lower CCR6 expression than did those of the HIC group (P -~ 0.066), pointing to a
possible impairment of HIV-specific cTfh function in treated patients.

A marked increase in PD-1 expression was noted in HIV-specific CD4* T cells from
controllers and treated patients, this increase being highly significant (P < 0.005) in
both the cTfh and the MemX5— subsets (Fig. 3A and B). As PD-1 induction is thought
to result from TCR signaling upon cognate antigen recognition, these findings sug-
gested that specific (D4* T cells were chronically stimulated by Gag antigens, in spite
of the very low viremia characteristic of both the controller and the treated patient
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groups. Further analyses of HLA-DR expression, as measured by quantitative real-time
PCR (gPCR), confirmed that all Gag293-spedific cells, in both the cTfh and MemX5-
subsets, were significantly more activated than their nonspecific counterparts, support-
ing the notion of chronic antigenic stimulation (Fig. S4A). An additional activation
marker, FAS (FAS cell surface death receptor), also showed a trend for higher expression
in Gag293-specific cells, except, interestingly, in the specific cTfh population of HIV
controllers (Fig. S4B).

HIV-specific cTfh expressed PD-1 at comparably high frequencies in the two groups
(medians, 762% [HIC] versus 77.5% [ART] PD-1* in Tet* cTfh) (Fig. 3B), though
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individual variability in PD-1 induction remained high. In contrast, PD-1 induction was
significantly higher in the specific MemX5- subset of treated patients than in that of
controllers (85.0% [ART] versus 422% [HIC] PD-1+ in Tet+ MemXs-; P - 0.02),
reflecting a higher level of chronic immune activation and possibly exhaustion in the
specific (D4* T cell population of treated patients. These findings were confirmed in
analyses that distinguished the memory subsets within the specific X5 and X5—
populations (Fig. SS), with equivalent frequendies of PD-1 expression in the X5+ subsets
of the two groups but a significantly higher PD-1 expression in the CM and EM X5—
subsets in the ART group. Paired analysis of the specific cTfh and MemX5— subsets in
each patient showed that the frequency of PD-1 expression was in all cases higher in
the spedific cTfh subset for controllers (P — 0.002) (Fig. 3C). This was not the case for
treated patients, as specific MemX5 - cells in this group could express PD-1 at very high
levels (>809). Paired analyses of PD-1 expression in memory subsets within the specific
X5+ and X5~ populations gave similar results (Fig. S5C and D) (significant differences
between X5- and X5* Nv, CM, and EM subsets in the HIC but not in the ART group),
reinforcing the notion that abnormal immune activation persisted in treated patients
even after long-term antiretroviral therapy. This notion was further supported by an
analysis of CD8* T cells, which showed a higher frequency of PD-1 expression in treated
patients than in HIV controllers (median PD-1*, 1865% in ART versus 13.45% in HIC;
P - 0.03; data not shown).

To further evaluate the extent of PD-1 induction, we monitored the median fluo-
rescent intensity (MedFl) of PD-1 labeling in the subpopulations of PD-1-positive cells
(Fig. 3D). This analysis showed that the intensity of PD-1 expression per cell was higher
in specific cells from treated patients than in those of controllers, both in the MemX5—
(P = 0.002) and in the cTfh (P ~ 0.004) subsets. Paired analysis confirmed that specific
cTfh expressed PD-1 at higher levels than specific MemX5— cells in controllers, while the
difference was blurred in treated patients, for whom both spedific cTth and noncTfh
expressed PD-1 at very high levels (Fig. 3E). Thus, PD-1 expression was induced in all
Gag293-specific CD4* T cells in both controllers and treated patients, indicating that
these cells were not quiescent but rather engaged in an active antiviral immune
response. In HIV controllers, PD-1 induction was more marked in the specific cTfh
subset, which may reflect the activation of T follicular helper function. In treated
patients, PD-1 induction was more generalized and reached higher levels, pointing to
the persistence of abnormal immune activation.

Of note, in the ART group, the percentage of PD-1 induction in the spedific cTfh
population correlated inversely with the frequency of cTfh in the Tet* population (R ~
—085, P = 0.011) (Fig. 3F). This correlation was not observed in the HIC group, as some
controllers could have a significant PD-1 induction without a decrease in the proportion
of specific cTfh. The inverse correlation observed for treated patients could reflect
either a loss or a relocalization of spedific cTfh upon increasing immune activation,
raising the possibility of cTfh immune exhaustion. To further address this issue, we
measured the expression of two immune exhaustion markers, CTLA-4 and LAG-3, by
single-cell qPCR. These analyses showed generally low expression of both markers in
cTfh and did not reveal significant differences between the HIC and ART groups
(Fig. 54C and D). A trend for higher CTLA-4 and LAG-3 expression in specific than in
nonspedific CD4* T cell populations was noted, though it did not reach significance.
Taken together, the analysis of PD-1, HLA-DR, and FAS expression was consistent with
signs of chronic activation in HIV-spedific cTfh, which were more marked in treated
patients than in HIV controllers. However, the generally low expression of the CTLA4
and LAG-3 markers, and their comparable expression in the two patient groups,
suggested that HV-spedific cTfh were not in a state of advanced immune exhaustion.

Low antibody neutralization titers In HIV controllers. To evaluate the humoral
response in controlled HIV infection, we first measured the concentration of HIV-
spedific antibodies in patient plasma by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
using values normalized to total plasma IgG content (Fig. 56). Env-spedific antibodies
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recognizing HIV-1 gp41, gp140, and gp160 were detected at comparable median values
in the two groups, though individual vanability was marked. Gag-specific antibodies
directed at the p24 capsid protein showed a trend for higher concentrations in the HIC
group, which did not reach significance (P - 0.2). Thus, the concentration of HIV-
spedific antibodies did not clearly distinguish the two patient groups.

We then analyzed the titers of neutralizing antibodies (NAbs) directed at HIV-1 in
patient plasma (Table S2A). To this goal, serial dilutions of patient plasma were tested
for their capacity to neutralize two tier 1 viral strains (63), six transmitted/founder (T/F)
tier 2 strains, and one tier 3 T/F strain, as well as a negative-control murine leukemia
virus (MLV) strain in a TZM-bl-based assay. Of note, plasma samples from treated
patients neutralized the MLV control virus due to the presence of antiretroviral drugs
and were not evaluated further. HIV controller plasma could in most cases neutralize
the tier 1 HIV-1 strains tested but failed to neutralize the tier 2 and tier 3 T/F strains.
Only one controller patient (HICOS) showed moderate neutralization titers (<<100)
against three of the tier 2 T/F strains tested. These moderate NAD levels appeared to be
maintained over time, as testing of an HIC06 plasma sample obtained 8 months
previously showed a similar neutralization pattern (Table 528). Taken together, these
data showed that NAD titers were low in HIV controllers, consistent with the literature
(38, 64).

The cTfh CD4+ T cell subset provides effident help to memory B cells in vitro.
As the antibody data did not preclude the possibility of a memory B cell response that
could be reactivated upon stimulation, we developed an assay suited to the analysis of
memory B cell-cTfh interactions. The assay relied on the coculture between sorted
(D4* T cell subsets and autologous memory B lymphocytes (BL). Sorted populations
were >08% pure (see Fig. 57 for gating strategy). Sorted CD4* T cell subsets included
naive cells (CD45RA* CCR7+), MemX5~ (CD4SRA- OXCRS-), and cTfh (CD4sRA-
COX(Rs+*). Each sorted subset was cocultivated with autologous memory BL (CD3-
(D20* CD27+) in the presence of superantigens, which induce polyclonal (D4 T cell
activation. (D4 helper function was analyzed by the induction of plasmablast differ-
entiation, as measured by the number of CD38hi B cells in the coculture and by the
amount of total immunoglobulin G (igG) measured in coculture supematants.

Functional analysis of healthy donor cells showed a dear hierarchy in the capacity
of CD4* T cell subsets to provide helper function to B cells, with cTfh proving more
efficient than MemX5- (P — 0.03), which were themselves more efficent than naive
cells (P = 0.03) at inducing plasmablast differentiation (Fig. 4A and B). A similar
hierarchy was observed in the production of lgG measured in day 12 supernatants: cTfh
induced IgG secretion to a median concentration of 3 pg/ml and MemX5 -~ induced IgG
to 0.5 pg/ml, while naive D4+ T cells failed to induce lgG secretion from autologous
BL (Fig. 40). The differentiation of plasmablasts in the cocultures tightly correlated with
the induction of lgG secretion (R - 0.89, P - 0.012) (Fig. 4D), indicating that both
parameters could be used to monitor cTfh function. Taken together, the data obtained
with healthy donor cells confirmed that cTfh could provide bona fide help to BL after
in vitro stimulation, confirming that cTfh provide a relevant model to study Tfh function
(13).

Patient cTfh show a degree of functional iImpairment that can be reversed by
IL-6 supplementation. The cTth function showed signs of being perturbed in both the
HIC and ART groups, as the hierarchy in helping capacity of the different CD4* T cell
subsets was not always conserved, with cTfh proving less efficient than MemX5— cells
at inducing lgG secretion for a few patients (Fig. SA). As a consequence, IgG induction
by the cTfh and MemX5~ subsets did not differ significantly, in the HIC as well as in the
ART group. In addition, total IgG secreted in cTFh/BL cocultures showed a trend for
decrease in the HIC and ART groups compared to the HD group, though the difference
did not reach significance (Fig. SB). Anallysis of CD38hi plasmablasts in the cocultures
led to similar conclusions, with in particular a trend for less efficient plasmablast
differentiation in the ART group (Fig. 5C and D). Plasmablast induction still correlated
with IgG secretion in patient cocultures, though the correlation was less tight than in
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healthy donor cocultures (R - 0.65, P - 0.01) (Fig. 5E), supporting the notion of
perturbed cTfh-BL interactions in both patient groups.

As production of the IL-6 cytokine by plasmablasts was recently shown to support
Tfh function (65), we set out to test the effect of IL-6 addition to the cTfh/BL cocultures.
Interestingly, IL-6 supplementation restored cTfh function in the coculture of patient
cells, as indicated by a significant increase in lgG production in both the HIC and ART
groups (P -~ 0.0078 in both cases) (Fig. 5F). IL-6 restored IgG production to levels higher
than those seen in cocultures from healthy donors (medians: HIC plus IL-6, 3.6 pg/mi;
ART plus IL-6, 16.8 pg/mi; HD, 241 pg/mi). These findings suggested that the pertur-
bation in patient cTfh function was not intrinsic but rather resulited from limiting or
dysregulated cytokine secretion.

High-level spedific IgG production capacity in HIV controllers. To evaluate the
extent to which cTfh could stimulate HIV-specific memory B cell responses, we mea-
sured the production of IgG specific for HIV-1 p24 Gag or gp140 Env in cTf/BL
coculture supernatants. Recombinant proteins derived from HIV-1 subtype B, p24 Gag
I8 and the trimeric Env gp140 MN-LAI (66), were used as capture antigens as this
subtype was the most prevalent among studied patients.
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The cTfh/BL cocultures of controller patients showed a trend for higher production
of anti-Gag lgG compared to those of treated patients, with a median 7-fold difference
between the two groups (Fig. 6A, left). Supplementation with IL-6 significantly in-
creased Gag-spedific IgG production in both groups but dampened differences be-
tween the HIC and the ART groups (Fig. 6A, right). To take into account variations in
total IgG production, we then computed the ratio of Gag-spedific to total lgG (Fig. 6B).
In this normalized analysis, Gag-spedific lgG production was 3.5-fold higher in the HIC
group in the absence of IL-6 and 4.8-fold higher in the HIC group in the presence of IL-5,
with the difference reaching significance in the latter case (P - 0.0499). Interestingly,
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the frequency of Gag293-specific cTfh in the dirculation correlated with Gag-specific lgG
production in the cocultures (R = 0.71, P = 0.041) (Fig. 60), supporting the notion that
Tfh function contributed to the persistence of HIV-spacific memory B cell responses.

Analysis of Env gp140-spedific lgG production in the cTfh/BL cocultures revealed
more pronounced differences between the HIC and the ART groups. Env-spedific lgG
was produced in median at 6.4-fold-higher levels in the HIC than in the ART group (P -
0.012) (Fig. 6D). IL-6 supplementation did not abrogate but rather amplified the
difference, with 113-fold-higher levels of Env-specific lgG in the HIC group (P - 0.0019).
After normalizing for total lgG production, the differences in Env-spedific IgG produc-
tion between the HIC and the ART groups were 32-fold in the absence of IL-6 (P -
0.017) (Fig. 6E) and were increased to 51-fold in the presence of IL-6 (P — 0.0047). It was
striking that IL-6 supplementation had little effect on the synthesis of Env-spedific IgG
in the ART group, while total and Gag-spedific lgG production responded to IL-6
supplementation for the same patients. This observation was confirmed by an analysis
of the ratios of IgG produced in the presence and absence of IL-6, which were
significantly lower for Env-specific IgG than for total or Gag-specific IgG in the ART
group (Fig. 58). Of note, the frequency of Gag293-specific cTfh in the circulation showed
a strong correlation with Env-spedific IgG production in the cocultures (R = 0.79, P ~
0.0093) (Fig. 6F), raising the possibility of intrastructural help provided by Gag-specific
Tfh to Env-specific memory B cells (see Discussion). Taken together, these findings
showed that treated patients, who had low frequencies of HIV-specific cTfh in the
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circulation, maintained defective memory B cell responses in spite of long-term ther-
apy, with the defect being more marked for Env-spedific than Gag-specific memory B
cells. In contrast, key cTfh-B cell interactions were preserved in controlled HIV infection,
resulting in potent memory B cell responses to both Gag and Env antigens.

DISCUSSION

This study provides evidence for the persistence of a highly functional HIV-specific
cTfh population in controlled HV infection. The use of MHC-I tetramer labeling
enabled, for the first time to our knowledge, a direct quantitation and phenotypic
characterization of HV-spedific cTfh in the drculation. This approach revealed signifi-
cantly higher frequency and numbers of Gag-specific cTfh in HIV controllers than in
treated patients, even though both groups were characterized by long-term viral
suppression and very low antigenic loads. These findings are in line with the notion of
a potent CD4-mediated adaptive response in controlled HIV infection and highlight in
contrast the incomplete reconstitution of antiviral immunity in patients undergoing
long-term antiretroviral therapy (47, 67). The high frequency of specific cTfh in the
controller group suggests that successful HIV containment does not rely uniquely on
Th1 responses, which are typically induced in the setting of chronic viral infections, but
also involves Tfh help provided to the humoral arm of the immune response. This
notion is supported by the potent induction of HIV-specific IgG detected in cTfhV/B cell
cocultures from controllers, as well as by the high frequency of memory B cells recently
reported in the setting of controlled HIV infection (40, 55-57).

Unexpectedly, HV-spedific cTfh from both groups of patients showed signs of
ongoing activation, as indicated by a marked increase in PD-1 and HLA-DR expression,
and a moderate decrease of CCR7 expression compared to the total cTfh population.
PD-1 induction is thought to reflect previous TCR engagement (68, 69), suggesting that
cTfh encounter their cognate antigen, in this case Gag, even in situations of controlled
viremia. Epigenetic studies indicate that PD-1 can in certain cases acquire constitutive
expression in T cells after prolonged exposure to HIV (70), and we thus cannot rule out
the possibility that high PD-1 expression in specific cTfh reflects a previous phase of
viral replication, especially in the case of patients who had experienced high viral loads
prior to treatment However, the fact that PD-1 induction is also seen in cTfh of
controllers, who did not experience massive HIV replication except possibly in acute
infection, and the observation of a trend for CCR7 downregulation support the possi-
bility of ongoing antigenic stimulation and partial shift toward an effector memory
phenotype. This notion s further supported by the marked induction of HLA-DR
expression, which points to a persistent activation of the HIV-spedific cTfh population.
Of note, expression of the CTLA-4 and LAG-3 markers remained low in HIV-spedific cTfh,
indicating that these cells were activated but not in an advanced stage of immune
exhaustion. Given that tissue Tfh have been recently identified as the major HIV/SIV
reservoir in lymphoid organs, in treated patients (25, 26, 35) but also in a simian model
of controlled SIV infection (34), a likely possibility is that cTfh encountered their cognate
antigen while recirculating through these organs. Systemically, HV controllers show
moderate but detectable signs of immune activation that subside upon initiation of
antiretroviral therapy (71), suggesting that residual viral replication in lymphoid tissues
drives immune activation, while the virus remains efficiently contained in the periphery.
Another reason for the activation of spedfic cTfh in controllers could lie in their
expression of particularly sensitive TCRs, as we recently reported that controller CD4+
T cells expressed TCRs of significantly higher affinity for Gag293-MHC-l complexes
than those found in treated patients (53, 61). Thus, even minimal levels of viral antigens
may trigger potent TCR signals in controller cTfh, which would promote their B cell
helper function.

Of note, controller specific CD4* T cells showed stronger PD-1 expression in the cTfh
compartment than in the MemX5— memory compartment, suggesting that cTfh may
be more frequently exposed to viral antigen than spedific cells that do not traffic
through GC. In contrast, treated patients showed high PD-1 expression (~75% PD-1+)
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in both cTfh and MemX5— spedific cells, which may point to the persistence of viral
antigens in both GC and extrafollicular sites. It was also noteworthy that the intensity
of PD-1 expression was significantly higher in the specific CD4* T cell subsets of treated
patients than of controllers, with the highest level of PD-1 expression per cell seen in
the specific cTfh subset of treated patients. Given the negative regulatory function of
the PD-1 receptor (68), these very high expression levels may impair cTfh function in
treated patients. This notion is compatible with the report of a functional defect of Tfh
function in HIV-infected individuals, due to overexpression of the PDL-1 ligand in lymph
node B cells (39). In this study, the PD-1/PD-L1 interaction was shown to limit Tfh
proliferation and helper function, which may help explain the persistent defect of
memory B cell responses in treated patients. The decreased CCR6 expression that we
observed in HIV-specific cTfh from treated patients also points to cTfh dysfunction, as
low CCRs expression may reflect perturbed differentiation (13) and may directly impair
cTfh relocalization to infected tissues. The higher FAS receptor expression in spe-
cific cTfh from treated patients may also contribute to immune dysfunction, by priming
cTfh-interacting cells for apoptosis. Taken together, the phenotypic analysis of HIV-
spedific cTfh highlighted signs of generalized immune activation in treated patients and
of a more contained but nevertheless detectable activation in HIV controllers. The
finding that HN-specific cTfh are not quiescent in the latter group suggests that
spontaneous HIV control relies on chronic stimulation of T follicular helper function,
which may be needed to sustain high-level memory B cell responses.

Several studies have reported associations between the frequency of particular cTfh
subsets and the breadth of circulating NAbs directed at HIV (23, 24, 72). These findings
point to the need for a generally preserved cTfh population for the development of
NAb breadth, which relies on continuous cycles of B cell maturation. A limitation of our
study is that we did not include a control group of patients who acquired NAb breadth
and who are thought to harbor a highly functional cTfh population. However, it is now
apparent from several studies, including ours, that HIV controllers can develop potent
memory B cell responses without high NAD titers (40, 55, 56) and that assessing the
“silent” memory B cell compartment is needed to evaluate the status of the antiviral
humoral response. The frequency of HIV-specific memory B cells still correlates with
bNAD titers in a subset of HIV controllers who express the HLA-B57 allele (57),
suggesting that in this particular group HN-specific B cells have not returned to a
quiescent memory state. Another study reported that the frequency of HIV-spedific
memory B cells decreased in HIV controllers who were given antiretroviral therapy,
indicating that residual viral replication could still be a driver of memory B cell
responses in the controller group (56). Our results suggest that another key determi-
nant of the magnitude of memory B cell responses is the availability of T follicular help,
as indicated by the positive comelation between HIV-spedific cTfh frequency and
HIV-specific lgG secretion by stimulated memory B cells. These findings are in line with
a recent report where Trh function defined functionally by IL-21 secretion in response
to HIV peptides showed an association with Env-specific memory B cells (73). Genetic
analyses of Env-specific IgG derived from controller memory B cells have been reported
in a few cases and have revealed an unexpectedly high level of somatic hypermutation,
reinforcing the notion of a continuous involvement of T follicular help in maintaining
the controller humoral response (74).

Intriguingly, measurement of total IgG production suggested a perturbation of
cTih-B cell interactions in both groups of HIV-infected patients compared to healthy
blood donors. The impairment was not generalized, but a subset of patients showed
decreased IgG induction and plasmablast differentiation in cTfh/BL cocultures. The fact
that these parameters could be restored by IL-6 supplementation suggested that
cytokine imbalance could be involved. A possible explanation may lie in a shift in the
Th1/Tfh balance, considering that these two CD4* T cell populations depend on
antagonist differentiation factors and that chronic viral infections are thought to lead
to a pronounced Th1 bias (9). The demonstration that IL-2-dependent signaling inhibits
cTfh function in HIV-infected patients is compatible with the notion that Th1-derived
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in both cTfh and MemX5— spedific cells, which may point to the persistence of viral
antigens in both GC and extrafollicular sites. It was also noteworthy that the intensity
of PD-1 expression was significantly higher in the specific CD4* T cell subsets of treated
patients than of controllers, with the highest level of PD-1 expression per cell seen in
the specific cTfh subset of treated patients. Given the negative regulatory function of
the PD-1 receptor (68), these very high expression levels may impair cTfh function in
treated patients. This notion is compatible with the report of a functional defect of Tfh
function in HIV-infected individuals, due to overexpression of the PDL-1 ligand in lymph
node B cells (39). In this study, the PD-1/PD-L1 interaction was shown to limit Tfh
proliferation and helper function, which may help explain the persistent defect of
memory B cell responses in treated patients. The decreased CCR6 expression that we
observed in HIV-specific cTfh from treated patients also points to cTfh dysfunction, as
low CCRs expression may reflect perturbed differentiation (13) and may directly impair
cTfh relocalization to infected tissues. The higher FAS receptor expression in spe-
cific cTfh from treated patients may also contribute to immune dysfunction, by priming
cTfh-interacting cells for apoptosis. Taken together, the phenotypic analysis of HIV-
spedific cTfh highlighted signs of generalized immune activation in treated patients and
of a more contained but nevertheless detectable activation in HIV controllers. The
finding that HN-specific cTfh are not quiescent in the latter group suggests that
spontaneous HIV control relies on chronic stimulation of T follicular helper function,
which may be needed to sustain high-level memory B cell responses.

Several studies have reported associations between the frequency of particular cTfh
subsets and the breadth of circulating NAbs directed at HIV (23, 24, 72). These findings
point to the need for a generally preserved cTfh population for the development of
NAb breadth, which relies on continuous cycles of B cell maturation. A limitation of our
study is that we did not include a control group of patients who acquired NAb breadth
and who are thought to harbor a highly functional cTfh population. However, it is now
apparent from several studies, including ours, that HIV controllers can develop potent
memory B cell responses without high NAD titers (40, 55, 56) and that assessing the
“silent” memory B cell compartment is needed to evaluate the status of the antiviral
humoral response. The frequency of HIV-specific memory B cells still correlates with
bNAD titers in a subset of HIV controllers who express the HLA-B57 allele (57),
suggesting that in this particular group HN-specific B cells have not returned to a
quiescent memory state. Another study reported that the frequency of HIV-spedific
memory B cells decreased in HIV controllers who were given antiretroviral therapy,
indicating that residual viral replication could still be a driver of memory B cell
responses in the controller group (56). Our results suggest that another key determi-
nant of the magnitude of memory B cell responses is the availability of T follicular help,
as indicated by the positive comelation between HIV-spedific cTfh frequency and
HIV-specific lgG secretion by stimulated memory B cells. These findings are in line with
a recent report where Trh function defined functionally by IL-21 secretion in response
to HIV peptides showed an association with Env-specific memory B cells (73). Genetic
analyses of Env-specific IgG derived from controller memory B cells have been reported
in a few cases and have revealed an unexpectedly high level of somatic hypermutation,
reinforcing the notion of a continuous involvement of T follicular help in maintaining
the controller humoral response (74).

Intriguingly, measurement of total IgG production suggested a perturbation of
cTih-B cell interactions in both groups of HIV-infected patients compared to healthy
blood donors. The impairment was not generalized, but a subset of patients showed
decreased IgG induction and plasmablast differentiation in cTfh/BL cocultures. The fact
that these parameters could be restored by IL-6 supplementation suggested that
cytokine imbalance could be involved. A possible explanation may lie in a shift in the
Th1/Tfh balance, considering that these two CD4* T cell populations depend on
antagonist differentiation factors and that chronic viral infections are thought to lead
to a pronounced Th1 bias (9). The demonstration that IL-2-dependent signaling inhibits
cTfh function in HIV-infected patients is compatible with the notion that Th1-derived
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count for the positive correlation that we observed between Gag-specific cTfh and the
induction of Env-spedific lgG.

In condusion, controlled HIV infection was characterized by a high frequency of cTfh
that showed signs of antigenic stimulation, pointing to an ongoing maturation of the
humoral response. Functional assays revealed preserved cTfh-B cell interactions that
sustained high-level HIV-specific memory B cell responses. These findings suggest that
humoral immunity plays an underappreciated role in HIV control and that immuno-
therapeutic approaches that aim at a functional HIV cure should elicit potent Tfh
function.

MATERIALS AND METHODS
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Mmﬂ{ﬂwmwcmdm\gaimnlﬂwmﬁuumnnﬁﬂd
in a microbiclogical safety cabinet. The collected calls were used for cocultur assays.
cMcoc.‘mnh:ﬂ\alpqulm a (D3+ (D20~ (D4~ (DasRA-
QRS+, Mem)S - calls dofined as (D3+ (D20~ (D4+ (DasRA- OI(RS -, or maive (D4+ T calls ((D3+
CD:O‘m'@ﬂ'cm')mwm#Gh:WMhhwmdmyﬂ
c&@!'mm'm')daizlrihmx10‘n‘snduhﬁhmoflwwﬂumcd
enterotoxin A (SEA) and 1 ug/mi staphylococcal enterotoin E (SEE) in complote RPME 1640 medium, in
hpmumdlidlowmm Bdkwnlﬂyﬂhfﬂ.ﬂw

at day 7 of cocultura using the fallowing antibody CD3-APC, (D4 PE-CFs94, (D20-Par(CP-
C,SS.CD;.-AFND.CD!?PECYINWS&Rm“dwmmISRW
(BD Bioso ELSAs wore parfc llacted at day 12 of cocults
fw!hodn.chonoflml p?&spxﬁ-dg)lwwﬁ:mm
ELISAs. Analysis of total IgG p p formed using the human
Iﬁht(Gln'ky.&anquN bthn f: r's i 2 Tolbhﬂ&n—spoaﬁclﬁ

pﬁmummdumthmymglmmmmdhgnm
suburit from HIV-1 done MN fused to the axtracoliular domain of HV-1 LAI gp41 56). Ninaty-soe-wall
Immudon 248 plates (Tharmo Scentific) were coated owermight at 4°C with 2.5 ug/ml of gp140 MN-LAI
in PES. The following day, plates were washed four times with PBS plus 0.05% Twean 20 plus 10 mM
EDTA (PBST) and blocked for 2 h with PEST plus 5% FES at room tomperature (AT). Plates wore
washed, and the culture supematants were added at decraasing dilutions for 2 h at RT. The
plates wara then washod and incubated with secondary anti-human IgG-horsaradish peraxidase (HRP)
2t 2 concantration of 0.4 ug/ml (Jackson ImenunoResaarch) for 1 b at AT. Plates were then
washed, and 100 yl of thylbanzidi ib m&;»ﬂ&dllmlddoduﬂlho
of color. The i wass stopped by the addition of 100 ul of 0.5 M H,S0,, and
hwh\ﬂym“mﬂlmdnamnwmlgﬁm:mnw
Eq) per millfiter, aftor normalization to a standard curve obtained
vdldnhlnmmdotdnbodymnﬁlz
To datect Gag-specific IgG, 2 recombinant p24 Gag protsin produced in bacudovi b
IMMNHMMWMMnammMﬂI@m“
m:zpdﬂnWWWDﬂmM«pwwﬂlﬂwx&m

ELISA was then camiad out as described above. Gag-specific IgG px was evaluated in
(Eq) micrograms per milkliter, ftor normalization to 2 standard curve cbtain "vdunl-lv
plasma.

HN-spadific IgGs were datectad in patient plasma as praviously described (57). Briefly, 96-well plates
wera coated ovemight in carbonate buffor with the following proteins: 1 ug/ml of sheap anti-human IgG
(Binding Sita, Franca) for detecting total lgGs, 1 pg/ml of gp140 or gp160 MN-LA (36) for detecting
Emspouﬁclgﬁmwofgmsaonnfudma-gwl Igﬁs.udospglnddc.ngpu

protein (23) for detecting anti-p24 IgGs. ARter
mhdﬂhﬂmdﬂnfuzhazfc.lg&mm mdlummhygm
anti-human IgG conjug bl-ll’" d by incubation with the substrate. Concantrations of
lgGs waro astimated ac gt J 196 standard

Stx | analy Comp b groups (HD, HIC, and ART) were performed using 2

nonparametric two-tailod Mann-Whitnay U test. For paired analyses, we used the nonparamatric
Wilcoxon matched-pair signad-rank test or the two-tailed paired ¢ test. Correlations ware analyzod with
m;-&mmnmwmmmmm-um

(GraphPad). Differances of P < 0.05 were = bars cdians in 2l
cases
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Supplemental Figure S1: Gating strategy and FMO controls for cTth phenotyping

(A) CD4+ T celis were analyzed by gating the singlet viable CD14- CD19- CD3+ CD4+ lymphocyte population. The gate for the CCR7 marker was seton a
CD45RAJ/CCRT dot plot, which enabled a dear distinction between naive (Nv; CD45RA+ CCR7+) and memory subsets. The three memory subsets, including
the central memory (CM; CDRA- CCR7+). effector memory (EM: CD45RA- CCRT7-), and advanced effector (Eff, CD45RA+ CCR7-) subsets are reported.
Similarly, gates for the PD-1 and CXCRS5 markers were set on dot plots in function of the CD45RA parameter, which enabled a dear distinction between the
positive and negative populations (2 rightmost dot plots).

(B. C) "Fluorescence minus one” (FMO) controls were obtained by omitting a single antibody from the labeling antibody cocktail. Analysis of FMO controls for
CCRY7 (B) and PD-1 (C) showed that omitting one marker did not significantly change the frequency of positive cells for other markers, confirming the validity of
the compensation matrix and of the gating strategy.
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Supplemental Figure S2: Gating strategy for the analysis of HIV-specific CD4+ T cell populations

(A) Example of gating used to analyze HIV-specific CD4+ T populations in one HIV controller.

Left: HIV-specific CD4+ T cells were detected by labeling with an MHC-I| tetramer loaded with the Gag283 peptide.
Right: Plots depicting how the gates were set for the analysis of CCR6, PD-1, and CCR7 expression in the Gag203-
specific (bottom row) and non-specific (top row) CD4+ T cells populations. The CXCRS5, CCR6, PD-1 and CCR7 gates
were set based on differential expression in the CD45RA+ and CD45RA- populations

(B) Example of CCR6 expression analysis in Gag2983-specific and non-specific CD4+ T cells from a treated patient.
Left: Gating strategy used to analyze HIV-specific CD4+ T cells. Top: plot illustrating the detection of Gag2083-specific
CD4+ T cells by MHC-II tetramer labeling in a treated patient. Bottom: Gates used to select the Mem X5- (CD45RA-
CXCRS5-; purple) and cTth (CD45RA- CXCR5+; orange) subsets in Gag283-specific (Tetramer+) and non-specific
(Tetramer-) CD4+ T cells populations.

Right: Plots comparing CCR6 expression in the MemX5- (right) and cTth (left) subsets, in both the non-specific (Tet-, top)
and specific (Tet+, bottom) CD4+ T cell populations.
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Supplemental Figure S3: Distribution of naive and memory subsets in Gag293-specific and
non-specific CD4+ T cells differs depending on CXCRS5 expression

Gag293-specific (Tet+) and non-specific (Tet-) CD4+ T cells expressing CXCRS5 (X5+) or not (X5-) were analyzed for the distribu-
tion of the 4 following subsets: Naive (Nv; CD4RA+ CCR7+), central memory (CM: CD45RA- CCR7+), effector memory (EM;
CD45RA- CCR7-), and effector (Eff. CD45RA+ CCR7-). Analyzes were carmied out in celis from HIV Controllers (HIC, n=10) and
treated patients (ART, n=8). As no significant differences were found in subset distribution between the HIC and ART groups,
data from both groups were pooled and plotted together.

(A) Non-specific CXCR5- CD4+ T cells. (B) Gag283-specific CXCR5- CD4+ T cells.

(C) Non-specific CXCR5+ CD4+ T cells. (D) Gag283-specific CXCR5+ CD4+ T celis.

P-values for significant differences (P<0.05) obtained by the Mann-Whitney U test between subsets on the same graph are
reported on each graph. Significant inter-graph differences obtained by the Mann-Whitney U Test between Tet- and Tet+
matching subsets are indicated by stars next to the subset name on panel C (Tet- X5- vs Tet+ X5-) or D (Tet- X5+ vs Tet+ X5+): *
p-<0.05; "p<0.01; ***p<0.001.
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Supplemental Figure S4: Expression of activation and exhaustion markers in HIV-specific

and non-specific CD4+ T cell subsets

(A) HLA-DR, (B) FAS, (C) CTLA4, and (D) LAG-3 mRNA expression was measured in sorted Gag283-specific (Tet+)
and non-specific (Tet-) CD4+ T cell subsets. Reverse-transcribed mRNA was quantitated at the single cell level by
quantitative real-time PCR on a microfluidics C1 chip (Fluidigm), as per manufacturer’s instructions. Gene expression
normalized to that of the housekeeping gene GAPDH and multiphed by a factor 10,000 is reported. The analysis was
camied out on cells collected from 8 HIC and 8 ART patents. The number of cells analyzed was 2140 for each group
in the MemX>5 subset and 2 21 for each group in the cTth subset. Violin plots visualize the distribution of the dataset.
Median values are indicated by red bars. The percentage of positive cells (with a normalized gene expression >10) is
indicated above each plot. P values obtained by the Mann-Whitney U test are reported.
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Supplemental Figure S$5: PD-1 expression in naive and memory subsets of Gag293-specific and
non-specific CD4+ T cells differs depending on CXCRS5 expression

The frequency of PD-1 expressing cells was analyzed in subsets of Gag283-specific (Tet+) and non-specific (Tet-) CD4+ T cells
expressing CXCRS5 (X5+) or not (X5-). PD-1 expression was measured in the 4 following subsets: Naive (Nv; CD4RA+ CCR7+),
central memory (CM; CD45RA- CCRT7+), effector memory (EM; CD45RA- CCR7-), and effector (Eff. CD45RA+ CCR7-).
Analyzes were camed out in cells from HIV controllers (HIC, n=10) and treated patients (ART, n=8). Tet+ Nv and Eff data points
with too few cells for analysis are not represented.

(A) Non-specific CD4+ T cells from HIC patients. (B) Non-specific CD4+ T cells from ART patients.

(C) Gag203-specific CD4+ T cells from HIC patients. (D) Gag283-specific CD4+ T cells from ART patients.

P-values for significant differences (P<0.05) obtained by the Wilcoxon matched-pairs test between X5- and X5+ matched
subsets are reported on each graph. Significant inter-graph differences obtained by the Mann-Whitney U Test between Tet+ HIC
and Tet+ ART matching subsets are indicated by stars next to the subset name on panel D: * p<0.05.
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Supplemental Figure S6: HIV-specific antibodies in patient plasma

Antibodies specific for HIV-1 gp41 S30, gp140 and gp160 MN/LAI, and p24 Gag were
measured by ELISAin patient plasma. The ratio of HIV-specific antibody concentration to the
total IgG concentration in plasma, multiplied by 100 is reported. Ratios for undetectable
HIV-specific antibodies were assigned a threshold value of 0.01. Median values are indicated
by black bars.
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Supplemental figure S$7: Gating strategy used for sorting CD4+ T cell and B cell subsets.
Flow cytometry plots showing the gating strategy used for sorting cTfh cells (CD3+ CD20- CD4+
CD45RA- CXCR5+; orange), MemX5-(CD3 CD20- CD4+ CD45RA- CXCR5-; purple), naive
CD4+ T cells (CD3+ CD20- CD4+ CD45RA+ CCR7+; green), and memory B cells (CD3- CD20+
CD27+; blue) among live singlet PBMC. A representative example from a healthy donor sample
pre- and post-sort is shown. Post-sort sample plots are outlined with the color corresponding to
the different cellular subsets.
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Supplemental Figure S8: Effect of IL-6 on IgG secretion in cTfh/B cell cocultures

cTfh cells and memory B cells were cocultivated in the presence of superantigens SEA + SEE for 12 days.
Supematants were assessed for the presence of total IgG, IgG specific for HIV Env gp140, and IgG
specific for HIV capsid protein Gag p24. The ratio of IgG obtained with IL-8 supplementation to IgG
obtained without IL-8 is reported for cocultures of cells from HIV controllers (HIC) and treated patients
(ART). Significant differences (P<0.05) obtained withe the Mann-Whitney U test are reported.
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A Patient Infecs: LS Viral load D4 Jmen3 Nadie of CD4 T calls Duration of
group years HIV-1 coples/mL Jmm3 antiretroviral treatment
HIC 163(7.6-27.7) <30 [944 (315 - 1333) N/A N/A
ARY 138(89.278) <50 615(211.987)| 64[10-450) 95(6.4-26.1|
P value®
by NS. NS. Pa0LO1
. Patient D “‘ e CD4 /mem3 HLA-DR typieg HLA-DR tetramer used
HIV-1 copiles/mL
HICOL 239 S0 1333 DR1, DR11 DR11
163 S0 94 DA11, DR1Z DR11
HICO3 9.0 <0 1252 DR14, DR16, DRSS DRES
HICO4 274 <0 1030 DA1S, DRBS DRES
HICOS 271 S0 1000 DR11, DR1S, DRSS DR11
HICOS 103 S0 1016 DRE, DR13 DR13
HICO7 8.3 <0 755 DR13, DR1S, DRSS DRSS
HICOS 115 S0 744 DR7, DR1S, DRES DRES
HICO® 200 S0 315 DAL, DR7 DR7
HIC10 143 <0 1063 DAL, DR7 DA1
HIC11 117 <0 747 D&9, DR13
HIC12 27.7 S0 929 DR14, DR1S, DRSS
HIC13 217 S0 765 DR3, D8
HIC14 189 <0 02 D&1, DR1E
HIC1S 7.6 S0 1190 DR3/DR7
Mecian 163 <0 2440
-] = — e
c D Vi load
Patient O Infection CD4 /mem3 HLA-OR typing HLA-OR tetramer used
yoars HIV-1 coples/mL
ARTOL 9.0 <50 a7 DRY, DR3 DRt
ARTO2 190 <0 411 DR3, DR4 DR4
ARTOS 8.9 <S0 a4 DA1, DR1S, ORES DR1
ARTOS 119 ) 417 DR1S, DR16, DRES DRES
p— — — —————— —
ARTOS 273 <50 615 DR, DR? DR1
ARTOS 138 <50 211 DR15, DR16, DRSS DAL
ARTO? 259 <50 403 DR, DR? DR4*
ARTOS 123 <50 754 DRY, DR16, DRES DRES
ARvee 183 <0 E o1, Dx13
ART10 154 <50 95 DR4, DR13
ART11 123 <0 987 DRY, DAY
ART12 2748 <0 860 OR4, DR13
ART1S 9.2 <0 730 DR7, D&13
ART14 9.7 S0 943 DR1_ D14
ART1S 269 <S0 754 DRE, DR16
Median 133 <0 615
-] = —_— —

Supplemental Table S1: Clinical characteristics and HLA-DR typing of patients Included In the study

15 HIV controllars (HIC) and 15 treated pasient (ART) wera included in e study.

~ y of cinical of studiod p Median values and ranges aro reporind. * P values
estimated with the Mann-Whitnay U %est are reported. NLS.: not significant. NVA: not avallable.

(B, C) Cinkal charactoristics and HLA-DR typing of HIC (8) and ART (C) pationts.

Pasients Included In the study wera ganotypad for HLA-DRB1. A subgroup of 10 HIC and 8 ART wern analyzod with
HLA-DR-matchad MHC |l tatramers loadod with the Gag233 peptide. The tetramarns used for this analysis s reported
In the rightmost column. The following tetramars were used: HLA DRE1°0101 (DR1)0RE1"00401 (DR4), DRB1°0405
(DR4"), DBRB1"0701 (DRT), DRB1*1101 (DR11), DR8171302 (DR13), DRE 11502 (DR15), and DRB5"0101 (DRBS).
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Supplemental Table S2 : Neutralizing capacity of HIV controller plasma

A-Plasma P btalned at In the current study
S L7 —e o= S -
Patient ID Month SF162 | MWOes 28 | CHOSS CHOTT CH108 RHPA _!lﬁ_ REJO TRIO MLV
HICo1 L 131 2283 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
HCo2 L <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
HICO4 N 7385 4342 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
HICOS N 9738 3482 <10 <10 <10 <10 Q <10 <10 <10
HICOS L 1037 5184 o 2% <10 a7 <10 <10 <10 <10
HICoT L 130 T80 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <0 <10
HICos Nt 1019 02 <10 31 <10 <10 <10 <10 <10 <10
HIC10 L <10 <10 <10 <10 <10 <10 C! <10 <0 <10
HIC11 L 4011 3830 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
HIC14 L 58 1684 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
HIC1S L <10 “ <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
B- Dupll P P K d In a previ study
Ther 1 Thee 2 Ther 3 Control
— — —
Patient ID Month | SF182 |MWoes| CHOSs | CHOT7 | CHioe | RHPA | THRO | REIO TRIO MLV
HICO2 M4 10 ND <10 <10 <10 <10 ﬂ <10 <10 <10
e —— — — — — — — — S—
HICO4 M-30 1000 ND 10 10 10 10 ﬁ <10 <10 10
L - — — — S — R
HICoS N3 500 ND 5 20 <10 10 <10 <10 <10 10
HICo3 N4 300 ND <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
— == —_— — L [T T _— —
Rt [0 T (=) i 10 0| <o J =0 | w0 T <9 0]

Thars of HIV neutralizing antbodies wore dotermined In @ TZM-bi-based assay. Pationts plasma ware tested for thoir capaclly 10 neutraiize 2 Tier 1
straing, 6 Tier 2 strains, 1 Tier 3 strain, and 1 control murine leukemia virus (MLV) MLV strain. The reciprocal of the inhibiory dilution 50 (1D50) is

reported. Values >10 are considered significant.
(A) Na g Sors at  In the

study.

() Neutraiizing Slors cbiained for @ subset of the same patiants in retrospective plasma sampies. The month of plasma collection is reportad in the

second column. ND: not done.
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La fréquence de lymphocytes B spécifiques du VIH est corrélée a la puissance de
neutralisation chez les patients contrélant spontanément l'infection par le VIH

HIV-Specific B Cell Frequency Correlates with Neutralization Breadth in Patients Naturally

Controlling HIV-Infection

Angeline Rouers*, Jéromine Klingler*, Bin Su, Assia Samri, Géraldine Laumond, Sophie Even,

Véronique Avettand-Fenoel, Clemence Richetta, Nicodeme Paul, Faroudy Boufassa,
Laurent Hocqueloux, Hugo Mouquet, Christine Rouzioux, Olivier Lambotte, Brigitte Autran,
Stéphanie Graff-Dubois, Christiane Moog, Arnaud Moris, Cohorte ANRS CO21

* . co-premier auteur

EBioMedicine, 2017

Des anticorps neutralisants a large spectre (capables de neutraliser un grand nombre de
souches virales) ou broadly neutralizing antibodies (bnAbs) spécifiques au VIH ont été isolés a
partir de sérums de patients présentant une virémie élevée, mais également chez des
contréleurs du VIH capables de contréler spontanément la réplication du VIH-1 (maintenant
une charge virale indétectable en I'absence de traitement). Chez ces patients contréleurs
(dénommés ici elite controllers (EC)), plusieurs parameétres contribuent a la suppression virale
et notamment des facteurs génétiques et des réponses immunitaires particulieres.
Déterminer les réponses immunitaires associées au développement de bnAbs pourrait aider
a concevoir des immunothérapies efficaces.

Dans cette étude, en collaboration avec le groupe d’A. Moris (INSERM U1135, CNRS ERL 8255,
CIMI, Paris), notre équipe a participé au développement des techniques de caractérisation des
compartiments de lymphocytes B mémoires et des réponses lymphocytes B mémoires
spécifiques du VIH par cytométrie en flux et ELISPOT chez des EC de la cohorte CO21 CODEX
de I’ANRS, positifs ou négatifs pour l'allele protecteur HLA-B*57 (EC HLA-B*57+, n = 18 et EC
HLA-B*57-, n = 19), que I'on a comparé a des patients infectés par le VIH et traités (n = 13)
ainsi qu’a des individus non infectés par le VIH (n = 12).

Nous avons montré que les EC présentent des compartiments de lymphocytes B mémoires
préservés et, contrairement aux patients ayant une charge virale indétectable suite a leur

traitement par antirétroviraux, ont maintenu des réponses détectables de lymphocytes B
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mémoires spécifiques du VIH (réponses anticorps dirigés contre les protéines d’enveloppe du
VIH-1). Tous les EC présentaient des lymphocytes B mémoires de sous-type 1gG1 et de fagon
intéressante certains patients conservaient également de faibles réponses de sous-type IgG2
ou lgG3 spécifiques du VIH. De plus, j’ai réalisé des tests ELISA détectant les réponses IgG
spécifiques du VIH des patients EC, montrant que les quantités d’IgG spécifiques du VIH ne
sont pas corrélées a la fréquence des lymphocytes B spécifiques du VIH.

J'ai également analysé la capacité des sérums des EC a neutraliser dix souches de VIH-1, dont
8 souches difficiles-a-neutraliser tier-2 et 7 virus «transmis/fondateurs »
(transmitted/founder, T/F, défini comme le variant ayant traversé la barriere épithéliale pour
établir une nouvelle infection). Les virus T/F, isolés trés tot apres I'infection, sont des virus
récemment développés, particulierement intéressants car correspondant aux virus transmis.
Ce sont ces virus qu’il faudra inhiber par vaccination. 29 % des EC HLA-B*57 + et 21 % des EC
HLA-B*57- ont démontré des capacités de neutralisation a large spectre (au moins 40 % des
souches virales testées).

De maniere remarquable, des études de corrélation réalisées par notre équipe ont montré
gue la fréquence des lymphocytes B mémoires spécifiques du VIH était corrélée positivement
avec la puissance de neutralisation chez les EC HLA-B*57+ (et non chez les EC HLA-B*57-), ce
qui suggere que la préservation des lymphocytes B mémoires spécifiques du VIH pourrait

contribuer aux réponses neutralisantes chez ce sous-groupe de patients.
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1. Introduction

HIV-1 (HIV) infection alters B cell differentiation resulting in sponta-
neous immunoglobulin secretion, hypergammaglobulinemia (Lane et
al,, 1983) and decrease in memory B cell frequencies (Moir et al.,
2008; Hu et al., 2015; Buckner et al., 2013). HIV-specific antibodies
(Abs), with the capacity to neutralize the autologous virus, appear sev-
eral months after infection. However, these Abs poorly neutralize heter-
ologous HIV strains (Tomaras et al., 2008; Moog et al., 1997; Wei et al.,
2003; Deeks et al., 2006; Richman et al., 2003; Gray et al., 2007).
Cross-reactive neutralizing Abs, are produced only 2 to 4 years after se-
roconversion (Gray et al., 2011; Mikell et al., 2011; Richman et al., 2003)
and at low titers in most individuals (Hraber et al., 2014). Only 20% of
patients harbor high titers of cross-reactive neutralizing Abs (Doria-
Rose et al,, 2010). Among them, 1% were identified as elite neutralizers
based on the capacity of their plasma to neutralize, across clades, a large
panel of HIV strains (Li et al., 2007; Simek et al., 2009). Broadly neutral-
izing monoclonal Abs (bnAbs) were cloned from HIV-specific memory B
cells isolated from these patients (Scheid et al., 2009; Mouquet, 2014;
Sok and Burton, 2016). Understanding how these bnAbs are generated
in HIV-infected individuals could lead the path to the development of
an antibody-based vaccine. In viremic patients, the breadth of neutrali-
zation has been associated with higher viral loads (Doria-Rose et al.,
2010; Piantadosi et al., 2009; Deeks et al., 2006; Sajadi et al., 2011;
Doria-Rose et al., 2009; Sather et al., 2009; Rodriguez et al., 2007), dura-
tion of viral exposure and viral diversity (Rusert et al., 2016).

HIV-infected individuals who naturally control HIV infection with-
out combined antiretroviral therapy (cART) (Saez-Cirion and Pancino,
2013), in particular elite controllers (ECs, <1% of HIV-infected individ-
uals) who maintain very low to undetectable viremia (Lambotte and
Delfraissy, 2005; Grabar et al., 2009) represent a unique chance to
study immune responses potentially involved in viral suppression
(Walker and Yu, 2013). A fraction of ECs exhibit potent cytotoxic
CD8 + T cell responses against HIV-infected cells (Saez-Ciri6n et al.,
2007; Betts et al., 2006; Hersperger et al., 2011), often associated with
the expression of the HLA-B*57 allele (Migueles et al., 2000; Lambotte
and Delfraissy, 2005; Betts et al., 2006). HIV-specific CD4 + T cells of
ECs express high avidity T cell receptors (TCRs) suggesting that T cell
helper responses contribute to HIV-control (Benati et al., 2016). In con-
trast, several studies have shown that ECs present lower cross-neutral-
izing Ab responses as compared to viremic individuals (Lambotte et al.,
2009; Pereyra et al., 2008; Bailey et al., 2006; Sajadi et al., 2011). How-
ever, among ECs, there is a marked heterogeneity, some presenting
broad cross-neutralizing capacities while others show minimal or no
neutralization (Lambotte et al., 2009; Scheid et al., 2009; Pereyra et al.,
2008; Bailey et al., 2006; Sajadi et al., 2011). Non-neutralizing Ab re-
sponses might also exert significant antiviral activities (Chung et al.,
2015). In particular, titers of Abs executing antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity (ADCC) have been shown to be higher in ECs
(Lambotte et al., 2009) and predominant in HLA-B*57 — ECs as com-
pared to HLA-B57 + ECs (Lambotte et al., 2013). More recently, HIV-
control has been linked to the capacity of the sera from ECs to perform
multiple effector functions (Ackerman et al., 2016). Indeed, depending
on their isotype, Abs exhibit different effector functions such as Fcy
receptors (FcyR) binding, initiation of ADCC and activation of the com-
plement cascades. Although the immunoglobulin G1 (IgG1) subclass
dominates HIV-specific responses, the proportion of IgG isotypes
might vary depending on individuals, the HLA status and the clinical pa-
rameters (Binley et al., 2008, Banerjee et al.,, 2010, Ackerman et al., 2016,
French et al., 2013). Ackerman et al. showed that the sera from ECs
exhibiting strong polyfunctional antiviral activities are enriched in Abs
of IgG1 and IgG3 subclasses (Ackerman et al., 2016). IgG2 Abs to the
HIV Gag protein have been associated with long-term nonprogression
(Martinez et al., 2005; Ngo-Giang-Huong et al., 2001) and seem more
abundant in HLA-B*57 — ECs compared to HLA-B*57 + ECs (French et
al., 2013). Therefore, the quality of Ab responses, defined by the

diversity of Ab subclasses should be considered when characterizing
Ab responses elicited by HIV infection and vaccine candidates.

A successful vaccine should lead to the generation of long-lived plas-
ma cells and memory B cells that are thought to be essential for
sustained humoral immunity. However, during chronic infection, the
persistence of viral antigens alters B cell differentiation into memory
cells (Colineau et al., 2015). Memory B cells can be divided in 4 subpop-
ulations: activated memory (AM, CD27 +CD21 —), resting memory
(RM, CD27 +CD21 +), intermediate memory (IM, CD27 —CD21 +)
and tissue-like memory B cells (TLM, CD27 —CD21 —) (Moir et al.,
2008). AM and TLM B cells (the latter corresponding to anergic cells)
are overrepresented in untreated HIV-infected patients (Moir et al.,
2008; Pensieroso et al., 2013) and are associated with higher levels of vi-
remia (Kardava et al., 2014). In contrast, RM cells that contribute to
maintaining humoral responses, are decreased upon infection (Good
et al., 2009; Moir and Fauci, 2013). Remarkably, HIV-specific B cells
are enriched in TLM and AM B cell subsets but decreased in RM cells
(Kardava et al., 2014). Compared to the levels in HIV-negative individ-
uals, cART restores TLM and AM B cell proportions and only partially
the RM compartment (Moir et al., 2008; Moir et al., 2010; Pensieroso
et al., 2013). Although ECs do not clear the infection, studying their
memory B cell responses could help understand the maintenance of
long lasting humoral immunity in the presence of low to undetectable
antigen loads. In ECs, RM and AM B cell proportions are higher com-
pared to treated HIV-infected patients but no differences were observed
concerning the percentage of TLM cells (Pensieroso et al., 2013). How-
ever, in ECs, the frequency of HIV-specific TLM B cells is reduced com-
pared to treated HIV-infected patients (Buckner et al., 2016). Taken
together, these results suggest that ECs preserve their memory B cell
compartments but also exhibit features of viremic individuals (in-
creased AM cells). Whether this preservation of the memory B cell
subsets, in ECs, is associated with the maintenance and/or a higher fre-
quency of HIV-specific memory B cells expressing various Ab subclasses
remains an open question. In addition, potential correlations between
HIV-specific memory B cell frequencies and the neutralization breadth
in sera have not been investigated so far. Two studies previously ana-
lyzed potential correlations between Ab responses and Ab secreting
cells (Bussmann et al., 2010; Doria-Rose et al., 2009). Bussman et al.
asked whether the frequency of Env/gp120-specific B cells might corre-
late with the Ab titers to Env/gp120 protein (Bussmann et al., 2010)
while Doria-Rose et al. studied the frequency of plasmablasts that spon-
taneously secret HIV-specific Abs and the breadth of neutralization
(Doria-Rose et al., 2009). Both studies failed to observe any correlation
between these HIV-specific B cell responses and the Ab profiles.

In the present study, we characterized memory B cell responses in a
cohort of ECs either positive or negative for the HLA-B*57 protective al-
lele. We analyzed whether the preservation of B cell compartments
might be linked to the capacity of B cells to secrete HIV-specific Abs.
We compared B cell responses in HLA-B*57 + and HLA-B*57 — ECs
with either that of aviremic patients undergoing successful cART or
HIV-negative individuals. We observed a global preservation of memory
B cell compartments in ECs with a proportion of TLM comparable to
what was observed in cART and HIV-negative individuals. Interestingly,
HIV-specific B cells were detected in 82% of ECs. In contrast, only 7% of
CART patients presented HIV-specific responses whereas all groups ex-
hibited similar levels of Influenza-specific B cell responses. HIV-specific
responses consisted mainly of IgG1 secreting B cells although HIV-spe-
cific [gG2 and IgG3 secreting B cells were detected in a third of ECs.
Next we analyzed whether these B cell responses might correlate with
the capacity of patients' sera to neutralize HIV. For this purpose, we
used mostly difficult-to-neutralize tier-2 transmitted/founder (T/F) vi-
ruses. 89% of sera from ECs neutralized at least one HIV strain tested
and 8% blocked infection of at least 40% of difficult-to-neutralize tier-2
T/F viruses. Remarkably, among HLA-B*57 + ECs, the frequency of
Env-specific memory B cells correlated positively with the capacity to
neutralize T/F HIV strains, suggesting that these cells might contribute
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to the neutralizing responses in this group of ECs. Overall, through the
analysis of Env-specific memory B cell frequencies, the isotype diversity
and the neutralization breadth, our results reveal major differences be-
tween HLA-B*57 + and HLA-B*57 — ECs.

2. Materials and Methods
2.1. Patients and Samples

EC (n = 37) were recruited from the CO21 CODEX cohort imple-
mented by the ANRS (Agence nationale de recherches sur le SIDA et

les hépatites virales). Whole blood and PBMC were cryopreserved at en-
rolment. Ten million PBMCs from ECs were available for this study. ECs

were defined as HIV-infected individuals maintaining viral loads (VL)
under 400 copies of HIV RNA/mL without cART for >5 years. ECs were
divided in 2 groups: HLA-B*57 + (n = 18) or HLA-B*57 — (n = 19).
HIV-infected efficiently treated patients (CART) (n = 13) were recruited
at Kremlin Bicétre Hospital. They were treated for at least 1 year (mean
of 10 years) and had an undetectable viral load using standard assays.
HIV-negative individuals (n = 12) were anonymous blood donors
(Etablissement Frangais du sang). A detailed description of the patients
is provided in Table 1, including the median and interquartile range for
age (at the time of the study), CD4 T cell count and RNA load for each
group. HIV-RNA loads were measured on site with different real-time
PCR-based assays; depending on the date of enrolment in the cohort
and the assay routinely used on each site, the VL detection limit varied

Table 1
Clinical and epidemiological characteristics of the study groups.
c-| g|ls| <2 |29 = % FEa é @ _ = ©
s| & |E2| 5 |5 |25(BE| B30 | £E ? || e H H
* |3 8s| = | 2| ®2 (22| 2282 | 3% x 2| 2§ £ P
< S - = =& |» & ga s g2 =2 52 ] > § 2
EC|E|E|~8|s8| ~ 8 ge | 28 £ 3
EC Median (IQR) |49 (33-63) |16 (6-29) 15 (2-351) 825 (279-1400)
B*57+ 50 (40-63) |20 (8-29) 7 (4-351) _ |862 (279-1400)
1 [F 41 11 18 57 43 43 4 702 - NO -
2 | M 48 8 53 57 <40 3 351 801 - NO - -
3|F 56 18 44 57 <10 <1 4 1400 - NO -
4 | F 63 10 52 57 <10 <1 15 630 - NO - -
5 | F 57 17 57 NA 20 NA 7 999 - NO - -
6 | F 55 26 18 57 <20 <1 4 770 - NO - -
7|M 51 26 51 57 42 17 24 824 - NO - -
.t 8 |F 44 25 57 |70(71) 240 NA 33 826 - NO - -
£lom 50 26 44| 57 | <20 | <13 NA 1201 - NO - -
: 11| M 63 27 7 57 60 135 213 1022 = NO - 2
é 12| F 49 29 8 57 <40 <1 4 512 - NO - -
13| M 51 24 7 57 47 NA 4 1020 - NO - -
14 [ F 43 10 53 57 166 NA 27 862 - NO - -
15 [ M 44 9 27 57 23 NA 4 979 - NO - -
16 | F 40 20 57 NA <20 <1 16 880 - NO - -
(3} 17 | M 62 27 7 57 <40 NA NA 1074 - NO - -
g 18| F 48 19 14(65) | 57 <20 <1 4 279 - NO - -
E 19| F 52 24 5703 | 15(63)| (<40) 1153 > NO = =
=E' B*57- 48 (33-59) |13 (6-27) 23 (2-159) 723 (432-1311)
s 20| F 34 13 40(60) |15(62)| <40 NA 3 1078 - NO - -
3 21 | F 53 6 35 52 <40 <1 4 694 - NO - -
2 2| F 40 6 18 NA [ <10 2 83 1130 - NO - -
= 23| F 37 12 8 76 168 NA 159 529 - NO - -
24 | F 36 6 72 153 NA 10 432 - NO - -
25| F 48 24 2781 | 71 61 NA 46 823 - NO - -
26 [ M 40 23 27 45 <40 1 13 585 = NO - =
~ 27| F 57 26 27 51 <40 <1 43 1060 - NO - -
P|l28|F 49 8 44 NA <20 <1 126 853 - NO - -
2129 M 59 11 40(60) | 15(62) 71 NA 26 519 = NO = =
S 30 | F 50 13 44 45 50 NA 19 723 - NO - -
= 31 (™ 50 21 39 41 103 NA 109 504 - NO = =
32| F 50 26 51 41 <20 <1 4 1311 - NO - -
33| F 37 14 44 82 62 NA 3 500 - NO - -
34 (M 33 7 49 50 413 NA 42 600 - NO - -
35 | M 38 Z: 18 44 90 NA 127 1122 - NO - -
36 | M 52 10 35 |40(60)| <50 1 2 1234 - NO - -
37| M 50 16 13 14 32 NA 3 1085 - NO - -
38| M 48 27 27 51 <20 22 23 561 - NO - =
cART Median (IQR) |50 (31-66) |16 (2-30) 570 (288-787) | 219 (24-592) 12 (1-17)
42 | M 66 25 NA NA | undetect. NA 561 50 YES 15 Isentress+Norvir+Prezista)
g 43 | F 58 27 NA NA | undetect. NA 448 24 YES 17 Kivexa+Viramune
2 4 | F 31 2 NA | NA | undetect. NA 570 369 YES 2 Kivexa+Norvir+Reyataz
E e 45 | M 54 17 NA NA | undetect. NA 787 251 YES 16 Invitress+Kaletra
Z = 46 | M 50 16 NA NA | undetect. NA 572 222 YES 16 Isentress+Truvada
E 5 47 | M 58 9 NA NA | undetect. NA 580 342 YES 1 Isentress+Kivexa
g Z 48 | M 42 30 NA NA | undetect. NA 415 173 YES 9 Isentress+Truvada
§ g [49]F 35 4 NA | NA [undetect. NA 288 149 YES 4 Atripla
bt i 50 [M 49 21 NA | NA | undetect. NA 609 219 YES[ 12 Kivexa+Viramune
E 51| M 51 14 NA | NA [undetect. NA 330 193 YES 13 Atripla
2 52| M 57 27 NA | NA [ undetect. 1740 335 172 YES| 17 Kivexa+Viramune
5 53 | F 42 13 NA NA | undetect. NA 587 537 YES 5 Atripla
54 | M 46 10 7 56 | undetect. 290 765 592 YES 10 Truvada+Reyataz

%NA, data not available; M, male; F, female; VL, viral load; us VL, ultra sensitive VL; (-) not applicable.
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from 50 to 10 copies/mL. To better quantify low levels of viral replica-
tion, VL were also determined using an ultrasensitive, real-time PCR
technique (GENERIC HIV, Biocentric, Bandol, France) with a threshold
ranging from 1 to 13 copies/mL, depending on the available plasma vol-
ume. Total cells associated HIV-1 DNA levels were quantified using the
real time PCR GENERIC HIV-DNA assay (Biocentric, Bandol, France)
(Avettand-Fenoel et al., 2009).

2.2. Ethic Statement

All the subjects provided their written informed consent to partici-
pate in the study. The CO21 CODEX cohort and this sub-study were
funded and sponsored by ANRS and approved by the Ile de France VII
Ethics Committee. The study was conducted according to the principles
expressed in the Declaration of Helsinki.

2.3. Flow Cytometry

Cell viability was evaluated using LIVE/DEAD® (ThermoFisher
Scientific) and the following Abs were used: CD19-APCCy7 (SJ25C1),
CD21-APC (B-ly4), CD27-PE (M-T271), IgD-PECF594 (1A6-2), 1gG-
BV605 (G18-145), CD38-V450 (HB7) (all from BD biosciences), IgM-
AF700 (CH2, Exbio) and IgG2-AF488 (HP6002, Southern Biotech).
Staining assays were performed using standard procedures in PBS
containing 0.5% BSA and 2 mM EDTA (20 min at 4 °C). Samples were
processed on a Fortessa cytometer using FACSDiva software (BD Biosci-
ences) and further analyzed using Flow]o2 software (Tree Star).

2.4. Differentiation of B cells into Antibody Secreting Cells

PBMCs were thawed and cultured in Yssel medium supplemented
with 1% human AB serum (Institut Jacque Boy), 0.5 pg/mL of TLR7/8 li-
gand (R848, InVivoGen) and 100 U/mL rhiL-2 (Miltenyi Biotec). Cells
were cultured at 1 x 10° cells/mL. After 6 days, cells were harvested,
the proportion of B cells evaluated using flow cytometry (using anti-
CD19 antibody, not shown) and the frequency of HIV-specific B cells
evaluated using B cell-ELISPOT assay (Pinna et al., 2009).

2.5. B Cell-ELISPOT Assay

ELISPOT plates (Millipore MSIPN4550) were pre-wet with 35% eth-
anol (1 min), washed with PBS and coated overnight at 4 °C with 15
pg/mL anti-IgG antibodies (Mabtech, MT91/145) or viral antigens dilut-
ed in PBS. HIV antigens included a trimeric cleavage-deficient recombi-
nant glycoprotein from the YU-2 clade B (tier-2) HIV viral strain
(gp140Yu2b, originally described in (Yang et al., 2000)) produced in
HEK293T-derived cells by transient transfection as previously described
(Lorin and Mouquet, 2015), gp41S30 (Licence N°W02012101509 A2)
and gp160THO (92THO23), oligomeric envelope glycoprotein produced
from a hybrid HIV env gp120 from CRFO1_AE (92TH023) and subtype B
(LAI) gp41, which is deleted in the principal immunodominant domain
(PID), expressed by vaccinia virus in BHK21 cells (Thongcharoen et al.,
2007). HIV antigens were coated at 10 ug/mL. Influenza antigens (5
pg/mL, 2015 VAXIGRIP vaccine, Sanofi Pasteur Msd) and keyhole limpet
hemocyanin (KLH, 10 pg/mL, Sigma-Aldrich) were used as positive and
negative controls, respectively. Plates were washed with PBS and satu-
rated with RPMI containing 10% FBS. Six days post activation, 1500 to
3000 or 1.5 x 10° to 3 x 10° B cells/well were plated for total IgG or an-
tigen-specific detections, respectively, and incubated overnight at 37 °C
in RPMI 4 10% FBS. Plates were then washed with PBS + 0.05% Tween-
20 prior incubation with biotinylated anti-IgG (1 pg/mL, MT78/145,
Mabtech), anti-IgG1 (1 pg/mL, G17-1, BD), anti-IgG2 (0.2 pg/mL,
HP6200, Mabtech) or anti-IgG3 (0.2 pg/mL, HP6050, Southern Biotech)
Abs (2 h, RT). Elispots were revealed using alkaline-phosphatase
coupled streptavidin (0.5 U/mL, Roche Diagnostics, 1 h RT) and 50 pL
BCIP/NBT substrate (15 min, Sigma). The reaction was stopped using

water. The number of spots was counted using AID reader (Autoimmun
Diagnostika GmbH). For each experimental condition, the Elispot was
performed mostly in triplicates and at least in duplicates. Frequency of
antigen-specific B cells was calculated taking account the number of
CD19+ B cells plated.

2.6. HIV-Specific IgG Ab Detection by Elisa

96-well plates were coated overnight with a sheep anti-human IgG
(1 pg/mL in carbonate buffer, Binding Site) for the detection of total
IgGs, or with gp140Yu2b or gp41S30 (2 pg/mL in carbonate buffer) for
the detection of anti-gp140 or anti-gp41 IgGs, respectively. Plates
were washed and saturated with PBS containing 5% BSA and incubated
with diluted sera (2 h, at 37 °C). Plates were then washed and a second-
ary goat anti-human IgG-HRP (HorseRadish Peroxidase) added (1 h at
37 °C, 0.2 pg/mL in PBS, Southern Biotech). Finally, TMB (3,3’, 5,5’
TetraMethylBenzidine) substrate was added. After 30 min, the reaction
was stopped (using 25 L of 1 M H,SO4 per well) and the optical density
(OD) read at 450 nm (reference 650 nm). The ratios of HIV-specific IgG
were calculated as (OD of anti-gp140 or anti-gp41 IgGs x serum dilu-
tion) / (OD of total IgG x serum dilution).

2.7. Viruses and TZM-bl Neutralization Assays

For neutralization, pseudoviruses were produced by cotransfecting
293T cells with HIV-1 env expression plasmid SF162.LS, QH0692.42
and YU2 and the env-deficient HIV-1 backbone plasmid (pSG3AEnv).
Infectious molecular clones: CH058, CH077, CH106, RHPA,
THRO4156.18, REJO 4541.67 and TRJ04551.58 were produced by trans-
fection on 293T cells. These different strains were obtained through the
NIH AIDS reagent program.

Sera were tested for their ability to neutralize HIV-1 using TZM-bl
neutralization as described previously (Li et al., 2005). As negative con-
trols, HIV-negative sera (purchased at Etablissement Francais du Sang)
were used and the capacity of EC's sera to neutralize MuLV was
assessed. One tier-1 reference strains (SF162.LS), eight tier-2 strains
(YU2, QH0692.42, CHO58, CHO77, CH106, RHPA, THRO4156.18 and
REJO4541.67) and one tier-3 strain (TRJ04551.58) were used. CHO58,
CHO77, CH106, RHPA, THRO4156.18 and REJO4541.67 and
TRJO4551.58 are T/F viruses. The 50% inhibitory reciprocal dilution
(IRD50) was defined as the sample reciprocal dilution that caused a
50% reduction in relative luminescence units (RLU) (Li et al., 2005).

2.8. Statistics

Statistical significances (p-values) were determined using a Kruskal-
Wallis test or a Mann-Whitney test (*p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001)
and associations between continuous variables were evaluated using
Spearman rank order correlation test using Prism software (GraphPad)
and “Visualization of a Correlation Matrix” R package version 0.77
(https://CRAN.R-project.org/package=corrplot).

3. Results

We characterized memory B cell responses and HIV cross-neutrali-
zation potential in a cohort of ECs either positive or negative for the
HLA-B*57 protective allele. We compared HLA-B*57+ and HLA-
B*57 — ECs with aviremic patients undergoing successful cART or HIV-
negative individuals (Table 1).

3.1. Memory B Cell Compartments are Preserved in EC

Using flow cytometry, we first analyzed the peripheral memory B
cell compartments (as shown in Supplemental Fig. 1). The proportion
of CD19 + B cells was slightly higher, although not significantly, in ECs
compared to HIV-negative donors (Fig. 1a). ECs, cART and HIV-negative
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donors presented no significant differences concerning the proportions
of AM, IM and RM B cells (Fig. 1b) or other populations studied (total
memory B cells, naive B cells, IgG+ and IgG2+ memory B cells,
plasmablasts and Marginal Zone-like (MZ-like) B cells (Supplemental
Fig. 2). In contrast, a significant increase of TLM B cell proportion was
detected in HLA-B*57 — ECs compared to HIV-negative individuals
(Fig. 1b, p = 0.0247). Overall, with the exception of the TLM B cells
that were slightly expanded in HLA-B57 — ECs, the B cell compartments
seemed preserved in ECs.

3.2. EC Maintain HIV-Specific Memory B Cell Responses with Stronger Pro-
liferative Capacity

We then evaluated the frequency of HIV-specific memory B cells
using ELISPOT (Fig. 2 and Supplemental Fig. 3). The frequencies of B
cells secreting total IgG, IgG1 or IgG3 were not significantly different be-
tween the 3 groups (Supplemental Fig. 3). In contrast, we noticed a re-
duced frequency of IgG2 secreting B cells in ECs compared to HIV-
negative donors (p = 0.0131, Supplemental Fig. 3c). To detect anti-
gen-specific B cell responses, we used different HIV envelopes (HIV
Env): gp140Yu2b, gp41S30, gp160THO and Influenza antigens or KLH
as positive and negative controls, respectively. The gp140Yu2b trimers
can capture the B-cells and bind to non-neutralizing and cross-neutral-
izing Abs (Scheid et al., 2009; Mouquet et al., 2011) of all specificities
and more importantly, of all types of bNAbs and clonal variants
(Scheid et al., 2011; Mouquet et al., 2012), except PG16-like Abs.
Gp41S30 is the target of Abs to gp41 such as bNAbs against the MPER
(e.g. 2F5, 4E10 and 10E8) or non-NAbs against the PID (e.g. 7B2).
Gp160THO was used in the RV144 vaccine trial that showed an estimat-
ed 31% vaccine efficacy (Rerks-Ngarm et al., 2009). It allows the capture

of Abs directed to gp120 and to gp41 except Abs directed to the PID and
PG16-like Abs. As an additional control, the frequency of HIV-specific B
cells was evaluated in healthy HIV-negative donors (Fig. 2a). Remark-
ably, 82% of ECs (27/33 ECs tested) but only 7% of cART patients (1/
13) exhibited a positive response against HIV Envs (Fig. 2a). This very
low frequency of responders among cART patients was consistent
with other studies describing that upon initiation of cART the frequency
of HIV-specific B cells drops to low or undetectable levels (Morris et al.,
1998; Bussmann et al., 2010; Buckner et al., 2016). This difference is
strictly specific to HIV antigens since both groups reacted to Influenza
antigens (63% and 75% reacting ECs and cART-patients, respectively)
(Fig. 2b). Therefore, although both ECs and cART patients have unde-
tectable viral loads, Env-specific memory B cells were detected mainly
in ECs.

3.3. HIV-Specific Memory B Cell Responses are Mainly of the IgG1 Isotype

We next analyzed the specificity and isotype of HIV-specific secreted
Abs in ECs (Fig. 3). Patients with detectable antibody responses to gp140
also reacted against gp41 and gp160 (Fig. 3A). In ECs, IgG + B cells spe-
cific for gp140, gp41 and gp160 represented respectively 0.24, 0.20 and
0.13 mean % of IgG + B cells (Fig. 3A). In ECs, the frequencies of IgG +
Influenza-specific and HIV Env-specific B cells were in the same order
of magnitude (Fig. 3a). Note that in ECs, cART and HIV-negative donors,
we did not observe a significant difference in the frequency of Influenza-
specific B cells (Supplemental Fig. 4).

HIV Env- and Flu-specific B cell responses in ECs were mainly medi-
ated by IgG1 Abs, which represented nearly 50% of responses (Fig. 3b).
In addition, all patients reacting to HIV Env antigens exhibited an HIV-
specific IgG1 response. In contrast, only 35% and 26% of ECs showed
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Fig. 1. Memory B cell compartments are preserved in ECs. In PBMC from ECs (n = 37), cART (n = 13) and HIV-negative donors (n = 12): (a) frequency of CD19+ B cells among
lymphocytes and (b) frequencies of AM (CD27 4 CD21—), RM (CD27 +CD21+), IM (CD27 —CD21+) and TLM (CD27 —CD21 —) B cells among CD19+ B cells. Each individual is
represented by a specific dot on each graph (shape and color). Circle: HLA-B*57 + EC; Square: HLA-B*57 — ECs. The statistical significance was calculated using a Kruskal-Wallis test

followed by a Dunn's test (*p < 0.05). Bars indicate median values.
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Fig. 2. ECs maintain HIV-specific memory B cell responses. Percentage of ECs (n = 33), cART (n = 13) and HIV-negative (n = 6) donors presenting memory B cell responses against (a) at
least one HIV antigen (gp140y.op, gP41s30 O gp160m10) and (b) Influenza vaccine antigens (2015 VAXIGRIP vaccine). B cell memory responses were evaluated by B cell ELISPOT.

gp140-specific IgG2 4 or IgG3 + B cell responses, respectively (Fig. 3c-
d). Note that IgG2 4 and IgG3 + responses were not necessarily detect-
ed in the same patients (Fig. 3c-d).

Finally, whatever the targeted antigens, the proportion of ECs pre-
senting IgG, IgG1, IgG2 and IgG3 Env-specific memory B cell responses
and the magnitude of these responses were similar in HLA-B*57 — and
HLA-B*57 + ECs (Fig. 3).

3.4. In HLA-B*57 + ECs, the Frequency of Env-Specific Memory B Cells
Correlates with the Neutralization Breadth

We then asked whether HIV-specific B cell memory responses might
be associated with the capacity of ECs to neutralize HIV-1 infection. To
this end, we tested the ability of the sera from ECs to neutralize a refer-
ence (tier-1) strain, 8 difficult-to-neutralize tier-2 strains (including 7
transmitted founder (T/F) strains) and one highly difficult-to-neutralize
tier-3 T/F strain (Fig. 4). Sera from most ECs (87%) neutralized the neu-
tralization-sensitive HIV-1s;6, strain. 25% of sera neutralized at least 4
HIV strains out of the 10 tested (Fig. 4). 48% blocked infection of at
least one tier-2 virus. 36% blocked at least one tier-2 T/F virus (Fig. 4b)

and 8% blocked at least 40% of tier-2 T/F strains (Fig. 4b). This demon-
strates that some ECs effectively neutralize difficult-to-neutralize tier-
2 T/F. Interestingly, when examining the neutralizing potential, the
sera from HLA-B*57 4+ ECs had a twofold higher capacity to neutralize
T/F strains than the sera from HLA-B*57 - ECs (Fig. 4a, average of 14%
T/F neutralized versus 7% for HLA-B*57 + and HLA-B*57 — ECs, respec-
tively), although this difference was not statistically significant (p =
0.19). In addition, 30% of the HLA-B*57 + versus 16% of the HLA-
B*57 — ECs' sera neutralized >20% of the T/F viruses tested (Fig. 4b).
This difference was almost exclusively due to the capacity of HLA-
B*57 + ECs' sera to neutralize the T/F virus REJO.

To further analyze Ab responses in ECs, we examined potential cor-
relations between the frequency of Env-specific B cells, evaluated in
ELISPOT, and the percentage of neutralized strains for each individual
(Fig. 5). In ECs, the capacity to neutralize all HIV strains or T/F viruses
was neither associated with the frequency of anti-gp140 nor anti-
gp41 secreting B cells (among IgG + B cells), for all IgG subclasses ana-
lyzed (Fig. 5a and not shown). However, by separating ECs into HLA-
B*57 + and HLA-B*57 — donors, we showed that, among HLA-B*57 +
ECs the frequency of gp140- and gp41-specific B cells correlated with
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Fig. 3. In ECs, HIV-specific memory B cell responses are mainly of the IgG1 isotype. Percentage of antibody secreting B cells specific for HIV-Env antigens (gp140Yu2b, gp41S30 or
gp160THO) and Influenza vaccine antigen (Flu, 2015 VAXIGRIP vaccine) presented according to the Ab isotype: (a) total IgG+, (b) IgG1+, (c) I1gG2 + and (d) 1gG3 + antigen-specific
ASC. Each individual is represented by a specific dot on each graph (shape and color). Statistical significance was calculated using a Kruskal-Wallis test followed by a Dunn's test (*p <

0.05). Bars indicate median values.
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Fig. 4. Capacity of ECs to neutralize tier-2 T/F HIV strains in the TZM-bl assay. Sera from ECs (n = 36) were tested against one lab and 8 difficult-to-neutralize tier-2 HIV strains, including 7
T/F strains. The capacity to neutralize MuLV was used as a negative control. (A) Neutralization data are shown as the reciprocal serum dilution that neutralized 50% of the infection (IRD50)
tested. A color code (right) indicates the potency of neutralization based on IRD50. The gray color indicates a decreased infection (at 1/20 dilution) that did not reach consistently 50%
inhibition. An absence of color means that no neutralization was found at the lowest dilution tested (1/20). (B) Neutralization breadth expressed as percentage of neutralized strains
for all strains (top panel) and T/F strains (lower panel) in all ECs (Total ECs, left rings), HLA-B*57 + (B*57 + ECs, middle rings) and HLA-B*57 — ECs (B*57 — ECs, right rings). The

numbers indicate the % of patients for each fraction.

the capacity to neutralize all HIV strains (p = 0.01) including T/F viruses
(p = 0.02) (Fig. 5a-b, blue square). Dissecting Env-specific isotypic re-
sponses in HLA-B*57 + ECs, we observed that gp41-specific I[gG1+ B
cell frequencies also correlated with the neutralization of all HIV strains
(p = 0.02) and T/F strains (p = 0.02) (Fig. 5b, blue rectangle). In addi-
tion in these ECs, gp140-specific B cell frequencies correlated with the
IRD50 for 6 out of 8 tier-2 T/F neutralized (Fig. 4a and not shown). Inter-
estingly in HLA-B*57 + ECs, Env-specific [gG3 + memory B cell frequen-
cies correlated positively with both total IgG and IgG1 Env-specific

Caractérisation du profil d’anticorps et de leurs activités inhibitrices chez des patients

responses without being directly associated to the neutralization poten-
tial (Fig. 5b).

In contrast, in HLA-B*57 — ECs, the frequency of Env-specific B cells
did not correlate positively with any of the neutralizing parameters an-
alyzed. In fact in HLA-B*57 — ECs, an inverse correlation was observed
between the frequency of gp140-specific IgG B cells, or of gp140- and
gp41-specific IgG1 B cells and the number of T/F viruses neutralized
(Fig. 5b, red rectangles, p < 0.05). A significant inverse correlation was
also observed between the frequencies of gp140- and gp41-specific
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Fig. 5. In HLA-B*57 + ECs, the frequency of HIV-specific B cells correlates with the neutralization of tier-2 T/F virus. (a) Association of HIV gp140-specific B cell frequency (among IgG + B
cells) and percent of neutralization for all HIV strains tested (top panel) or T/F HIV strains (bottom panel) for all ECs (Total EC), HLA-B*57 + and HLA-B*57 — ECs. (*) p < 0.05. (b) Spearman
correlation matrices between the frequency of gp140- and gp41-specific B cell of various IgG isotypes and the percentage of neutralized strains (All strains) or T/F strains and the frequency
of Env-specific B cell of various IgG subtypes. Left panel HLA-B*57 + and right panel HLA-B*57 — ECs. Strength and significance are represented as size and color intensity: blue for positive

correlation and red for negative correlation. The numbers are p values.

I1gG3 + B cells and the total number of viruses neutralized (Fig. 5b, red
rectangle, p < 0.05). Note that these opposite correlations observed in
HLA-B*57 4+ and HLA-B*57 — ECs, between Env-specific memory B cell
frequencies and the neutralization potentials, did not mirror the quanti-
ty of Env-specific IgGs or IgG subclasses present in their sera (Supple-
mental Fig. 6 and not shown). Indeed, using Elisa, we detected similar
levels of Env-specific IgGs in the sera of both groups (Supplemental
Fig. 6a). In addition, no correlation was found between the frequency
of Env-specific memory B cells and the quantity of Env-specific IgGs
present in the sera (Supplemental Fig. 6b).

Altogether, these results show that HLA-B*57 4+ and HLA-B*57 — ECs
have similar sustained frequency of HIV-specific B cells responses, sim-
ilar HIV-specific Abs responses and non-statistically different neutraliz-
ing capacities. Despite these findings, the strong correlation observed
in HLA-B*57 + ECs between the frequency of Env-specific memory B

cells and the neutralizing parameters suggests that the quality of the
Env-specific Abs induced differ with that of HLA-B*57 — ECs. In HLA-
B*57 + ECs, the maintenance of HIV-specific memory B cells may sus-
tain the production of functionally relevant neutralizing Ab responses.

4. Discussion

In this study, we show that, in contrast to treated patients, ECs natu-
rally preserve their memory B cell compartments and maintain HIV-
specific memory B cell responses despite low to undetectable viral
loads. HIV-specific B cells mainly express the IgG1 + Ab isotype and
some ECs also express anti-HIV IgG2 and IgG3 Abs. The sera from a
fraction of ECs exhibit a broad cross-neutralization capacity against
difficult-to-neutralize tier-2 T/F viruses. Remarkably, the frequency of
Env-specific B cells, in HLA-B*57 + ECs, correlates with a broader
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cross-neutralizing capacity. Our results suggest that, in HLA-B*57 + ECs,
memory B cell responses might contribute to the maintenance of broad
neutralization capacities and perhaps to the natural control of HIV
infection.

Ex vivo analysis of B cell compartments in ECs, cART and HIV-nega-
tive donors showed a global preservation of the B cell subsets. This is in
contrast to other studies that have observed a slight decrease of RM B
cells in cART patients (Pensieroso et al., 2013; Buckner et al., 2016) com-
pared to HIV-negative donors and an increase of AM B cells in ECs
(Pensieroso et al., 2013). However, we noticed a clear increase of TLM
B cell proportion in HLA-B*57 — compared to HLA-B*57 + ECs and to
HIV-negative donors. This expansion of TLM B cells cannot be explained
by a higher residual replication in HLA-B*57 — ECs compared to HLA-
B*57 + individuals, as neither the levels of plasma RNA nor cell associat-
ed viral DNA were significantly different between the two groups. Un-
fortunately, owing to the limited amount of cells available for this
study, we could not directly analyze the phenotype of HIV-specific B
cells using for instance gp140-fluorescent probes and flow cytometry.
We analyzed the frequency of HIV Env-specific memory B cell responses
using B-cell ELISPOT, that requires fewer cells but whose results corre-
late with the frequency obtained using fluorescent antigens and flow
cytometry (Buckner et al., 2016).

Remarkably, despite very low to undetectable viral loads, the major-
ity of ECs presented Env-specific memory B cell responses. We obtained
similar results using HIV Gag p24 as antigens (not shown). In ECs, the
magnitude of gp140-specific IgG+ memory B cell responses were
0.24%, a result slightly higher than reported by Bussman et al. (0.1% of
memory B cell responses specific to gp120) using a cohort of 10 control-
lers with a median viral load above 400 RNA copy/ml (Bussmann et al.,
2010). In contrast, we showed that memory B cells from cART patients,
under successful virological control, rarely reacted to HIV antigens. This
observation is consistent with other studies describing that upon initia-
tion of cART the frequency of HIV-specific Ab secreting cells is strongly
reduced to low or undetectable levels (Morris et al., 1998; Bussmann
et al., 2010; Buckner et al., 2016; Fondere et al., 2004). Interestingly,
using six ECs, Buckner et al. recently showed that the initiation of
CART led to a decrease of HIV-specific memory B frequencies (Buckner
et al., 2016). Therefore, although in our study, the frequency of HIV-
specific memory B cells in ECs did not correlate with any virological
parameters (Table 1), the maintenance of HIV-specific memory B cell
responses might be due to a persistent low viral replication in the
blood and/or tissues (Hatano et al., 2009; Pereyra et al., 2009).

Several studies have highlighted that ECs present heterogeneous
cross-neutralizing Ab responses, with some ECs exhibiting broad
cross-neutralizing capacities while others show minimal or no neutral-
ization (Deeks et al., 2006; Scheid et al., 2009; Pereyra et al., 2008; Bailey
et al., 2006; Sajadi et al., 2011; Doria-Rose et al., 2009; Braibant et al.,
2008). In this work, we also observed some heterogeneity between
ECs and we identified 8% of ECs with broader cross-neutralizing activi-
ties. This value is slightly lower than the 12% of ECs with broad cross-
neutralization responses reported in previous studies (Sajadi et al.,
2011; Scheid et al., 2009). As previously observed in ECs (Palmer et al.,
2016; Ranasinghe et al., 2015), we did not find a correlation between re-
sidual viral loads and cross-neutralization potentials. In two studies on
ECs (defined as controllers with viral loads below 2000 RNA copy/ml),
the breadth of cross-neutralization was linked to an expansion of termi-
nally differentiated CD57 4+ CD8 + T cells (Palmer et al., 2016) and an
enhancement of HIV-specific CD4 + T cell responses (Ranasinghe et
al., 2015). Recently, Martin-Gayo et al. observed in controllers a correla-
tion between the enrichment of CXCR5 + CXCR3 + PD-1low CD4 + Tfh-
like cells and the neutralization breadth (Martin-Gayo et al., 2017)
while Dugast et al. identified a unique inflammatory profile that might
be linked to the evolution of the neutralization breadth (Dugast et al.,
2017).

Remarkably, we show here that in HLA-B*57 + ECs, the frequency of
Env-specific B cells, correlated positively with the breadth of viruses
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neutralized. Previous studies analyzed potential correlations between
antibody secreting cells and Ab responses (Bussmann et al., 2010;
Doria-Rose et al., 2009). We confirmed the findings from Bussman et
al. that Env-specific B cell frequencies do not correlate with the Ab titers
to Env in the sera of ECs (Bussmann et al.,, 2010). Doria-Rose et al. did
not observe an association between the frequency of plasmablasts spon-
taneously secreting HIV-specific Abs and the breadth of neutralization
(Doria-Rose et al., 2009). In our study, we focused on long-lived memo-
1y B cells that provide not only an archive of contemporaneous HIV-spe-
cific Ab secreting cells but also of historic of Ab responses to the
infection. In HLA-B*57 + ECs, we found a positive correlation between
Env-specific memory B cell responses and the neutralizing breadth.
However, it is important to note that this association was lost or corre-
lated inversely when considering the global ECs population or HLA-
B*57 — ECs, respectively.

Taking this study together with previously published work, we are
proposing that in HLA-B*57 + ECs, an early and spontaneous control
of viral replication (Goujard et al., 2009), probably mediated by CTL
(Saez-Cirién et al., 2007) and innate components of immunity (Barblu
et al., 2012), might favor an early preservation of CD4 + Tth cells and
the establishment of efficient memory B cell responses sustaining the
generation of potent antiviral responses including broad cross-neutral-
ization. It is tempting to speculate that as recently observed in a unique
HLA-B*57 + individual (Freund et al., 2017), broad neutralization in
HLA-B*57 4+ ECs may also contribute to the control of HIV infection.

Abs can also mediate antiviral functions independently of their abil-
ity to neutralize viruses, for instance through the binding of FcR and the
initiation of ADCC. Interestingly, when comparing 9 nonneutralizing
and 5 broadly neutralizing monoclonal Abs, a recent publication report-
ed that bnAbs, due to their enhanced capacity to recognize HIV-infected
cells, mediate more potent ADCC than non-neutralizing Abs (Bruel et al.,
2017). However, in sera from patients, neutralization-independent Ab
activities have been previously associated with long-term control of
HIV infection (Lambotte et al., 2009; Lambotte et al., 2013; Baum et
al., 1996). In particular, using HIV-infected cells, Lambotte et al. ob-
served that HLA-B*57 — ECs present significantly higher ADCC Ab titers
than HLA-B*57 +. They suggested that ADCC plays a role in the immune
control of HIV, especially in HLA-B*57 — ECs (Lambotte et al., 2013). In
the present study, in HLA*B57 — ECs, we reveal an inverse correlation
between Env-specific memory B cell frequencies and the neutralization
breadth. Therefore in both group of ECs, whether HIV-specific memory
B cell frequency might be associated with the potency of non-neutraliz-
ing antiviral Ab functions, such as ADCC of infected cells, needs to be
further addressed. In a study, using the sera of 9 controllers and 11
progressors, Smalls-Mantey et al. analyzed potential correlations be-
tween ADCC of infected cells and various parameters including neutral-
ization (Smalls-Mantey et al., 2012). They observed similar ADCC Ab
titers in both groups and did not find a correlation between ADCC and
neutralization activities (Smalls-Mantey et al., 2012). However, the
controler cohort was limited in size and they did not compare the
ADCC and neutralization profiles based on the HLA-B genotype
(Smalls-Mantey et al., 2012).

Ackerman et al. proposed that the capacity to exert multiple antiviral
functions might be linked to HIV-control (Ackerman et al., 2016). In-
deed, depending on their isotype, Abs exert different antiviral functions.
For instance, in contrast to IgG2 and IgG4, IgG1 and IgG3 bind strongly
to FcR on phagocytic cells inducing efficient effector activity. Ackerman
et al. showed that the sera from ECs exhibiting strong polyfunctional
antiviral activities are enriched in Abs of IgG1 and IgG3 subtypes
(Ackerman et al., 2016). In contrast, in viremic controllers, anti-HIV
IgG2 production has been previously associated with HIV-control and
slow progression (Martinez et al., 2005; Ngo-Giang-Huong et al.,
2001). In this work, we show that in ECs, Env-specific memory B cell re-
sponses were mainly composed of I[gG1 Abs. Only few ECs presented
IgG2 + or IgG3 + responses. Interestingly in HLA-B*57 + ECs, Env-spe-
cific IgG3 + memory B cell frequencies correlated positively with both
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total IgG and IgG1 Env-specific responses. In contrast, in HLA-B*57 —
ECs, Env-specific IgG3 + memory B cell frequencies were negatively
associated with the neutralization breadth of HIV. These observations
suggest that depending on the HLA genotype (e.g. HLA-B*57 +/—)
different Ab isotypes and/or functions might be involved in immune
control of HIV infection.

To summarize, our work highlights the facts that ECs maintain HIV-
specific memory B cell responses associated to effective antiviral
humoral activities and that Env-specific memory B cell responses are
positively associated with the neutralization breadth in HLA-B*57 +
ECs. We propose that promoting HIV-specific B cell polyfunctional re-
sponses by therapeutic vaccination might be highly beneficial in cART
treated patients.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.ebiom.2017.05.029.
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Supplemental Figure 1: Phenotypic analysis of circulating B cell populations
using flow cytometry. B cells were identified using CD19, and further subdivided in
naive (CD27-1gD?*), total memory B cells (CD27* IgD"), activated memory (AM,
CD27+CD21-), resting memory (RM, CD27+CD21+), intermediate memory (IM, CD27-
CD21%), tissue-like memory (TLM, CD27-CD21”, plasmablasts (CD27+IgD-CD38"9)
and marginal zone-like B cells (MZ-B cells, CD27+lgD-lgM+CD38-CD21+). 1gG+ and
IgG2* memory B cells were also identified.
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Supplemental Figure 2: Proportions of memory B cell populations in HIV+ patients and
HIV- donors. (a) Frequency of total memory B cells (CD27+lgD") among CD19* B cells. (b)
Frequency of naive B cells (CD27-1gD+*) among CD19+ B cells. (c) Frequency of 1gG* cells
among memory B cells. (d) Frequency of 1gG2* cells among memory B cells. (e) Frequency
of CD38" plasmablasts among memory B cells. (f) Frequency of IgM*CD38CD21* MZ-like B
cells among memory B cells. Each individual is represented by a specific dot on each graph
(shape and color). Statistical significance was calculated using a Kruskal-Wallis test followed
by a Dunn’s test. Bars indicate median values; HIV-neg: HIV-negative donors.
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Supplemental Figure 3: Distribution and frequency of B cells according to their Ab
isotype in HIV* and HIV- donors. Frequencies of B cells secreting 1gG (a), 1gG1 (b),
1gG2 (c) or IgG3 (d) among total B cells in EC (circle: HLA-B*57+ or square: HLA-B*57-),
CART and HIV-negative donors. Each individual is represented by a specific dot on each
graph (shape and color). Statistical significance were calculated using a Kruskal-Wallis
test followed by a Dunn’s test (*P < 0.05). Bars indicate median values.
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Supplemental Figure 4 Memory B cell responses against Influenza
vaccine antigens. Frequency of Flu-specific IgG* B cells in EC, cART and
HIV-negative donors. Each individual is represented by a specific dot on each
graph (shape and color). circle: HLA-B*57+ EC; square: HLA-B*57- EC.
Statistical significance was calculated using a Kruskal-Wallis test followed by a
Dunn’s test. Bars indicate median values.
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Supplemental Figure 5: Proportion of HLA-B57+ and HLA-B57- EC responding to
viral antigens.

HLA-B57+ EC (n=16) are represented in green and HLA-B*57- (n=17) in orange.
Proportions of patient presenting (a) IgG+, (b) IgGl+, (c) IgG2+ and (d) IgG3+ B cell
responses against HIV-Env antigens (gp140Yu2b. gp41S30 or gp160THO) and Influenza
vaccine anfigens (Flu, VAXIGRIP vaccine).
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Supplemental Figure 6: The quantity of HIV-specific IgG in patient’s sera does not correlate with
HIV-specific B cell frequency. (a) Quantity of HIV-specific IgG normalized to total IgG, evaluated using
gp41 and gp140 HIV antigens, in sera from HLA-B*57+ (yellow circles) and HLA-B*57- (pink squares)
EC. Bars indicate median values. (b) Spearman correlation between the anti-gp140 B cell frequency
(among IgG+ B cells) and the ratio of anti-gp140 IgG Abs to total IgG Abs for all EC (left panel), HLA-
B*57+ EC (muddle panel) and HLA-B*57- EC (right panel).
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Le profil d’anticorps permet de distinguer les patients contrdleurs du VIH (HIC) HLA-
B*57+, HIC HLA-B*57- et les patients chroniques
Antibody profiles from HLA-B*57+ and HLA-B*57- HIV controllers discriminate from chronic

progressors

Jéromine Klingler, Nicodeme Paul, Géraldine Laumond, Sylvie Schmidt, Luzia M. Mayr,

Thomas Decoville, Olivier Lambotte, Brigitte Autran, Seiamak Bahram, Christiane Moog,

Cohorte ANRS CO21

Publication en fin de rédaction

Le manuscrit ci-apres sera bientot soumis a publication et correspond a la partie essentielle
de mon travail de these.

Plusieurs études suggerent que le contréle de la réplication observé chez les HIC pourrait étre
di a une réponse anticorps particulierement efficace.

Dans cette étude, jai déterminé les quantités de différents isotypes et sous-types
d'immunoglobulines (IgA, 1gG, 1gG2, 1gG3) totales et spécifiques du VIH (anti-gp41 et anti-
gp140) induites chez des patients HIC (n = 36) provenant de la cohorte ANRS CO21 CODEX et
séparés en deux groupes en fonction de I'expression ou non de I'allele HLA-B*57 : HIC HLA-
B*57+ (n=17) et HICHLA-B*57- (n = 19), en comparaison a des patients chroniques non traités
(n=16). L'induction de tels anticorps varie en fonction des patients et de I'antigéne reconnu.
De maniere remarquable, et bien que les HIC n"aient plus de charge virale détectable depuis
plus de cinq ans, les quantités d’anticorps spécifiques du VIH détectées dans leurs sérums sont
similaires a celles détectées chez les patients chroniques qui progressent vers la maladie.

J'ai ensuite analysé les activités neutralisantes des sérums des patients HIC et chroniques
contre deux souches de référence (tier-1), 15 souches difficiles-a-neutraliser (tier-2), dont six
souches « transmis/fondateurs » (transmitted/founder, T/F) (définies comme le variant ayant
traversé la barriere épithéliale pour établir une nouvelle infection) et une souche T/F trés
difficile-a-neutraliser (tier-3). De facon trés intéressante, j'ai observé une activité
neutralisante des anticorps des patients HIC contre les virus T/F et tier-2. Cette activité était
large (> 60 % des souches testées) pour certains HIC et particulierement les HIC HLA-B*57+

(58 % des sérums neutralisent plus de 40 % des souches tier-2 chez les HIC HLA-B*57- contre
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47 % chez les HIC HLA-B*57+). Ainsi, méme si les réponses sont plus faibles que celles des
patients chroniques, les HIC, et notamment les HIC HLA-B*57-, conservent des anticorps
démontrant une activité neutralisante vis-a-vis de différentes souches de VIH-1.

En plus de I'activité neutralisante, I'inhibition médiée par le domaine Fc des anticorps pourrait
contribuer au controle du VIH. J’ai mis au point un test ADCC analysant directement la lyse de
cellules infectées avec des virus isolés a partir de sérums de patients (et non un marqueur
indirect de cette fonction inhibitrice comme dans de précédentes publications). Une activité
de type ADCP détectant la phagocytose des complexes immuns en plus de la neutralisation a
également été effectuée. Ces études m’ont permis de montré que les patients HIC HLA-B*57+
présentaient des activités ADCC significativement plus élevées que celle détectées chez les
patients HIC HLA-B*57- et que chez les patients chroniques.

Etant donné que des études récentes suggerent que les IgG3 pourraient exercer des fonctions
inhibitrices privilégiées (Yates et al. 2014) et présentent une forte affinité pour tous les
récepteurs Fcy (Gillis et al. 2014), nous avons analysé la fonction des IgG3 purifiées des sérums
des patients HIC. Les activités de neutralisation et de phagocytose sont similaires pour les 1gG3
et les 1gG1,2,4 purifiées des sérums de patients HIC et chroniques tandis que les activités de
neutralisation sont supérieures pour les I1gG3 spécifiques du VIH. Les activités ADCC des 1gG3
totales et spécifiques sont plus faibles que celles observées pour les 1gG1,2,4. Ces résultats
mettent en évidence le role central des 1gG1,2,4 pour la fonction ADCC, alors que les 1gG3
auraient des fonctions préférentielles de neutralisation.

Des études de corrélation entre les différents parameétres analysés, effectuées avec I'aide de
P. Nicodeme, montrent que les activités fonctionnelles des anticorps étaient fortement
corrélées a I'induction des différents types d’anticorps anti-VIH dans les sérums des patients
HIC HLA-B*57+, alors qu’elles ne le sont pas chez les HIC HLA-B*57- ou chez les patients
chroniques. Ces résultats suggerent une régulation différente des anticorps produits chez les
patients HIC HLA-B*57+ par rapport aux HIC HLA-B*57- ou aux chroniques.

De fagon tres intéressante, le profil fonctionnel des anticorps induits dans les sérums
permettait de distinguer, a lui seul les populations HIC HLA-B*57+, HIC HLA-B*57- et
chroniques, ce qui suggere fortement que ces fonctions des anticorps participent au controle

du VIH chez les patients HIC.
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Abstract

Human immunodeficiency virus (HIV) controllers (HICs), rare individuals able to
spontaneously control HIV replication without treatment, represent a unique study group to
identify the parameters associated to this control. We assessed the levels of total and HIV-
specific immunoglobulin (Ig)A and IgG subtypes induction and their functional activities:
neutralization, phagocytosis, antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC), according to
their human leukocyte antigen (HLA)-B*57 status and compared it to non-treated chronic
progressors. We found that, despite their undetectable viral load, HICs displayed HIV-specific
IgG levels similar to those of chronic progressors. Interestingly, HICs’ sub-grouping according
to their HLA-B*57 status allowed detection of a statistically significant different distribution
of functional antibody (Ab) responses (neutralization of tier-2 strains and ADCC). This
functional Ab profile, by itself, allowed to discriminate HLA-B*57+ HICs from HLA-B*57-
HICs and chronic progressors. This strongly suggests that HICs’ peculiar Ab response
participates in HIV control and therefore may be of major relevance for future Ab-driven

vaccine design.

Introduction

An extremely rare proportion (< 1 %) of HIV infected individuals is able to spontaneously
control the viral replication without combined antiretroviral therapy [1-3]. These individuals,
defined as HIV controllers (HICs), provide a unique study group for identifying the parameters
associated to this control. Among these parameters, the Ab response was only moderately
studied, even though increasing evidence suggests that Abs induced by HICs have remarkable
features that may be of interest for the design of an effective preventive or therapeutic HIV
vaccine.

Different cellular or humoral responses may participate in the control of the infection observed
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in these individuals. Indeed, most HICs display potent cytotoxic CD8 T cell responses against
HIV-infected cells [4,5]. These strong cytotoxic responses are often associated with the
expression of the HLA-B*57 allele [1,4,6]. Another study suggests that helper T cell responses
may also contribute to the control of HIV, since HICs’ HIV-specific CD4 T cells express high
avidity T cell receptors [7]. This efficient T cell response may promote an adequate B cell
response. Indeed, HIV-specific B cell responses were found to be preserved in HICs [8,9], with
a particular B cell response in HLA-B*57+ HICs [9].

The triggering of B cell responses induces an HIV-specific Ab response. This anti-HIV Ab
response is mainly of the IgG1 subtype, with variable proportions of other Ig isotype depending
on individuals, HLA status, and clinical parameters [10—13]. Distinct IgG isotype distributions
were reported according to the HIV status. Recent studies suggested that [gG1s and IgG3s are
enriched in HICs’ sera [13] and that HIV-specific IgG3s are decreased over time in chronic
progressors and not in spontaneous controllers [14]. In this latter study, they also reported
increased levels of HIV-specific IgG2s in chronic progressors compared to spontaneous
controllers. However, others associated anti-HIV IgG2s with long-term non-progression
[15,16] and particularly in the HLA-B*57- HIC subgroup [12]. These studies highlight the
potential roles of Ig isotypes that may depend on the HLA-B*57 status of HICs but the
functional role of this particular distribution of isotype was not assessed.

Concerning neutralizing activities, the results observed in distinct HIC cohorts are
controversial, some showing low cross-neutralizing activities whereas others reporting higher
neutralizing activities compared to viremic individuals [17-21]. In fact, neutralization activities
among HICs are heterogeneous with some individuals presenting broad cross-neutralizing
capacities, suggesting that the viral control in HICs may also be attributed to a particularly
efficient Ab response [17-20].

In addition, non-neutralizing Ab responses were also detected in HICs. ADCC levels have been
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shown to be higher in sera from HICs [19] and more particularly in the HLA-B*57- HIC
subgroup [22]. Recently, the control of HIV has been linked to the capacity of HICs’ sera to
perform multiple effector functions such as antibody-dependent cell-mediated phagocytosis
(ADCP), Fc binding and complement cascade activation, in addition to ADCC activities [13].
However, the authors did not link these Fc-mediated functions with neutralizing activities or
with the patients” HLA-B*57 status.

In this study, we performed a complete and comprehensive analysis of the Ab response induced
in HICs, assessing the levels of total and HIV-specific IgAs and IgG subtypes in parallel to
functional activities of these Abs: neutralization and Fc-mediated activities i.e. phagocytosis
and ADCC. These parameters were split up according to HICs’ HLA-B*57 status and compared
to a cohort of non-treated chronic progressors. We found that HICs display a particular
functional Ab response with neutralizing activities against tier-2 and transmitted/founder (T/F)
viruses and strong ADCC activities. These Ab functions allowed to discriminate HLA-B*57+
HICs, HLA-B*57- HICs and chronic progressors. Moreover, a strong positive correlation
between HIV-specific Ab induced and functional activities was observed in HLA-B*57+ HICs
and not in HLA-B*57- HICs or chronic progressors, further suggesting a specific humoral
immune response associated to their HLA-B*57 status. Taken as a whole, the peculiar Ab

response induced in HICs may have relevance for future Ab-driven vaccine design.

Results

Similar levels of anti-HIV Igs are induced in HICs and chronic progressors (CPs)

As Ig class switching may be central for the induction of an efficient functional Ab response,
we measured HIV-specific (anti-gp41 and anti-gp140) IgAs, 1gGs, IgG2s and IgG3s in sera
from HICs, either positive (HLA-B*57+ (B*57+) HICs (n = 17)) or negative (HLA-B*57-

(B*57-) HICs (n = 19)) for the HLA-B*57 allele. Historical sera from a cohort of chronic
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progressors [23] (CPs) (n = 16) who were non-treated and still had reasonable levels of CD4 T
cells counts with no sign of AIDS or profound immune suppression were used as control. The
clinical and epidemiological characteristics of the study groups are detailed in Table 1.

We found a significantly higher ratio (p = 0.03) of anti-gp140 IgAs in CPs compared to B*57-
HICs (Figs 1A and 5-IT) while no statistical significance was observed between B*57+ HICs,
B*57- HICs and CPs regarding the total IgA concentrations (S1A Fig).

Despite the HICs’ undetectable viral loads, no statistical difference was observed between them
and CPs for the anti-HIV IgG ratios (Fig 1B) even though B*57- HICs induced significantly
lower concentrations of total IgGs compared to B*57+ HICs (p = 0.03) and CPs (p = 0.003)
(S1B Fig and Fig 5-I).

No difference was observed between the 3 groups concerning the HIV-specific IgG2 (Fig 1C)
and IgG3 levels (Fig 1D) nor for the total IgG2 (S1C Fig) and IgG3 concentrations (S1D Fig).
However, HIV-specific [gG2s and IgG3s only represented a minor proportion (median ratio of
0.00003 and 0.002, respectively) of total IgG2s and IgG3s (Fig 1C and 1D) while about 10 %
of total IgGs were HIV-specific (Fig 1B).

Even though we found less HIV-specific IgAs and less total IgGs in B*57- HICs, the overall

Ab response was preserved in HICs, and especially in B*57+ HICs, compared to CPs.

Caractérisation du profil d’anticorps et de leurs activités inhibitrices chez des patients

controéleurs du VIH

171



Résultats : Publication 3

Table 1. Clinical and epidemiological characteristics of the study groups.

. Proviral DNA CD4
Code Sex|Age "feCtioN |y A B (1)|HLAB (2)] VE R'I'AL us VL TNf (copies/10° count |Treatment
(years) (copies/mL)|(copies/mL) PBMC) (Imma)
H1 F | 41 11 18 57 43 43 4 702 NO
H2 M | 48 8 53 57 <40 3 351 801 NO
H3 F | 56 18 44 57 <10 <1 4 1400 NO
H4 F [ 63 10 52 57 <10 <1 15 630 NO
H5 F [ 57 17 57 NA 20 NA 7 999 NO
H6 F [ 55 26 18 57 <20 <1 4 770 NO
3 H7 M [ 51 26 51 57 42 17 24 824 NO
T H8 F |44 25 57 70(71) 240 NA 33 826 NO
E H9 M [ 50 26 44 57 <20 <13 NA 1201 NO
F H11 M [ 63 27 7 57 60 135 213 1022 NO
j' H12 F [ 49 29 8 57 <40 <1 4 512 NO
I H13 M [ 51 24 7 57 47 NA 4 1020 NO 172
H14 F [ 43 10 53 57 166 NA 27 862 NO
H15 M [ 44 9 27 57 23 NA 4 979 NO
H16 F [ 40 20 57 NA <20 <1 16 880 NO
. H17 M [ 62 27 7 57 <40 NA NA 1074 NO
3 H18 F | 48 19 14(65) 57 <20 <1 4 279 NO
= B*57+ HICs median| / | 50 20 / / / 30 7 862 /
g H19 F 34| 13 40(60) | 15(62) <40 NA 3 1078 NO
3 H20 F | 53 6 35 52 <40 <1 4 694 NO
‘E’ H21 F | 40 6 18 NA <10 2 83 1130 NO
8 H22 F | 37 12 8 76 168 NA 159 529 NO
= H23 F | 36 6 72 NA 153 NA 10 432 NO
T H24 F | 48 24 27/81 71 61 NA 46 823 NO
H25 M | 40 23 27 45 <40 1 13 585 NO
3 H26 F | 57 26 27 51 <40 <1 43 1060 NO
T H27 F | 49 8 44 NA <20 <1 126 853 NO
5 H28 M | 59 11 40(60) | 15(62) 71 NA 26 519 NO
o H29 F | 50 13 44 45 50 NA 19 723 NO
jl H30 M | 50 21 39 41 103 NA 109 504 NO
= H31 F | 50 26 51 41 <20 <1 4 1311 NO
H32 F | 37 14 44 82 62 NA 3 500 NO
H33 M | 33 7 49 50 413 NA 42 600 NO
H34 M | 38 7 18 44 90 NA 127 1122 NO
H35 M | 52 10 35 40(60) <50 1 2 1234 NO
H36 M | 50 16 13 14 32 NA 3 1085 NO
H37 M | 48 27 27 51 <20 22 23 561 NO
B*57- HICs median| / | 48 13 / / / 2 23 723 /
All HICs median / | 49 17 / / / 10 16 825 /
CP1 F |35 NA NA NA 5300 / NA 524 NO
CP2 M [ 32 NA NA NA 11000 / NA 622 NO
CP3 M | 50 12 NA NA 63000 / NA 310 NO
_ CP4 F [ 36 2 NA NA <50 / NA 948 NO
K CP5 M [ 46 4 NA NA 1700 / NA 1430 NO
Qe CP6 M |35 17 NA NA 2450 / NA 1360 NO
g CP7 F [ 50 17 NA NA 12500 / NA 577 NO
2 CP8 M [ 32 1 NA NA 42000 / NA 1120 NO
£ CP9 M [ 29 9 NA NA 1200 / NA 454 NO
g CP10 M [ 28 4 NA NA 15000 / NA 712 NO
o CP11 M[36] >12 NA NA < 200 / NA 825 NO
S CP12 M [ 44 4 NA NA < 200 / NA 832 NO
<'=: CP13 F [ 38 9 NA NA 23000 / NA 147 NO
CP14 M [ 32 3 NA NA 95 / NA 679 NO
CP15 M [ 33 8 NA NA < 200 / NA 731 NO
CP16 F [35 NA NA NA 9500 / NA 215 NO
Median / |35 6 / / 10250 / / 696 /

F: female; HLA: human leukocyte antigen; M: male; NA: data not available; us: ultrasensitive;

VL: viral load; /: not applicable.
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Neutralizing activities against some tier-2 strains are increased in B*57- HICs

Next, the ability of the sera from B*57+ HICs, B*57- HICs, and CPs to neutralize various HIV-
1 strains was determined. In this experiment we used 2 reference (tier-1) strains, 15 difficult-
to-neutralize tier-2 strains (including 6 T/F strains) and 1 highly difficult-to-neutralize tier-3
T/F strain (Fig 2).

Despite their low viral loads, we found that the sera from HICs still contained neutralizing Abs
with median IRD50s similar to those of CPs. Indeed, no significant difference in the median
neutralizing activity was observed for 10 of the 18 viruses tested, including the tier-1 strain
SF162 and 8 of the 15 difficult-to-neutralize tier-2 strains (Fig 2A). The neutralizing activity of
HICs was however significantly lower for the other tier-1 virus tested (BaL, p = 0.01) as well
as for 7 tier-2 viruses (p = 0.006 for the virus CE0217, p = 0.007 for the virus CH106, p=0.001
for the virus RHPA, p = 0.003 for the virus RHGA, p = 0.04 for the virus CE1176, p = 0.006
for the virus TROI11 and p = 0.02 for the virus BJOX2000). Hence, the overall median
neutralizing activity was lower in HIC patients (median IRD50 = 1) compared to CPs (median
IRD50 = 28) (p < 0.0001, not shown).

These lower neutralizing activities in HICs compared to CPs were also observed when
analyzing the subgroups of B*57+ and B*57- HICs (p = 0.048 and p = 0.02 for the virus
CEO0217, p = 0.01 and p = 0.03 for the virus CH106, p = 0.009 and p = 0.005 for the virus
RHPA, p = 0.02 and p = 0.007 for the virus RHGA, for B*57+ HICs and B*57- HICs,
respectively, for B*57+ HICs: p = 0.03 for the virus CE1176, p = 0.003 for the virus TROI11
and p = 0.008 for the virus BJOX2000 and for B*57- HICs: p = 0.008 for the virus BaL) (Figs
2B and 5-11I to X). Despite the overall lower neutralizing activity in HICs, B*57- HICs showed
non-statistical higher median IRD50s compared to B*57+ HICs for the viruses BaL, QHO,
CH106, X1632 and BJOX2000 (Figs 2B and 5-XVI to XIX) and compared to CPs for the

viruses QHO and X1632 (Figs 2B and 5-XVII and XVIII).
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Some HICs were still able to neutralize a broad range of HIV-1 strains. Indeed, 23 % of B*57+
HICs and 16 % of B*57- HICs neutralized more than 60 % of the tested strains (Fig 2C upper
panel).

Again, B*57- HICs displayed slightly broader neutralizing activities than B*57+ HICs with 53
and 58 % of B*57- HICs versus 41 and 47 % of B*57+ HICs neutralizing more than 40 % of
total strains and tier-2 strains, respectively (Fig 2C upper and middle panels).

These results demonstrate that, despite the low levels of antigens detected in their blood, HICs
and especially B*57- HICs induced and maintained high neutralizing activities following HIV

control.

B*57+ HICs have stronger ADCC activities than B*57- HICs and CPs

As the Fc-mediated inhibitory activities may participate in the overall control of HIV
replication, we analyzed the ADCC and phagocytosis activities with assays using viruses and
infected cells. The ADCC assay was performed on 6 different HIV-1 tier-2 strains and the
phagocytosis activity was determined concomitantly to neutralization by analyzing the
inhibition of the HIV-1 SF162 strain replication on primary monocyte-derived macrophages
(MdM) [24] (Fig 3).

We observed that the median ADCC activities were higher in B*57+ HICs compared to CPs
on the 6 strains tested. This increased activity was significant for 3 viruses (p = 0.004 for the
virus X1632, p = 0.07 for the virus CE1176 and p = 0.046 for the virus CH119) (Figs 3 and 5-
XTI and XIII and XIV). B*57+ HICs also demonstrated increased ADCC activities compared to
B*57- HICs on the 6 tested strains with a significant increase for the viruses TRO11 (p =0.001)
and CHI119 (p = 0.002) (Figs 3 and 5-XII and XIII). Overall, HICs exhibited higher ADCC

activities than CPs and when HICs were analyzed as a whole, ADCC was significantly
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increased for 2 viruses (p = 0.02 for the virus X1632 and p = 0.004 for the virus CE1176, not
shown).

Contrary to what was observed with ADCC, B*57+ HICs and B*57- HICs presented
significantly lower IRD80s on infected macrophages compared to CPs (p =0.01 and p = 0.003,
respectively) (Figs 3 and 5-XV). Considering that this assay records a combination of both
neutralization and phagocytosis activities [24] and that the median neutralization of the SF162
strain was not significantly different in the 3 cohorts of patients (Fig 2A), the increased activity

observed in CPs may potentially be attributed to an increased phagocytosis activity.

Increased neutralization and decreased ADCC of HIV-specific IgG3s compared to
I1gG1,2,4s

Since the IgG3 subtype was associated with decreased risk of HIV infection and was proposed
to display promising functional activities [25], we separated IgG3s from other IgG subtypes
from the sera of 12 B*57+ HICs’, 6 B*57- HICs’ and 10 CPs. The IgG3 fractions were
efficiently concentrated with a mean purity of 77 % and the remaining IgG1, 2, and 4 fractions
(from now on called the IgG1,2,4 fraction) were successfully depleted from IgG3s (less than 2
% IgG3s in the remaining 1gG1,2,4 fraction) (S2 Fig).

We studied the functional activities of the IgG3 and 1gG1,2,4 fractions (Fig 4). The differences
of functional activities between the 3 cohorts of patients were overall preserved after IgG3
purification, compared to 1gG1,2,4 (Fig 4) or whole serum (Figs 2 and 3). Indeed, we found
similar neutralization of SF162 in the 3 groups of patients (Fig 4A) and a significantly higher
phagocytic activity (lower median IC50) was observed in CPs compared to both B*57+ HICs
and B*57- HICs as observed for whole IgG (Fig 4B). When comparing 1gG3 to 1gG1,2,4
fractions, decreased neutralizing activity (increased median IC50) for purified IgG3s compared

to the 1gG1,2,4s for B*57- HICs (p = 0.02) (Fig 4A) and a decreased phagocytosis activity
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(increased median IC50) for B*57+ HICs (p = 0.01) was found (Fig 4B). Moreover, the purified
IgG3 fraction demonstrated significantly lower ADCC activities (lower median AUCs) than the
IgG1,2,4 fractions for the 3 groups of individuals (p = 0.0002 for B*57+ HICs, p = 0.01 for
B*57- HICs and p = 0.001 for CPs) (Fig 4C). Overall, the purified IgG3 fractions displayed
less functional activities than the remaining 1gG1,2,4 fractions.

Given that the HIV-specific IgG3s represent a smaller proportion of the total IgG3s compared
to HIV-specific IgGs (Fig 1B and 1D), we further determined the inhibitory potential of the
IgG3 and IgGl,2,4 fractions when considering the HIV-specific 1gG3s or 1gGl,2,4s,
respectively. To this end, we then multiplied the neutralization IC50s, the phagocytosis IC80s
and the ADCC AUC:s by the ratio of HIV-specific 1gG3s or IgGs detected against gp140 (Fig
4D-F) and gp41 (not shown), respectively. When looking at the HIV-specific Igs detected for
reach isotype, we observed that neutralization (p = 0.04 for B*57+ HICs and p = 0.007 for CPs)
was more potent for the anti-gp140 1gG3s versus the anti-gp140 1gG1,2,4s (Fig 4D) while
activities recording neutralization + phagocytosis were similar between the HIV-specific IgG3s
and IgG1,2,4s (Fig 4E). On the contrary, the anti-gp 140 IgG3s exhibited lower ADCC activities
than the anti-gp140 1gG1,2,4s (p = 0.0009 for B*57+ HICs, p = 0.01 for B*57- HICs and p <

0.0001 for CPs) (Fig 4F). A similar trend was observed for the anti-gp41 Igs (not shown).

Ab profiles from individuals controlling HIV are distinct from CPs

The study of the different Ab features gave an extensive profile for B*57+ HICs, B*57- HICs
and CPs cohorts that we summarized as median values on a radar plot (Fig 5). For this
representation, we excluded the high median neutralization values of SF162 to avoid
constriction of all other values. Among these results, significant median differences between
groups were annotated by red Roman numbers (I to XV). Non-statistical higher median values

in B*57- HICs were annotated by yellow Roman numbers (XVI to XIX). Noteworthy, these
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statistical differences were mainly recorded for neutralization of tier-2 strains, phagocytosis and
ADCC, highlighting the fundamental role of these Ab functions for the discrimination of these

groups.

Induction of HIV-specific Ab isotypes correlates with functional activities in B*57+ HICs
To further characterize the different Ab profiles in the 3 cohorts of patients, we searched for
potential correlations between the different analyzed parameters (Fig 6).

In B*57+ HICs, the induction of HIV-specific Igs positively correlates (blue dots) between each
isotype and with the Ab functions analyzed: neutralization, phagocytosis and ADCC activities
(Fig 6A, blue triangle and rectangle). In contrast, this correlation was not observed in B*57-
HICs, in all HICs (B*57+ HICs and B*57- HICs combined) and in CPs (Fig 6B-D, green
triangles and rectangles). The correlation between HIV-specific Ab isotypes and Ab function
exclusively observed in B*57+ HICs suggests that HIV-specific isotype commutation in this
group of infected patients led to a particularly efficient Ab function.

In addition, ADCC and phagocytosis activities did not correlate with neutralization in HICs
(Fig 6A-C, green rectangles) and even turned out as inverse correlation in CPs (Fig 6D, red
rectangle). This highlights the distinct skills for Fc-mediated Ab functions in regard to classical
Fab-mediated Ab neutralization.

Noteworthy, the levels of total IgGs positively correlated with neutralization in the cohort of
CPs (Fig 6D blue rectangle) and this correlation was not found in the other groups. Moreover,
all the neutralizing activities highly correlated with each other in CPs (blue triangle), suggesting
that the humoral response induced by the high viral loads typically detected in these patients is
overall beneficial for the development of an efficient neutralizing response. Interestingly, the
non-statistical decrease of total IgG2s detected in B*57- HICs (S1 Fig) conveyed a strong

negative correlation between this subtype and the other HIV-specific isotypes or the
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neutralizing activities (Fig 6B, red rectangle). This inverse correlation raises the question of the
role of IgG2s in this group of patients.

These results highlight the different Ab profiles of B*57+ HICs, B*57- HICs and CPs.

The Ab profile discriminates HICs from CPs and B*57+ HICs from B*57- HICs

The strikingly distinct Ab profile of HICs and CPs prompted us to generate a bi-dimensional
representation of multicomponent characteristics of their Abs. Using the partial least-squares
discriminant analysis (PLS-DA) model, we can show that HIC patients cluster in a different
zone than CPs (Fig 7A). For this representation, the strongest correlates of distinction between
HICs and CPs were neutralization activities (p = 0.007 for the neutralization of the virus RHGA)
(Fig 7B).

In addition, B*57+ HICs clustered in a different zone than B*57- HICs (Fig 8A) and the ADCC
activities (p = 0.001 for the virus TRO11 and p = 0.002 for the virus CH119) and the induction
of total IgGs (p = 0.03) were the strongest correlates of distinction between these 2 groups (Fig
&B).

To summarize, these 3 cohorts, i.e. B*57+ HICs, B*57- HICs and CPs, clustered separately,

based only on their Ab profile (S3 Fig).

Discussion

In this study, we performed an analysis of the Ab profile, assessing Ab types and isotypes,
neutralization and Fc mediated functions found in a large cohort of HIC patients and compared
these characteristics to those found in patients who progress to disease. By correlating these
different parameters, we demonstrate that HICs can be differentiated from CPs by their Ab

profile, and that B*57+ HICs display a different Ab response than B*57- HICs. This is the first
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study connecting all the distinct Ab characteristics to obtain a comprehensive view of the Ab
specificities associated with HIV control.

First, we found that the total and HIV-specific isotype levels did not differ drastically between
the different patients groups, even though the analyzed HIC individuals had undetectable viral
loads for more than 5 years. Previous studies analyzing HIV-specific isotypes in HICs showed
contradictory results, where some studies showed higher levels of anti-Env and Vpu IgGs [26]
in HICs or loss of HIV-specific IgG3s during progression [14], whereas others demonstrated
lower levels of HIV-specific IgGs and IgG1 subtype in HICs compared to viremic controllers
and non-controller patients [13]. Moreover, anti-HIV IgG2s were associated with long-term
non-progression [15,16], particularly in the B*57- HIC subgroup [12]. In our study, we
observed a significantly decreased total IgG response and a non-significant decrease of HIV-
specific IgG2s in the subgroup of B*57- HICs. Moreover, B*57- HICs showed significantly
lower levels of anti-gp140 IgAs. Previous studies analyzing HIV-specific IgA responses in
HICs did not discriminate B*57+ HICs from B*57- HICs and showed contradictory results with
similar or higher levels in HICs compared to viremic individuals [27,28].

The disparity of the results regarding HIV-specific isotopes induced following infection may
be attributed to protocol discrepancies with a main disparity in antigen (epitope) used to detect
HIV-specific Abs. Indeed, the detected HIV-specific Abs may rely on the type of envelope
(monomeric or trimeric folded) and sequences used in the assay. The variable results observed
may also be attributed to the progressor group that was selected as a control. Here, we used a
historical group of samples collected from patients before the decline of their CD4 T cells levels
(Table 1), implying that they were collected before profound immunosuppression. Taken as a
whole, the lack of substantial decrease of HIV-specific Ab isotypes in HICs strongly suggest

that the overall HIV-specific Ab response in these patients continues for a long period of time
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despite antigen disappearance from the blood and/or that local low viral reservoirs are sufficient
to maintain and sustain IgG and IgA maturation response.

In order to look at functional Ab responses, we first analyzed neutralizing activities. We found
that HICs display heterogeneous neutralizing activities, some having neutralizing Ab levels
similar to that observed in CPs. We used 15 pseudoviruses constructed with recently isolated
tier-2 and T/F envelopes, therefore demonstrating that the cross-neutralizing activity detected
in some of our HICs is directed against relevant, difficult-to-neutralize strains circulating in
infected individuals. Previous studies showed similar results: i.e. very broad neutralizing
activities in a subset (around 10%) of HICs [17-21,29]. We found that the overall neutralizing
profile in HICs was nonetheless lower than in chronic progressors. This lower neutralization
breadth was associated with a decreased viral quasispecies in HICs [30]. Indeed, high broadly
neutralizing responses were associated with high viral loads and the presence of numerous
escape viruses, able to efficiently prime the humoral response and select B cells specifically
directed to conserved epitopes [29,31-33]. The reason for the induction of broadly neutralizing
Abs (bnAbs) in some HICs is not yet understood. B cells producing bnAbs may be selected by
chance, without the necessity of long lasting maturation in some individuals [34]. For example,
HIV-specific 1gG3 isotype induction, demonstrated here to display an efficient neutralizing
activity in HICs, may have been selected at an earlier time point in the course of the Ab
induction leading to resourceful virus destruction. Others suggested a unique inflammatory
profile associated with a favorable evolution of the neutralizing Ab response [29]. Interestingly,
we observed more bnAbs in B*57- HICs, suggesting that these Abs may actively participate in
the early control of HIV in patients who are negative for the protective HLA-B*57 allele. On
the contrary, we found that B*57+ HICs showed a strong correlation between neutralization
and HIV-specific Abs detected in the sera. These results strengthen a previous observation

showing a positive correlation between neutralization breadth and Env-specific memory B cells
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in this group of B*57+ HICs [9]. This suggests that the efficient T cell response associated with
the HLA-B*57 allele may lead to a preservation of HIV-specific memory B cells and to
functional neutralizing Abs.

Increased body of evidence demonstrate the participation of non-neutralizing Fc-mediated Ab
activities in the control of HIV replication [35-38]. In this study, we found repeatedly higher
median ADCC activity in HICs compared to CPs for the 6 infectious molecular clones (IMCs)
tested. Interestingly, previous studies also described higher ADCC activities in HICs compared
to viremic individuals [19,22,26]. In these studies, indirect detection methods of cell lysis were
used: gpl120 coated cells [19], GranToxiLux (GTL) detection [22], interferon or CD107
activation on NK cells [26], or dimeric FcyRIIla binding ELISA assays. Here, we were able to
confirm the efficient ADCC activity in HICs using an ADCC assay detecting the lysis of
infected cells. Moreover, we found significantly higher ADCC activities in B*57+ compared
to B*57- HICs. Noteworthy, the opposite, i.e. higher activities in B*57- HICs than in B*57+
HICs, was previously described using an ADCC-GTL procedure [22]. Moreover Ackerman et
al. found that HICs possess polyfunctional attributes with multiple functions including ADCP
and complement deposit, suggesting a qualitatively superior functional Ab response [13].
However, they did not find enhanced ADCC activity among HICs using assays analyzing either
CFSE loss from gpl20 pulsed target cells and CD107a induced NK activation. Here we
analyzed the phagocytosis of opsonized HIV-1 SF162 virus using an assay detecting FcyRI
opsonized virus phagocytosis together with neutralization as previously described [24] and did
not detect an increased phagocytic activity in HICs under these conditions. Whether the
discrepancies between these studies are due to assay procedures need further investigations. In
accordance with other studies, our data point to an increased ADCC activity in HICs, with a

significantly higher ADCC effect in B*57+ HICs.
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This higher ADCC activity did not correlate with the neutralizing activity in the 3 cohorts of
patients studied. This is in accordance with a differential induction of Abs displaying these two
functional activities as previously suggested [19,39,40].

In order to further investigate whether a particular Ab maturation profile may explain the
functional activities detected in HICs, we analyzed the functional profile of IgG3s purified from
HICs and chronic progressors. Indeed, IgG3s demonstrate high affinities for all Fcy receptors
[41]. Furthermore, this subtype was associated with a decreased risk of infection in the RV144
vaccine trial [25] and was proposed to be essential for the prevention of infection [42]. We
found that HIV-specific IgG3s purified from HICs demonstrate stronger neutralizing activities
but lower ADCC activities than IgG1,2,4s. However, because HIV-specific 1gG3s only
represent a small portion of the total IgG3s, the contribution of the IgG3 subtype in the
functional Ab response recorded here and its association with HIV control has to be further
investigated.

Overall, this extensive analysis of the Ab features in HICs allowed dissection of the interactions
and relative contributions of the distinct Ab characteristics. Our results point to a particularly
valuable induction of Abs with high HIV inhibitory functions, further supporting that Abs
efficiently participate in HIV control in this particular cohort of HIV patients. Moreover the
functional Ab profile by itself allows to discriminate B*57+ from B*57- HICs. This further
highlights the central role of HIV-specific inhibitory Abs in HIV control. The singular Ab
response induced in HICs gives additional hints on the relevant functional Abs that should be

induced in future Ab-driven vaccine design.
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Materials and methods

Cohorts and samples

HIV controllers (n = 36) were recruited from the CO21 CODEX cohort implemented by the
ANRS (Agence nationale de recherches sur le SIDA et les hépatites virales). HICs were defined
as HIV-infected individuals maintaining viral loads (VL) under 400 copies of HIV RNA/mL
without combined antiretroviral therapy for more than 5 years. HICs were divided in 2 groups:
HLA-B*57+ (B*57+ HICs, n = 17) or HLA-B*57— (B*57- HICs, n = 19). Their median viral
loads were 30 and 2 copies/mL respectively and their median CD4 T cell rates were 862 and
723 /mm?, respectively.

Chronic progressors (CPs, n = 16) were recruited from the EP14 cohort, an historic cohort
established in 2000, at the time when starting combined antiretroviral therapy immediately after
HIV detection was not yet widely practiced. These individuals infected with a median of 6 years
had still reasonable levels of CD4 T cells (median of 696 /mm? at the time of blood sampling),
showing some preservation of their immune response. However, they failed to control their
viremia (median viral load of 10,250 copies/mL) and were close to get treated.

The clinical and epidemiological characteristics of the cohorts are shown in Table 1.

Ethic statement

All subjects provided their written informed consent to give their blood sample for research
purposes. The CO21 CODEX cohort and this sub-study were funded and sponsored by ANRS
and approved by the Ile de France VII Ethics Committee. The study was conducted according

to the principles expressed in the Declaration of Helsinki.
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Total and HIV-specific Ig detection by ELISA

96-well plates were coated overnight in carbonate buffer with the following proteins: 1 pg/mL
of sheep anti-human IgA or IgG (Binding Site) for the detection of total IgAs or IgGs,
respectively; 1 pg/mL of mouse anti-human IgG2 or IgG3 (Southern Biotech) for the detection
of total IgG2s or IgG3s, respectively. For the detection of Env-specific Igs, plates were coated
with 5 pg/mL of gp140Yu2b [43] or gp41S30 [44] for IgG2s and IgG3s, 2 pg/mL of antigens
for IgAs and 0.5 pg/mL of antigens for IgGs. After saturation with PBS containing 5 % BSA,
plates were incubated with diluted sera for 2 h at 37 °C. IgAs or IgGs, IgG2s and IgG3s were
then detected by addition of a secondary goat anti-human IgA or IgG conjugated to horseradish
peroxidase (HRP) (Southern Biotech) for 1 h at 37 °C. Finally, 3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidine
(TMB) substrate was added. After 30 min at room temperature, the reaction was stopped using
25 uL of H2SO4 per well and the optical density (OD) read at 450 nm (reference 650 nm).

The concentrations of total Igs were calculated using a reference serum.

The ratios of HIV-specific Igs to total Igs were calculated using this formula:

. OD of anti-gp41 or anti-gp140 Igs * serum dilution
OD ratio =

OD of total Igs * serum dilution

IgG purification

IgGs were purified from patients’ sera using a G Sepharose™ 4 Fast Flow protein column
(Thermo Scientific) according to the manufacturer’s instructions.

In a subset of HICs and CPs (i.e. when the amount of serum was sufficient for further IgG
subtype purification), IgG3s were separated from purified IgGs using an A Sepharose™ 4 Fast
Flow protein column (Thermo Scientific). The fraction not retained on the column contained

the IgG3s while the IgG1, 2, and 4s were eluted in the fraction retained on the column.
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Cells

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from whole blood using Ficoll-
Hypaque sedimentation and were then frozen in liquid nitrogen or cultured overnight in RPMI-
1640, 10 % FCS, and 50 IU interleukin-2 (R&D Systems). The blood was received from healthy
volunteers at the Blood Transfusion Center (EFS) in Strasbourg.

Using an AutoMACS (Miltenyi Biotec) for immunomagnetic bead isolation, monocytes were
isolated from the PBMCs with anti-CD14 beads. Monocyte-derived macrophages (MdM) were
obtained by differentiation of CD14" cells by incubation with AIM V (Gibco) without SVF,
Glutamax 1X (Gibco) and GM-CSF (100 U/mL) (R&D Systems) for 5 days at 37 °C, 5 % COx.
The MdMs were then frozen in liquid nitrogen.

The CEM.NKR.CCRS cell line was kindly provided by G. Ferrari (Duke University, USA).

TZM-bl neutralization assays

For neutralization, pseudoviruses were produced by cotransfecting 293T cells with HIV-1 Env
expression plasmid SF162.LS, Bal, QH0692.42 and YU2 and the Env-deficient HIV-1
backbone plasmid pSG3AEnv.

HIV-1 infectious molecular clones (IMCs): CHO058, CH077, CH106, RHPA, THRO4156.18,
REJO4541.67, TRJO4551.58, RHGA, X1632 S2 B10, TRO.11, CE703010217 B6,
CH119.10, BJOX2000.03.2 and CE1176_A3 were produced by 293T cell transfection. These
different strains were obtained through the NIH AIDS reagent program.

Sera were tested for their ability to neutralize HIV-1 using the TZM-bl neutralization assay as
described previously [45]. As negative controls, HIV-negative sera purchased at the Blood
Transfusion Center (EFS) in Strasbourg were used and the capacity of individuals’ sera to
neutralize murine leukemia virus (MuLV) was assessed. Two tier-1 reference strains (SF162.LS

and BaL), 15 tier-2 strains (QH0692.42, YU2, CH058, CHO077, CH106, RHPA, THRO4156.18,
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REJO4541.67, RHGA, X1632 S2 B10, TRO.11, CE703010217 B6, CH119.10,
BJOX2000.03.2 and CE1176_A3) and 1 tier-3 strain (TRJO4551.58) were used. CHOS5S,
CHO077, CHI106, RHPA, THRO4156.18, REJO4541.67 and TRJO4551.58 are
transmitted/founder (T/F) viruses.

The inhibitory reciprocal dilution 50 % (IRD50) or the inhibitory concentration 50 % (IC50)
were respectively defined as the reciprocal sample dilution or the sample concentration leading

to a 50 % reduction in relative luminescence units (RLU).

Neutralization + phagocytosis assay

Sera were tested for their ability to neutralize HIV-1 using MdMs as target cells. The MdMs
were infected with SF162.LS. After 36 h, the MdMs were stained for intracellular p24 (KC57-
RDI1-FITC; Beckman Coulter).

The inhibitory reciprocal dilution 80 % (IRD80) or the inhibitory concentration 80 % (IC80)
were respectively defined as the reciprocal sample dilution or the sample concentration leading

to an 80 % reduction in the percentage of infected cells.

Luciferase ADCC assay

The ADCC assay was performed using purified PBMCs as effector cells and the
CEM.NKR.CCRS cell line was infected with HIV-1 IMCs expressing the viral envelope and
the Renilla luciferase reporter gene (HIV-1 LucR: X1632 S2 B10, TRO.11,
CE703010217_B6, CH119.10, BJOX2000.03.2 and CE1176_A3) as target cells. The HIV-1
LucR were obtained from D. Montefiori (Duke University, USA). After 4 days of infection,
CEM.NKR.CCRS5 cells were stained for intracellular p24 (KC57-RD1-FITC; Beckman
Coulter) and experiments were carried out only if at least 10 % of the cells were infected. 12,500

HIV-1 infected CEM.NKR.CCRS cells were plated in 12.5 pL. of RPMI-1640, 10 % FCS, and
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50 IU interleukin-2 (R&D Systems) in a U-bottom 96-well-plate and mixed with 375,500
PBMCs in 12.5 pL of the same medium (30/1 effector/target ratio). 25 uL of the diluted samples
(sera or purified IgGs) were added. Four hours later, 25 uL of 60 uM Viviren™ substrate
(Promega) was added to determine the luminescence intensity generated by target cells not
lysed by ADCC-mediating Abs present in the patient’s samples. The percentage of target cell

lysis was normalized to control wells without Abs using the following formula:
187

RLU of infected target cells with effectors — RLU of infected target cells with effectors and samples
RLU of infected target cells with effectors

%oflysis:( )* 100
This takes into account the decreased infection rate due to direct lysis in the absence of Abs
coming from the samples.

The AUC was calculated as the integrated background-subtracted net activity over a range of

dilutions using the trapezoidal method and was truncated above zero.

Radar charts

The radar chart shows a descriptive representation of the Ab profiles from HICs and chronic
progressors. It highlights the difference between the different patients groups along the different
Ab features. For each group, the median statistic was used as summary value. The radar chart

was drawn using the fmsd R library ( ).

Partial least-squares discriminant analysis (PLS-DA)

In order to identify the Ab features that could potentially explain the differences between the
different patients groups, we performed a discriminant analysis using PLS-DA [46] (partial
least-squares discriminant analysis), a multivariate dimensionality-reduction tool.

The graphical representation of the results obtained with PLS-DA are shown with the profiles
that could explain the separation, ordered from the most important one at the bottom to the least

important one at the top. The contribution of each feature is represented as a barplot in which
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each bar length corresponds to the loading weight (importance) of the feature. The loading
weight can be positive or negative. These features that are supposed to explain the separation
were selected using sPLS-DA [47] (sparsed partial least-squares discriminant analysis). For
accurate estimation, we used a 5-fold cross-validation scheme repeated 50 times leading to a

global classification error rate of 15 %.

Statistical analysis

The statistical significance (p-values) was determined using a two-tailed Mann-Whitney test
(*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001) using Prism software (GraphPad).

The associations between continuous variables were evaluated using a Spearman rank order

correlation test using “Visualization of a Correlation Matrix” R package version 0.77

( ).

Acknowledgements

We thank all participants of the ANRS CO21 cohort. This work was granted by the ANRS
(Agence nationale de recherches sur le SIDA et les hépatites virales), the Investissements
d’Avenir program managed by the ANR under reference ANR-10-LABX-77. J.K. was the
recipient of a Ministére de la Recherche doctoral fellowship, followed by a Sidaction
fellowship. The funders had no role in study design, data collection and interpretation, or the

decision to submit the work for publication.

References

1. Lambotte O, Boufassa F, Madec Y, Nguyen A, Goujard C, Meyer L, et al. HIV

controllers: a homogeneous group of HIV-1-infected patients with spontaneous control

Caractérisation du profil d’anticorps et de leurs activités inhibitrices chez des patients

controéleurs du VIH

188



Résultats : Publication 3

of viral replication. Clin Infect Dis Off Publ Infect Dis Soc Am. 2005 Oct 1;41(7):1053—
6.

Grabar S, Selinger-Leneman H, Abgrall S, Pialoux G, Weiss L, Costagliola D.
Prevalence and comparative characteristics of long-term nonprogressors and HIV
controller patients in the French Hospital Database on HIV. AIDS Lond Engl. 2009 Jun
1;23(9):1163-9.

Saez-Cirion A, Pancino G. HIV controllers: a genetically determined or inducible
phenotype? Immunol Rev. 2013 Jul;254(1):281-94.

Betts MR, Nason MC, West SM, De Rosa SC, Migueles SA, Abraham J, et al. HIV
nonprogressors preferentially maintain highly functional HIV-specific CD8+ T cells.
Blood. 2006 Jun 15;107(12):4781-9.

Saez-Cirion A, Lacabaratz C, Lambotte O, Versmisse P, Urrutia A, Boufassa F, et al.
HIV controllers exhibit potent CD8 T cell capacity to suppress HIV infection ex vivo
and peculiar cytotoxic T lymphocyte activation phenotype. Proc Natl Acad Sci U S A.
2007 Apr 17;104(16):6776-81.

Migueles SA, Laborico AC, Shupert WL, Sabbaghian MS, Rabin R, Hallahan CW, et
al. HIV-specific CD8+ T cell proliferation is coupled to perforin expression and is
maintained in nonprogressors. Nat Immunol. 2002 Nov;3(11):1061-8.

Benati D, Galperin M, Lambotte O, Gras S, Lim A, Mukhopadhyay M, et al. Public T
cell receptors confer high-avidity CD4 responses to HIV controllers. J Clin Invest. 2016
Jun 1;126(6):2093-108.

Buckner CM, Kardava L, Zhang X, Gittens K, Justement JS, Kovacs C, et al.
Maintenance of HIV-Specific Memory B-Cell Responses in Elite Controllers Despite

Low Viral Burdens. J Infect Dis. 2016 Apr 27;

Caractérisation du profil d’anticorps et de leurs activités inhibitrices chez des patients

controéleurs du VIH

189



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Résultats : Publication 3

Rouers A, Klingler J, Su B, Samri A, Laumond G, Even S, et al. HIV-Specific B Cell
Frequency Correlates with Neutralization Breadth in Patients Naturally Controlling
HIV-Infection. EBioMedicine. 2017 May 31;

Binley JM, Lybarger EA, Crooks ET, Seaman MS, Gray E, Davis KL, et al. Profiling
the specificity of neutralizing antibodies in a large panel of plasmas from patients
chronically infected with human immunodeficiency virus type 1 subtypes B and C. J
Virol. 2008 Dec;82(23):11651-68.

Banerjee K, Klasse PJ, Sanders RW, Pereyra F, Michael E, Lu M, et al. IgG subclass
profiles in infected HIV type 1 controllers and chronic progressors and in uninfected
recipients of Env vaccines. AIDS Res Hum Retroviruses. 2010 Apr;26(4):445-58.
French MA, Center RJ, Wilson KM, Fleyfel I, Fernandez S, Schorcht A, et al. Isotype-
switched immunoglobulin G antibodies to HIV Gag proteins may provide alternative or
additional immune responses to “protective” human leukocyte antigen-B alleles in HIV
controllers. AIDS Lond Engl. 2013 Feb 20;27(4):519-28.

Ackerman ME, Mikhailova A, Brown EP, Dowell KG, Walker BD, Bailey-Kellogg C,
et al. Polyfunctional HIV-Specific Antibody Responses Are Associated with
Spontaneous HIV Control. PLoS Pathog. 2016 Jan 8;12(1):e1005315.

Sadanand S, Das J, Chung AW, Schoen MK, Lane S, Suscovich TJ, et al. Temporal
variation in HIV-specific IgG subclass antibodies during acute infection differentiates
spontaneous controllers from chronic progressors. AIDS Lond Engl. 2018 Feb
20;32(4):443-50.

Ngo-Giang-Huong N, Candotti D, Goubar A, Autran B, Maynart M, Sicard D, et al.
HIV type 1-specific IgG2 antibodies: markers of helper T cell type 1 response and
prognostic marker of long-term nonprogression. AIDS Res Hum Retroviruses. 2001 Oct

10;17(15):1435-46.

Caractérisation du profil d’anticorps et de leurs activités inhibitrices chez des patients

controéleurs du VIH

190



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Résultats : Publication 3

Martinez V, Costagliola D, Bonduelle O, N’go N, Schnuriger A, Théodorou I, et al.
Combination of HIV-1-specific CD4 Th1 cell responses and IgG2 antibodies is the best
predictor for persistence of long-term nonprogression. J Infect Dis. 2005 Jun
15;191(12):2053-63.

Bailey JR, Lassen KG, Yang H-C, Quinn TC, Ray SC, Blankson JN, et al. Neutralizing
antibodies do not mediate suppression of human immunodeficiency virus type 1 in elite
suppressors or selection of plasma virus variants in patients on highly active
antiretroviral therapy. J Virol. 2006 May;80(10):4758-70.

Pereyra F, Addo MM, Kaufmann DE, Liu Y, Miura T, Rathod A, et al. Genetic and
immunologic heterogeneity among persons who control HIV infection in the absence
of therapy. J Infect Dis. 2008 Feb 15;197(4):563-71.

Lambotte O, Ferrari G, Moog C, Yates NL, Liao H-X, Parks RJ, et al. Heterogeneous
neutralizing antibody and antibody-dependent cell cytotoxicity responses in HIV-1 elite
controllers. AIDS Lond Engl. 2009 May 15;23(8):897-906.

Sajadi MM, Guan Y, DeVico AL, Seaman MS, Hossain M, Lewis GK, et al. Correlation
between circulating HIV-1 RNA and broad HIV-1 neutralizing antibody activity. J
Acquir Immune Defic Syndr 1999. 2011 May 1;57(1):9-15.

Gonzalez N, McKee K, Lynch RM, Georgiev IS, Jimenez L, Grau E, et al.
Characterization of broadly neutralizing antibody responses to HIV-1 in a cohort of long
term non-progressors. Arién KK, editor. PLOS ONE. 2018 Mar 20;13(3):¢0193773.
Lambotte O, Pollara J, Boufassa F, Moog C, Venet A, Haynes BF, et al. High antibody-
dependent cellular cytotoxicity responses are correlated with strong CD8 T cell viral
suppressive activity but not with B57 status in HIV-1 elite controllers. PloS One.

2013;8(9):e74855.

Caractérisation du profil d’anticorps et de leurs activités inhibitrices chez des patients

controéleurs du VIH

191



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Résultats : Publication 3

Burrer R, Salmon-Ceron D, Richert S, Pancino G, Spiridon G, Haessig S, et al.
Immunoglobulin G (IgG) and IgA, but also nonantibody factors, account for in vitro
neutralization of human immunodeficiency virus (HIV) type 1 primary isolates by
serum and plasma of HIV-infected patients. J Virol. 2001 Jun;75(11):5421-4.

Holl V, Hemmerter S, Burrer R, Schmidt S, Bohbot A, Aubertin A-M, et al.
Involvement of Fc gamma RI (CD64) in the mechanism of HIV-1 inhibition by
polyclonal IgG purified from infected patients in cultured monocyte-derived
macrophages. J Immunol Baltim Md 1950. 2004 Nov 15;173(10):6274-83.

Chung AW, Ghebremichael M, Robinson H, Brown E, Choi I, Lane S, et al.
Polyfunctional Fc-effector profiles mediated by IgG subclass selection distinguish
RV144 and VAXO003 vaccines. Sci Transl Med. 2014 Mar 19;6(228):228ra38.
Madhavi V, Wines BD, Amin J, Emery S, ENCOREI Study Group, Lopez E, et al.
HIV-1 Env- and Vpu-Specific Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity Responses
Associated with Elite Control of HIV. J Virol. 2017 Sep 15;91(18).

Ruiz MJ, Ghiglione Y, Falivene J, Laufer N, Holgado MP, Socias ME, et al. Env-
Specific IgA from Viremic HIV-Infected Subjects Compromises Antibody-Dependent
Cellular Cytotoxicity. J Virol. 2015;90(2):670-81.

Nabi R, Moldoveanu Z, Wei Q, Golub ET, Durkin HG, Greenblatt RM, et al.
Differences in serum IgA responses to HIV-1 gp41 in elite controllers compared to viral
suppressors on highly active antiretroviral therapy. PloS One. 2017;12(7):e0180245.
Dugast A-S, Arnold K, Lofano G, Moore S, Hoffner M, Simek M, et al. Virus-driven
inflammation is associated with the development of bNAbs in spontaneous controllers

of HIV. Clin Infect Dis Off Publ Infect Dis Soc Am. 2017 Feb 3;

Caractérisation du profil d’anticorps et de leurs activités inhibitrices chez des patients

controéleurs du VIH

192



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Résultats : Publication 3

Pernas M, Sanchez-Merino V, Casado C, Merino-Mansilla A, Olivares I, Yuste E, et al.
HIV-1 Dual Infected LTNP-EC Patients Developed an Unexpected Antibody Cross-
Neutralizing Activity. Vartanian J-P, editor. PLOS ONE. 2015 Aug 10;10(8):e0134054.
Mikell I, Sather DN, Kalams SA, Altfeld M, Alter G, Stamatatos L. Characteristics of
the earliest cross-neutralizing antibody response to HIV-1. PLoS Pathog. 2011 Jan
13;7(1):e1001251.

Sather DN, Armann J, Ching LK, Mavrantoni A, Sellhorn G, Caldwell Z, et al. Factors
associated with the development of cross-reactive neutralizing antibodies during human
immunodeficiency virus type 1 infection. J Virol. 2009 Jan;83(2):757—69.

Rusert P, Kouyos RD, Kadelka C, Ebner H, Schanz M, Huber M, et al. Determinants of
HIV-1 broadly neutralizing antibody induction. Nat Med. 2016 Nov;22(11):1260-7.
Freund NT, Wang H, Scharf L, Nogueira L, Horwitz JA, Bar-On Y, et al. Coexistence
of potent HIV-1 broadly neutralizing antibodies and antibody-sensitive viruses in a
viremic controller. Sci Transl Med. 2017 Jan 18;9(373):caal2144.

Forthal, Landucci G, Daar ES. Antibody from patients with acute human
immunodeficiency virus (HIV) infection inhibits primary strains of HIV type 1 in the
presence of natural-killer effector cells. J Virol. 2001 Aug;75(15):6953-61.

Florese RH, Van Rompay KKA, Aldrich K, Forthal DN, Landucci G, Mahalanabis M,
et al. Evaluation of passively transferred, nonneutralizing antibody-dependent cellular
cytotoxicity-mediating IgG in protection of neonatal rhesus macaques against oral
SIVmac251 challenge. J Immunol Baltim Md 1950. 2006 Sep 15;177(6):4028-36.
Florese RH, Demberg T, Xiao P, Kuller L, Larsen K, Summers LE, et al. Contribution
of nonneutralizing vaccine-elicited antibody activities to improved protective efficacy
in rhesus macaques immunized with Tat/Env compared with multigenic vaccines. J

Immunol Baltim Md 1950. 2009 Mar 15;182(6):3718-27.

Caractérisation du profil d’anticorps et de leurs activités inhibitrices chez des patients

controéleurs du VIH

193



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Résultats : Publication 3

Horwitz, Bar-On Y, Lu C-L, Fera D, Lockhart AAK, Lorenzi JCC, et al. Non-
neutralizing Antibodies Alter the Course of HIV-1 Infection In Vivo. Cell. 2017 Jul 26;
Smalls-Mantey A, Doria-Rose N, Klein R, Patamawenu A, Migueles SA, Ko S-Y, et al.
Antibody-dependent cellular cytotoxicity against primary HIV-infected CD4+ T cells
is directly associated with the magnitude of surface IgG binding. J Virol. 2012
Aug;86(16):8672-80.

Stanfield-Oakley SA, Pollara J, deCamp A, Korber B, LaBranche C, Ochsenbauer C, et
al. Identification of a Panel of IMC to define breadth and potency of ADCC responses.
In: Keystone Symposia X8. Olympic Valley, CA (2016).;

Gillis C, Gouel-Chéron A, Jonsson F, Bruhns P. Contribution of Human FcyRs to
Disease with Evidence from Human Polymorphisms and Transgenic Animal Studies.
Front Immunol. 2014;5:254.

Yates NL, Liao H-X, Fong Y, deCamp A, Vandergrift NA, Williams WT, et al.
Vaccine-induced Env V1-V2 IgG3 correlates with lower HIV-1 infection risk and
declines soon after vaccination. Sci Transl Med. 2014 Mar 19;6(228):228ra39.

Lorin V, Mouquet H. Efficient generation of human IgA monoclonal antibodies. J
Immunol Methods. 2015 Jul;422:102-10.

Krell T, Greco F, Engel O, Dubayle J, Dubayle J, Kennel A, et al. HIV-1 gp41 and
gp160 are hyperthermostable proteins in a mesophilic environment. Characterization of
gp41 mutants. Eur J Biochem FEBS. 2004 Apr;271(8):1566—79.

Li M, Gao F, Mascola JR, Stamatatos L, Polonis VR, Koutsoukos M, et al. Human
immunodeficiency virus type 1 env clones from acute and early subtype B infections
for standardized assessments of vaccine-elicited neutralizing antibodies. J Virol. 2005

Aug:79(16):10108-25.

Caractérisation du profil d’anticorps et de leurs activités inhibitrices chez des patients

controéleurs du VIH

194



46.

47.

Résultats : Publication 3

Pérez-Enciso M, Tenenhaus M. Prediction of clinical outcome with microarray data: a
partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) approach. Hum Genet. 2003
May;112(5-6):581-92.

Lé Cao K-A, Boitard S, Besse P. Sparse PLS discriminant analysis: biologically relevant
feature selection and graphical displays for multiclass problems. BMC Bioinformatics.

2011 Jun 22;12:253.

Caractérisation du profil d’anticorps et de leurs activités inhibitrices chez des patients

controéleurs du VIH

195



Résultats : Publication 3

Caractérisation du profil d’anticorps et de leurs activités inhibitrices chez des patients

controéleurs du VIH



Résultats : Publication 3

Figures
A 1o *
g o® a vy ... .
E 10-2 ., l. v"v . g ";'
8 — - F:'“ Y tees - A4
g L
] 10-% «® mgn A =
- v . e
104
Anti-gp41 IgAs / total IgAs Anti-gp140 IgAs / total IgAs
B
n
O 10 e, .. l-.l'- oy t0gg00 "suus W
e —-.:‘.'.— Vo il 1.2 L v
8 10-2 o . ' . M
o v .
o 1)
= 103 . ] .
10-4 , . . ' ' '
Anti-gp41 1gGs / total IgGs Anti-gp140 IgGs / total IgGs o B*57+ HICs
C m B*57-HICs
o 10-3 . v cpe
E . : . . .
8 10+ ﬂ' :: ey ot “a . v
u [ .
8) _:7.._ _:%l:_ e .ﬂ. L e 'f
- 10-5, LY A4 :II :v .C: L +v
Yy ‘;'
10

D 10°
.
o 104 .
E 2 [ ] ] Ty ..
o 104 e a LI'_I:J_Y_ s v’
- |}
o) ., " - o e, %, II.II. » vv!",
o 10-34 o 0 'III" v =
g LA - M .e? " \A
— .t : ™ '
10-4 . -

Anti-gp41 1gG3s / total 19gG3s Anti-gp140 IgG3s / total 1I9gG3s

Fig 1. Similar levels of anti-HIV Igs are induced in HICs compared to CPs.

(A) Optical density (OD) ratio (Log 10) of anti-gp41 IgAs (left panel) or anti-gp140 IgAs (right
panel) to total IgAs for HLA-B*57+ HICs (B*57+ HICs, n = 17, purple circles), HLA-B*57-
HICs (B*57- HICs, n = 19, orange squares) and chronic progressors (CPs, n = 16, green
triangles). (B) Same for IgGs, (C) IgG2s and (D) IgG3s. The statistical significance calculated
using a Mann-Whitney test is indicated (*: p < 0.05). The horizontal bars represent the median

of OD ratios for each patient group.
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Fig 2. Neutralizing activities against tier-2 strains are increased in B*57- HICs.

Sera from HLA-B*57+ HICs (B*57+ HICs, n = 17), HLA-B*57- HICs (B*57- HICs, n = 19)
and chronic progressors (CPs, n = 16) were tested against 18 HIV-1 strains including 15 tier 2
strains and 7 T/F strains. (A) The median neutralization IRD50s with interquartile ranges are
represented for all HICs (red) and CPs (green). (B) The median neutralization IRD50s with
interquartile ranges are represented for B*57+ HICs (purple), B*57- HICs (orange) and CPs
(green). The statistical significances calculated using a Mann-Whitney test are indicated (*: p
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< 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001). (C) The neutralization breadth is expressed as the
percentage of patients able to neutralize 0 %, 1 to 19 %, 20 to 39 %, 40 to 59 % and 60 to 100 %
of all strains (upper panel), tier 2 strains (middle panel) and T/F strains (lower panel) for B*57+
HICs (left), B*57- HICs (middle) and CPs (right). The percentages of patients for each fraction

are indicated in white.
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Fig 3. B*57+ HICs have stronger ADCC activities than B*57- HICs and CPs.

Sera from HLA-B*57+ HICs (B*57+ HICs, n = 17), HLA-B*57- HICs (B*57- HICs, n = 19)
and chronic progressors (CPs, n = 16) were tested against 6 HIV-1 strains for ADCC and 1
HIV-1 strain for neutralization + phagocytosis activities. The median ADCC areas under the
curve (AUCs) with interquartile ranges are represented on the left axis and the median
neutralization + phagocytosis inhibitory reciprocal dilutions 80 % (IRD80s) with interquartile
ranges are represented on the right axis (Log 10) for B*57+ HICs (purple), B*57- HICs (orange)
and CPs (green). The statistical significances calculated using a Mann-Whitney test are

represented (*: p < 0.05, **: p <0.01, ***: p <0.001).
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Fig 4. Increased neutralization and decreased ADCC of HIV-specific IgG3s compared to
1gG1,2,4s.

The activities of purified IgG3s (left panel, white) and IgG1,2,4s (right panel, grey) from HLA-
B*57+ HICs (B*57+ HICs, n = 12, purple), HLA-B*57- HICs (B*57- HICs, n = 6, orange) and
chronic progressors (CPs, n = 10, green) are represented: (A) The neutralization inhibitory
concentrations 50 % (IC50s) against SF162 (Log 10), (B) The neutralization + phagocytosis
inhibitory concentrations 80 % (IC80s) against SF162 (Log 10) and (C) The ADCC areas under
the curve (AUCs) against X1632 (Log 10). (D, E, F) Inhibitory activities corresponding to the
HIV-specific IgG3s and 1gG1,2,4s. The results for the total IgG3s and 1gG1,2,4s from (A, B,
C) respectively were multiplied by the anti-gp140 IgG or IgG3 ELISA OD ratios determined
in Fig 1. The statistical significances calculated using a Mann-Whitney test are represented (*:
p <0.05, *¥*: p <0.01, ***: p <0.001). The horizontal bars represent the median value for each

patient group.
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Fig 5. Ab profiles from individuals controlling HIV are distinct from CPs.

This radar plot illustrates the median Ig isotype levels (concentrations, dark blue), the median
HIV-specific Ig isotype levels (OD ratios, light blue), the median neutralization inhibitory
reciprocal dilutions (IRD50s) against 18 HIV-1 strains (grey), the median ADCC areas under
the curve (AUCs) against 6 HIV-1 strains (pink) and the median neutralization + phagocytosis
IRD80s against 1 HIV-1 strain (black) for B*57+ HICs (purple), B*57- HICs (orange) and
chronic progressors (CPs, green). The red Roman numerals (I to XV) indicate the statistically
different median values. The yellow Roman numerals (XVI to XIX) indicate non-statistical

high median values in B*57- HICs.
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Fig 6. Induction of HIV-specific Ab isotypes correlates with functional activities in B*57+
HICs.

Spearman correlation matrices between the concentrations of various total Ig isotypes (dark
blue), the levels of various HIV-specific Ig isotypes (OD ratios, light blue), the neutralization
efficacy (IRD50s, grey) against 18 HIV-1 strains, the ADCC activity (AUCs, pink) against 6
HIV-1 strains and the neutralization + phagocytosis activity (IRD80s, black) against 1 HIV-1
strain for (A) HLA-B*57+ HICs (B*57+ HICs), (B) HLA-B*57- HICs (B*57- HICs), (C) all
HICs and (D) chronic progressors (CPs). Strength and significance are represented as size and
color intensity: blue for positive correlation and red for negative correlation. p-values are

indicated in the matrices.

Caractérisation du profil d’anticorps et de leurs activités inhibitrices chez des patients

controéleurs du VIH

203



Résultats : Publication 3

CP7

CP16

Hee 204

He22 H37

Igs levels
(concentrations)
HIV-specific Igs levels
(OD ratios)
Neutralization (IRD50s)
ADCC (AUCs)
Neutralization +
phagocytosis (IRD80s)

pCHO77
total IgAs
X1632
CH058
gp41 IgAs
X1632
SF162
TRJO
CE0217
gp140 IgAs
BJOX2000
total IgGs
CH119
CE1176
BalL
CE1176
RHPA
CH106
TRO11
SF162
THRO
YU-2
RHGA

3 ® HICs

® CPs

'

[ -
w
o
N
[ -
o

.0 0.1 0.2

Fig 7. Neutralization as main discriminate between HICs and CPs.

(A) Illustration of the separation between HICs (red) and chronic progressors (CPs, green)

based on their Ab characteristics. The ellipses correspond to the estimated 95 % confidence

intervals. (B) The variable importance in the projection plots (A) corresponding to the relative

importance (longer bar: more important) of selected features: levels of Ig isotypes

(concentrations, dark blue), levels of HIV-specific Ig isotypes (OD ratios, light blue), the

neutralization efficacy (IRD50s, grey) against HIV-1 strains, the ADCC activity against HIV-

1 strains (AUCs, pink) and the neutralization + phagocytosis against 1 HIV-1 strain (IRD80s,

black). The colors of the bars correspond to the group (HICs, red/chronic progressors, green)

the feature is higher in.
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Fig 8. ADCC as main discriminate between B*57+ HICs and B*57- HICs.

(A) Ilustration of the separation between HLA-B*57+ HICs (B*57+ HICs, purple) and HLA-
B*57- HICs (B*57- HICs, orange) based on their Ab characteristics. The ellipses correspond
to the estimated 95 % confidence intervals. (B) The variable importance in the projection plots
(A) corresponding to the relative importance (longer bar: more important) of selected features:
levels of Ig isotypes (concentrations, dark blue), levels of HIV-specific Ig isotypes (OD ratios,
light blue), the neutralization efficacy (IRD50s, grey) against HIV-1 strains and the ADCC
activity against HIV-1 strains (AUCs, pink). The colors of the bars correspond to the group

(B*57+ HICs, purple/B*57- HICs, orange) the feature is higher in.
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S1 Fig. Total Ig concentrations. Total (A) IgA, (B) IgG, (C) IgG2 and (D) IgG3 concentrations
for HLA-B*57+ HICs (B*57+ HICs, n = 17, purple circles), HLA-B*57- HICs (B*57- HICs,
n = 19, orange squares) and chronic progressors (CPs, n = 16, green triangles). The statistical
significances calculated using a Mann-Whitney test are indicated (*: p < 0.05, **: p < 0.01).

The horizontal bars represent the median of OD ratios for each patient group.
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S2 Fig. Percentage of IgG3s and IgG1,2,4s in purified IgG3 fractions and IgG1,2.4
residual fractions. The mean percentages of IgG3s (purple) and 1gG1,2,4s (blue) detected in
purified IgG3 fractions (left) and the remaining purified 1gG1,2,4 fractions (right) from 28
patients (HLA-B*57+ HICs (n = 12), HLA-B*57- HICs (n = 6) and chronic progressors (n =

10)) are represented.
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S3 Fig. The Ab profile discriminates B*57+ HICs, B*57- HICs and CPs. Illustration of
separation between HLA-B*57+ HICs (B*57+ HICs, purple), HLA-B*57- HICs (B*57- HICs,
orange) and chronic progressors (CPs, green). The ellipses correspond to the estimated 95 %

confidence intervals.
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Lymphocytes T CD4* Lymphocytes T CD8" Références
Expression TCR haute affinité — capacités (Benati et al. 2016; Galperin et al.
cytotoxiques 2018)

LTfh spécifiques du VIH préservés et associés a la

fréquence des LB mémoires spécifiques de Env (Buranapraditkun et al. 2017)

Fréquence LTfh circulants > patients traités et
corrélée a plus forte production d'anticorps
spécifiques du VIH dans des co-cultures avec des
LB

(Claireaux et al. 2018)

Puissantes réponses CD8" cytotoxiques, souvent
associées a l'expression de I'alléle HLA-B*57 ou (Sadez-Ciridon and Manel 2018)
B*27

Tableau 5 : Récapitulatif des études sur I'implication de la réponse cellulaire adaptative chez les patients HIC.

La référence et les résultats de la publication a laquelle j’ai contribuée sont indiqués en gras.

HLA : human leukocyte antigen, LB : lymphocytes B, LTfh : follicular helper T cells, TCR : récepteurs aux lymphocytes T.
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Cohortes

Lymphocytes B

Sous-type d'IgG

Neutralisation

Activités médiées par le
domaine Fc

Références

HIC

Tous
HIC

Proportions LB mémoires
préservées

(Pensieroso et al. 2013;
Rouers, Klingler, et al.
2017)

Proportions LB mémoires
spécifiques du VIH >
patients traités

(Buckner et al. 2016;
Rouers, Klingler, et al.
2017)

Anticorps anti-VIH <
chroniques

Neutralisation <
chroniques

(Bailey et al. 2006)

Neutralisations
hétérogenes

(Pereyra et al. 2008;
Lambotte et al. 2009;
Sajadi et al. 2011)
Klingler et al. en
préparation

IgG1 anti-p24 >
chroniques

(Banerjee et al. 2010)

ADCC > chroniques

(Lambotte et al. 2009)
Klingler et al. en
préparation

IgG1 et IgG3 enrichies

Neutralisation
corrélé aux activités
Fc

ADCC, ADCD, ADCP, et
activation NK corrélés a
neutralisation

(Ackerman et al. 2016)

IgG1 anti-gp120 HIC avec
activités neutralisantes >
HIC non neutralisants

ADCC et ADCP HIC avec

activités neutralisantes > HIC

non neutralisants (ADCC =)

(Lofano et al. 2018)

IgG2 < et 1gG3 >
chroniques

(Sadanand et al. 2018)

Profil d'anticorps distingue patients HIC, HIC-HLA-B*57+, HIC HLA-B*57- et

chroniques

Klingler et al. en
préparation
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Fréquence LB mémoires
spécifiques du VIH e e (Rouers, Klingler, et al.
P . e s Activités hét
corrélée aux activités ctivites heterogenes 2017)
neutralisantes
HIC
- Neutralisation |
HLA eutratisa |on' arge (Freund et al. 2017)
B*57+ chez un patient
IgG, IgA, 18G2 et IgG3 anti- s ADCC > chroniques et HIC .
. Activités < Klingler et al.
chroniques q Phagocytose < chroniques prep
IgG2 anti-gp41 > HIC HLA-
8 *an eps- > . (French et al. 2013)
HIC B*57+ et chroniques
HLA ADCC > HIC HLA-B*57+ (Lambotte et al. 2013)
| IgA, 1gG2 et | ti- Activités > . .
B*57- gG, 1A, IeG ¢ gG3 anti ctivites ADCC > chroniques Klingler et al. en
gp41l et anti-gp140 = chroniques sur . . .
. . Phagocytose < chroniques préparation
chroniques certaines souches
(Cao et al. 1995; Pantaleo
Neutralisation > et al. 1995; Montefiori et
LTNP chroniques al. 1996; Pilgrim et al.
1997)
IgG2 anti-gp41 > (Ngo-Giang-Huong et al.
chroniques 2001)

Tableau 6 : Récapitulatif des études sur I'implication de la réponse anticorps chez les patients HIC et LTNP.

Les références et les résultats des publications auxquelles j'ai contribuées sont indiqués en gras.

ADCC : antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCD : antibody-dependent complement deposition, ADCP : antibody-dependent cellular phagocytosis, HLA :

human leukocyte antigen, |g : immunoglobuline, LB : lymphocytes B.
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Mon projet de thése a visé a effectuer une analyse fine et détaillée du profil d’anticorps induit
dans une large cohorte de patients HIC (40 patients) et de comparer ces caractéristiques a
celles de patients chroniques, progressant vers la maladie. Ainsi, j’ai étudié, en paralléle, la
réponse B spécifique du VIH, les réponses isotypes et sous-types d'immunoglobulines totales
et spécifiques du VIH, les activités de neutralisation (dépendantes du domaine Fab) et les
activités inhibitrices médiées par le domaine Fc des anticorps (lyse cellulaire et phagocytose).
Cette étude large et compléte m’a permis de mettre en évidence des interactions et des
associations entre les différents parametres des anticorps et de dégager une vision globale de
la réponse anticorps chez les HIC.

L’acces a 40 prélevements de patients HIC définis de maniere stricte (plus de cing ans de
contréle de la charge virale), la séparation de ces patients en fonction de leur statut HLA-B*57
et l'utilisation de nouveaux protocoles expérimentaux physiologiquement relevant sont
autant de garants de la pertinence des résultats obtenus. Le profil distinct obtenu selon le
statut HLA-B*57 permet en partie, d’expliquer la dichotomie de certains résultats
précédemment publiés sur la réponse anticorps développée chez les patients controleurs.
Ainsi, bien que I’étude des caractéristiques des anticorps des patients HIC ait été déja abordée
précédemment, notre étude permet de proposer une vision nouvelle et affinée du réle des
anticorps par la définition et la quantité des échantillons analysés, la diversité et la pertinence
des tests réalisés et |'analyse récapitulative des associations et des interactions de ces
différents parametres. |l s'agit de la premiere étude permettant d’obtenir une vision compléete

des spécificités de la réponse anticorps associée au contréle du VIH.

Premierement, nous avons montré que des interactions clés entre les lymphocytes cTfh et les
lymphocytes B sont préservées chez les patients contrdoleurs. De fait, la fréquence des
lymphocytes Tfh circulants spécifiques du VIH était supérieure chez les patients HIC par
rapport a des patients traités et était corrélée a une plus forte production d’anticorps dans
des co-cultures de lymphocytes B et de lymphocytes Tfh circulants (Claireaux et al. 2018). Ces
interactions permettent d’expliquer le maintien de réponses lymphocytes B mémoires
observé chez les HIC et suggérent un role encore sous-estimé de cette réponse dans le
controle de l'infection par le VIH (Rouers, Klingler, et al. 2017; Claireaux et al. 2018). Cette
préservation des lymphocytes Tfh associée a la fréquence élevée de lymphocytes B mémoires

spécifigues de Env a été observée précédemment (Buranapraditkun et al. 2017). La
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préservation des fonctions lymphocytes Tfh chez les HIC, sauvegardant ainsi les interactions
lymphocytes B/lymphocytes Tfh, permettrait de maintenir la production et la maturation des
anticorps spécifiques du VIH chez les HIC.

De maniere remarquable, nous observons que la fréquence des lymphocytes B mémoires
spécifiques du VIH est corrélée positivement avec les titres neutralisants chez les HIC
possédant l'alléle HLA-B*57 (mais pas chez les HIC HLA-B*57-), ce qui suggere que la
préservation des lymphocytes B mémoires spécifiques du VIH dans le contexte d’une réponse
T forte et adaptée grace a cet allele HLA favorable pourrait contribuer aux réponses
neutralisantes chez ce sous-groupe de patients (Rouers, Klingler, et al. 2017).

La préservation de la réponse B pourrait expliquer le maintien des concentrations fortes
d’anticorps spécifiques du VIH. En effet, nous n’observons pas de différences entre les niveaux
des isotypes et sous-types d’immunoglobulines totales et spécifiques du VIH entre les
différents groupes de patients. Ainsi, les patients HIC ont maintenu une réponse anticorps
spécifique similaire a celle observée chez les patients chroniques, et ceci, malgré une charge
virale indétectable depuis plus de cing ans.

De précédentes études ayant analysé les isotypes spécifiques du VIH chez les HIC avaient
montré des résultats contradictoires, avec dans certaines études, des taux plus élevés d'lgG
anti-Env et anti-Vpu (Madhavi et al. 2017) chez les HIC ou une perte d'lgG3 spécifiques du VIH
au cours de la progression (Sadanand et al. 2018), alors que d'autres ont montré des niveaux
inférieurs d'lgG et d’IgG1 spécifiques du VIH chez les HIC par rapport a des patients controleurs
virémiques (charge virale < 2000 copies/mL) et a des patients non contrdleurs (Ackerman et
al. 2016). De plus, les 1gG2 anti-VIH étaient associées a une non-progression a long terme
(Ngo-Giang-Huong et al. 2001; Martinez et al. 2005), en particulier dans le sous-groupe des
patients HIC HLA-B*57- (French et al. 2013). Dans notre étude, seule une diminution
significative de la réponse en IgG totales et une diminution non significative des 1gG2
spécifiques du VIH dans le sous-groupe des patients HIC HLA-B*57- ont été observées. De plus,
les HIC HLA-B*57- ont montré des taux significativement plus bas d'lgA anti-gp140. Les études
précédentes, analysant les réponses IgA spécifiques du VIH chez les HIC ont montré des
résultats contradictoires avec des niveaux similaires ou supérieurs chez les HIC par rapport a
des individus virémiques (Ruiz et al. 2015; Nabi et al. 2017). Ces études ne faisaient cependant

pas de distinction entre les HIC HLA-B*57+ et les HIC HLA-B*57-.
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Il serait intéressant d’étendre cette étude des réponses anticorps chez les HIC aux IgM et aux
anticorps présents dans les autres compartiments comme les tissus des muqueuses. En effet,
une étude récente a montré que les IgM spécifiques du VIH pouvaient prévenir la transmission
de virus chimérique SHIV au niveau des muqueuses dans un modele de macaques infectés
expérimentalement (Gong et al. 2018).

La disparité des résultats concernant les isotopes spécifiques du VIH induits apres une
infection pourrait étre attribuée aux différences de protocoles et notamment a |'antigéne
(épitope) utilisé pour détecter les anticorps spécifiques du VIH. En effet, la détection des
anticorps varie en fonction du type d’enveloppe (monomérique ou trimérique) et des
séquences utilisées dans le test de détection. Dans notre étude, nous avons utilisé une
enveloppe trimérique qui a servi de base a I'isolement de nombreux anticorps monoclonaux.
Les résultats variables observés pourraient également étre dus aux caractéristiques des
groupes de patients HIC et chroniques utilisés. Dans notre étude, la cohorte HIC correspond a
des patients contrélant la virémie (< 50 copies/mL) depuis plus de cing ans. Cette cohorte de
HIC a été comparée a un groupe historique de patients chroniques pour lesquels les
échantillons ont été prélevés avant la diminution de leurs niveaux de lymphocytes T CD4*. Ceci
implique que les sérums ont été recueillis avant une immunosuppression profonde résultant
de la multiplication virale. Globalement, I'absence de diminution substantielle des anticorps
spécifiques du VIH chez les HIC suggere fortement que la réponse globale des anticorps
spécifiques du VIH subsiste chez ces patients pendant une longue période, malgré la
disparition de I'antigéne dans le sang et/ou que de faibles nombres de réservoirs viraux
suffisent pour maintenir une réponse B soutenue, capables de générer des plasmocytes

producteurs d’IgG et d’IgA.

En ce qui concerne les réponses anticorps fonctionnelles, nous avons d’abord analysé les
activités de neutralisation. Nous avons constaté que les HIC possedent des anticorps a
activités neutralisantes hétérogenes, avec certains patients ayant des niveaux d'anticorps
neutralisants similaires a ceux observés chez les patients chroniques. Il est important de noter
qgue nous avons utilisé 15 pseudovirus construits avec des enveloppes de virus tier-2 et
transmis/fondateurs récemment isolées, démontrant ainsi que I'activité de neutralisation
croisée détectée chez certains de nos patients HIC est dirigée contre des souches pertinentes,

difficiles a neutraliser, circulant chez des individus infectés.

Caractérisation du profil d’anticorps et de leurs activités inhibitrices chez des patients

controéleurs du VIH



Conclusions et perspectives : Publication 3

Dans des études antérieures, des résultats similaires, c’est-a-dire des activités de
neutralisation trés larges dans un sous-ensemble (environ 10 %) étaient décrites chez des HIC
(Bailey et al. 2006; Pereyra et al. 2008; Lambotte et al. 2009; Sajadi et al. 2011; Gonzalez et al.
2018; Dugast et al. 2017). Nous avons constaté que le profil neutralisant global chez les
patients HIC était néanmoins inférieur a celui observé dans notre groupe de patients
chroniques. Cette activité élevée de neutralisation dans les patients chroniques est en accord
avec des résultats précédents, associant la puissance de neutralisation au nombre de quasi-
especes virales circulantes (Pernas et al. 2015; Rusert et al. 2016). La réponse neutralisante
large serait en effet favorisée par la présence de nombreuses souches virales échappant a la
réponse humorale induite. Cet échappement continuel permettrait de sélectionner les
lymphocytes B spécifiquement dirigés contre les épitopes conservés (Sather et al. 2009; Mikell
et al. 2011; Rusert et al. 2016; Dugast et al. 2017). La raison de l'induction d’anticorps
neutralisants a large spectre chez certains HIC en absence de charge virale élevée n'est pas
encore expliquée. Les lymphocytes B produisant des anticorps neutralisants larges pourraient
étre sélectionnés par hasard, sans nécessité de sélection suite a une maturation prolongée
(Freund et al. 2017). Par exemple, I'induction du sous-type IgG3 spécifique du VIH, pour lequel
nous observons une activité neutralisante efficace dans cette étude chez les HIC, pourrait étre
le résultat d’une sélection précoce au cours de la maturation des anticorps, favorisant la
destruction et le contr6le du virus. D’autres proposent un profil inflammatoire unique associé
a une évolution favorable de la réponse neutralisante (Dugast et al. 2017).

Il est intéressant de noter que nous observons plus d’anticorps neutralisants a large spectre
chez les HIC HLA-B*57-, ce qui suggére que ces anticorps pourraient participer activement au
contréle précoce du VIH chez les patients négatifs pour I'allele protecteur HLA-B*57. Au
contraire, nous constatons que les patients HIC HLA-B*57+ présentent une forte corrélation
entre la neutralisation et la quantité d’anticorps spécifiques au VIH détectés dans les sérums.
Or, nous avons également montré, en collaboration avec le laboratoire d’A. Moris (CIMI,
Paris), que les proportions des lymphocytes B mémoires des HIC étaient préservées et que ces
patients présentaient de fortes réponses lymphocytes B mémoires spécifiques du VIH,
associées aux capacités de neutralisation chez les patients HIC HLA-B*57+ (Rouers, Klingler, et
al. 2017). Comme les HIC présentent un controle rapide de la réplication virale (Goujard et al.
2009), probablement médié par une forte réponse lymphocytes T CD8* cytotoxiques chez les

patients HIC HLA-B*57+ (Sdez-Ciridn et al. 2007), il se pourrait que la suppression de virus par
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la réponse CD8* cytotoxique efficace permette I'établissement de réponses lymphocytes B
mémoires a minima, avec la production d’anticorps neutralisants, sans pour autant induire
une réponse large et mature puisque la réplication virale reste circonscrite par la réponse T
efficace. Cette limitation de la diversification des quasiespéces virales grace a une réponse T
efficace permettrait de limiter la diversification des anticorps produits, pour lesquels le
maintien de la fonction neutralisante serait associé a la réponse B. De plus, la préservation des
réponses lymphocytes B pourrait générer la production d’anticorps démontrant des fonctions

inhibitrices distinctes de la neutralisation.

Effectivement, nous démontrons de fortes activités médiées par le domaine Fc chez les
patients contréleurs (notamment de fortes activités ADCC chez les patients HIC HLA-B*57+).
Cette participation des activités non neutralisantes médiées par le domaine Fc des anticorps
au contréle de la réplication du VIH a été proposée précédemment (Forthal, Landucci, and
Daar 2001; Florese et al. 2006, 2009; Horwitz et al. 2017). Elle est confirmée dans notre étude
avec des tests fonctionnels d’analyse de la lyse des cellules infectées.

Une étude approfondie des mécanismes impliqués dans ces activités non neutralisantes devra
étre effectuée. En effet, ces fonctions dépendent de la liaison entre le domaine Fc des
anticorps et les récepteurs Fc présents a la surface des cellules immunitaires. On pourrait ainsi
émettre I’hypothése qu’une expression accrue des récepteurs Fc a la surface des cellules des
HIC par rapport aux patients chroniques participerait a I'activité inhibitrice des anticorps.
Ainsi, 'analyse du génotypage et de I'expression des récepteurs Fc a la surface des cellules
effectrices présentes dans les HIC permettrait de compléter cette étude sur le réle des
fonctions inhibitrices médiées par les anticorps. Une étude financée par I’ANRS est
actuellement en cours au sein du laboratoire afin de répondre a cette question. Le génotypage
des polymorphismes des différents récepteurs Fc de 230 patients HIC (incluant nos 40 patients
pour lesquels la réponse anticorps a été caractérisée) en comparaison a 250 patients
chroniques est en cours d’analyse. Cette étude permettra de compléter notre analyse sur les

réles respectifs des fonctions des anticorps dans le contréle du VIH.

Afin de déterminer si un profil de maturation d'anticorps particulier pouvait expliquer les
fortes activités fonctionnelles détectées dans les HIC, nous nous sommes focalisés sur les

fonctions du sous-type 1gG3. En effet, les 1gG3 présentent de fortes affinités pour tous les
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récepteurs Fcy présents a la surface des cellules immunitaires (Gillis et al. 2014). De plus, ce
sous-type a été associé a une diminution du risque d'infection dans I'essai vaccinal RV144
(Chung et al. 2014) et a été proposé comme étant essentiel pour la prévention de l'infection
(Yates et al. 2014). Nous avons purifié les 1IgG3 a partir de sérums de patients HIC et de patients
chroniques et analysé les fonctions inhibitrices dans ces fractions purifiées. Nous observons
gue les IgG3 spécifiques du VIH purifiées des sérums de patients HIC démontrent des activités
neutralisantes plus fortes mais des activités ADCC plus faibles que celles des 1gG1,2,4
restantes. Cependant, ces 1gG3 spécifiques ne représentent qu'une petite fraction des 1gG3
totales. La contribution de ce sous-type a la réponse anticorps fonctionnelle observée dans le
sérum et son association avec le contréle du VIH doivent faire l'objet d'études plus
approfondies. En effet, I'induction d’anticorps monoclonaux de ce sous-type 1gG3 pourrait
étre une voie intéressante a explorer dans le cadre du développement d’une thérapie

vaccinale contre le VIH.

L'étude approfondie des différentes caractéristiques des anticorps des patients controleurs
du VIH a permis de disséquer les interactions et les contributions relatives des différentes
caractéristiques des anticorps. Nous observons des associations tres distinctes entre les
caractéristiques des patients HIC et chroniques et entre celles des patients HIC HLA-B*57+ et
HIC HLA-B*57-. Ces associations sont certainement le résultat de maturations distinctes des
anticorps dans ces différents groupes. De plus, ces groupes se distinguent par les fonctions
inhibitrices de leurs anticorps. De maniere générale, les patients chroniques ont des fonctions
neutralisantes et de phagocytose plus élevées que les HIC alors que les fonctions ADCC sont
en moyenne plus élevées chez les HIC. Dans le sous-groupe de patients HIC HLA-B*57+, les
fonctions neutralisantes sont plus faibles et les fonctions ADCC plus fortes que chez les HIC
HLA-B*57-.

Ainsi le profil des anticorps fonctionnels dans ces différents groupes permet, a lui seul, de
discriminer les patients HIC des patients chroniques et les patients HIC HLA-B*57+ des patients
HIC HLA-B*57-. Ces résultats soulignent le role central de ces anticorps inhibiteurs spécifiques

du VIH dans le controle du VIH.

Une étude approfondie des épitopes ciblés par les anticorps induits chez les patients HIC en

comparaison aux patients chroniques devra étre menée afin de poursuivre la caractérisation
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des anticorps associés aux fonctions inhibitrices et au contréle de la charge virale. En effets,
les épitopes reconnus par les anticorps pourraient étre différents selon que I'on cible une
fonction neutralisante a large spectre ou une fonction ADCC (Stanfield-Oakley et al., n.d.).
L’identification des épitopes ciblés par les anticorps induits chez les patients HIC permettrait
le développement de nouvelles familles d’anticorps monoclonaux ayant un bénéfice potentiel

pour le contréle du VIH in vivo.

De facon générale, une meilleure connaissance des caractéristiques et isotypes de la réponse
anticorps chez les patients contréleurs guidera notre choix vers I'induction et I'utilisation de

nouveaux protocoles vaccinaux et de traitements thérapeutiques.
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Des anticorps non neutralisants ciblant le domaine V1V2 du VIH démontrent de

fortes activités de cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps
Non-neutralizing Antibodies Targeting the V1V2 Domain of HIV Exhibit Strong Antibody

Dependent Cell-mediated Cytotoxic Activity

Luzia M. Mayr, Thomas Decoville, Sylvie Schmidt, Géraldine Laumond, Jéromine Klingler,

Camille Ducloy, Seiamak Bahram, Suzan Zolla-Pazner, Christiane Moog

Scientific Reports, 2017

L’essai RV144 et plusieurs modeles de primates ont montré que l'induction d’anticorps non
neutralisants inhibiteurs dirigés contre la boucle V1/V2 de la gp120 était corrélée avec une
diminution du risque d’infection. Cette diminution du risque d’infection pourrait étre due a
I’activité ADCC de ces anticorps non neutralisants. Cependant, la complexité de cette activité
suggere une difficulté dans la mise en place de modele in vitro reflétant la meilleure
corrélation avec les études in vivo.

Dans cette étude, nous avons analysé I'activité ADCC de différents anticorps neutralisants et
d’anticorps non neutralisants dirigés contre la boucle V1/V2 isolés a partir de sérums de
patients infectés. Le test ADCC utilise comme cellules effectrices des cellules NK et comme
cellules cibles des lymphocytes T CD4* primaires infectées avec des isolats primaires ou des
virus « transmis/fondateurs ». Ce test nous permet donc de nous rapprocher des conditions
physiologiques de lyse de cellules in vivo. L’activité ADCC induite par les anticorps dirigés
contre V1/V2 est comparée a l'activité ADCC induite par d’autres anticorps neutralisants
ciblant différents épitopes viraux.

Dans ces conditions de culture, nous détectons une activité ADCC élevée en présence
d’anticorps non neutralisants dirigés contre la boucle V2. Cette étude est la premiere a mettre
en évidence une activité ADCC en présence d’anticorps non neutralisants dirigés contre la
boucle V2 de la gp120. Ces résultats démontrent le role potentiel des anticorps dirigés contre

la boucle V1/V2 dans I'activité ADCC.
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Cette étude a essentiellement été menée par la post-doctorante L. Mayr dans notre
laboratoire. Dans cette étude, jai isolé des cellules primaires et produit différents stocks de

virus qui ont permis la réalisation des expériences.
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OPEN' Non-neutralizing Antibodies
- Targeting the V1V2 Domain of
'HIV Exhibit Strong Antibody-
s Dependent Cell-mediated Cytotoxic
1" shliskedd anlne: £ Ogledae 2077 Act ivity

Luzia M. Mayr?, Thomas Decoville’?, Sylvie Schmidt?, Géraldine Laumond?, Jéromine
: Klingler®, Camille Ducloy**, Seiamak Bahram(?*, Susan Zolla-Pazner(7;* & Christiane Moog™*

: The development of an effective vacdne against HIV-1 has proven to be challenging. Broadly

: nevtralizing antibodies (bNAbs), whilst exhibiting neutralization breadth and potency, are elicited

: only in a small subset of infected individuals and have yet to be induced by vaccination. Case-control

: studies of RV144 identified an inverse comrelation of HIV-1 infection risk with antibodies (Abs) to

: theVviv2 region of gp120 with high antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) activity. The

: neuvtralizing activity of Abs was not found to contribute to this protective outcome. Using primary

: effector and target cells and primary virus isolates, we studied the ADCC profile of different monocional
: Abs targeting the V1V2 loop of gp120 that had low or no neutralizing activity. We compared their ADCC
¢ activity to some bNAbs targeting different regions of gp120. We found that mAbs targeting the viv2

: domain induce up to 650% NK cell mediated lysis of HIV-1 infected PBMCs in a physiologically relevant

: ADCCmodel, highlighting the interest in inducing such Abs in future HIV vacdne trials. Our data also

¢ suggest thatin addition to neutralization, lysis of infected cells by Abs can effectively participate in HIV
: protection, as suggested by the RV144 immune comrelate analysis.

© A strong antibody (Ab) directed against gp120 and gpd1 envelope protei 'n din sally
;aﬂHlVlmﬁc&dmdzndukar.thﬂeAbthne‘ ited Lizati inst the ¢ i
* mutating virus. Indeed, onlya small subset of infected subjects produce bmdlymmalumgmbodu(bmh)
: that possess neutralization breadth and potency against different HIV-1 subtypes'. The monoclonal bNAbs
: mmmwm&wﬁmﬂﬁmﬂslu&uh@mof:@mnmmﬂm
" ing region 3 (CDR3) sequences, making them difficult to be induced by vaccination.

Foﬂowmpmllymoﬁhemmune:cndﬂuo‘“l“.ﬂzn:nﬂwlna:mmal-whr.hmpomdmodm
: protection (estimated 31.2% vaccine efficacy) - showed a correlation in vaccinees between reduced infection rates
: and high levels of Abs targeting the V1/V2 region of the HIV gp120 envelope glycoprotein. Further analyses indi-
: cated that, in the presence of low IgA Env Abs, Ab-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) inversely correlated
¢ with a reduced rate of infection™. Namhnngxuvnyd:dnumxhnemthepmdﬁnolwlu’
TbeVlV!‘ in is and Abs targeting this region are induced in most HIV-1 infected
: patients’. hubm:dnlhdmlwdhmmlﬁmspﬁt.-bmnumdﬂebm” The region
¢ assumes a five-stranded beta barrel structure and contains the LDV/I motif that has been shown to bind to the
{47 integrin, imp for T cell homing™". I ingly, «dfi7 mAb of macaques that lead to sus-
. tained SIV virological l also p ‘Vlmﬁ:odyruponnu.mmgmnqthe—n:@mdmﬁedma
: mmlymﬁxmmeoondﬂnofreduoedmkm&e“l“vmmuul"

: IINSERM U1103, Fedération de Madecine Tranzlats lle da Strasbourg (FMTS), Université de Strasbourg,

: Strasbourg, France. Division of Infectious Di , Icahn School of Medicine at Mount Sinai, New York, New
: York, USA. Waccine Research Institute (VRI), Créteil, France. Correspond: and req form ials should be
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AmofmAbglermedVZ:mAh muolnedfrml‘llv-ldldgbmfe:wdpnunumdncogmul
c 2 the 47 integrin binding site of the V1V2 domain'* ', These
Wlmhd-ﬂly ,',— chemical simil mb&hdmdm”l“n&:mkumﬂmg
nmmmnmlym&xdbyﬂwlm&bmudmalndmdbym““" This makes them a
promising toal for HIV-1 vaccine research.

ADCC activity is characterized by the interaction of the Fc region of an immunoglobalin, bound via its Fab
Mmﬁmonm&mdeﬂ&mdbkmeptwsaprw:dmthemﬁudd'mrmﬂs such as NK cells.
This triggers the release of cy granul mgpufa'mmdmnzymu ludmgtol.h:du!hoﬁhc
antibody-bound infected target cell. In this regard, ADCCisa ] user-optimized
uqshmbmdevdopedwﬁbd&mlmcdk&cucdlundaﬂmmdmmMADCCm
vitro, but it is not known which assay shows the best correlation with in vivo protection.

assays using HIV-1 infected cells showed that CD4 binding modifies the expression of ADCC
"mdlymofpnmtyl‘llvmﬁc'chchwudwwnlnbeenhncedbytheaddmd'Cdem

"Thuemhmplythnmﬂwmpumybemﬁndm fected cells, therefore allowing the virus to
escape from ADCC in physialogically relevant in vivo situations.

Although difficult to compare to each other, these assays have shown that ADCC may effectively participate in
protection against HIV. In addition to the RV 144 immune correlate analysis, high levels of ADCC Abs have been
mdmﬁﬂwdu&pwmbﬂhmvnndmmm&aqnm(SIV)W“

Local application of Abs di d the principal immunodominant domain (PID) of gpd1 and exhibit-
mgADOCmdk-medm:dmhxbnnqmnammmmenwdmrm&enn“mdmpam“d
the number of transmitted/founder viruses in i Ily"***. ADCC activity was also

m&aﬂyh‘hammdmemldhslpmp&mmlmﬁcﬂpmﬁonm&mm
viremia below detectable limits™. h!hcmofmhrmﬁmmh‘hADCCMmm
nal breast milk reduced HIV infection of the infant via breastfeeding and d d the mortality risk of the
infected infants**?. These and additional studies have pointed ds ADCC as an important mechanism to
target HIV-1 in vive™ .
Recently, Bruel e al. reported a lack of ADCC activity in non-neutralizing anti-HIV-1 Abs, using re-activated
T cells from HIV-1 infected patients. The study included non-neutralizing Abs targeting the V3 crown, CD4
binding site, and the PID site of gpd1. Non-neutralizing Abs targeting V2 epitopes were not tested™.
The present study was performed to assess and compare the ADCC capacity of mAbs using an assay that
directly measures the lysis of infected primary CD4 T cells and is therefore physiclogically more relevant than
assays using cell lines. Abs to different regions of gp120 were induded, but the focus was on anti-VIV2 mAbs,
-ch:dﬁmﬂwlmﬁddpmmmdmhbmm&adbywutwﬂmabwnﬂmhmgm
In addition, other anti-V1/V2 Abs and well-characterized bNAbs were used. Our data suggest that mAbs target-
ing the V1V2 domain of gp120 show exceptional ADCC activity using this assay and are highly relevant Abs for
inducing ADCC activity.

Results

Non-neutralizing V2i mAbs induce stronger NK cell-mediated lysis of HIV-1,,, infected CD4
T cells than a panel of three broadly neutralizing mAbs. The ADCC assay that we perform uses pri-
mary CD4 T cells infected with HIV-1 isolates produced by primary PEMCs (target cells) and autologous purified
NK cells (effector cells). We require a minimum infection rate of 15% for the target cells and record the decrease
dh&ﬂdﬁmthbmmghmbndm&mdd:mlhmo{&@g 1A). Al
o d with at least 2 different donor cells to ensure reproducibility. This assay gives a

wwwm&&w&wpmc&hm
An initial titration of the Abs was carried out. We d a dose resp for all mAbs and sddected the
ion that induced the highest NK cell mediated killing of HIV-1g, o-infected cells (Fig. 1B). Using this
mﬁﬂﬂn%mmﬂh%mdmﬂ%wﬁn&wﬁmahm

tralizing activity (here referred to as non lizers). The mAbs used target I gp120 epitopes as indi
in Table 1.

We found that the non-neutralizing mAbs di d against the V2i epitope and the gpd1 principal immu-
nodominant domain (PID) were more potent in inducing NK cell mediated killing of HIV-1g, o-infected cells

compared to the broadly neutmlizing mAbs tested (Fig. 2A). Notably, the V2i mAbs reached high levels of ADCC,
achieving levels of p24+ cell decrease of up to 55-65% for non-neutralizing mAbs 697D and B30A. As level of
ADQC activity varied according to the primary donor cell used, we repeated the ADCC experiment 6 times with
different PBMC donors. The mean of decrease of p24+ cells was 45% for mAb 697D and 33% for mAb 830A. The
gpdl PID mAb 7B2, which is also non- mmﬂm;xhwdlmmADmkdomeamndm
when tested in 5 independent experiments with different PEMC donors. There was no significant
difference in the ADCC levels of these 3 non-neutralizers (Fig. 2A).

In contrast, the ADCC activity of the bNAbs reached maximum levels of 34%, 23%, and 16% for 3BNC117,
10-1074, and 10ES, respectively (Fig. 2A). They were each tested in 5-6 different ADCC experiments and the
mean reduction in p24+ cells was 23%, 14%, and 10% for 3BNC117, 10-1074, and 10ES, respectively. This was
significantly lower than the ADCC activity displayed by 697D. Finally, mAb 3BCI76, targeting an interp
epitope of gpd 1, displayed no ADCC.

When comparing the reduction in p24+ cells induced by the 2 mAbs targeting the V2i epitope to the
mdndimnchirndbydzSBN.AhweﬁmnddauhemeAbsumlgnﬁmdybemr:mdumgADCC
(p< 0,0001) on SF162-infected cells. The mean p24+ cell decrease was more than 2-fold higher with the V2i
mAbs (39% for V2i mAbs vs, 16% for bNAbs) (Fig. 28B).
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Figure 1. Flow cytometry data of three ADCC experiments. The infected cells were stained with a Live/Dead
marker to exclude the dead cells from the analysis. After permenbilization, cells were stained for intracellular
p24. The addition of 5 pg/ml of each mAb induced the lysis of infected cells, visible in the decrease in p24
pmd&&hhSdemﬂWrﬂhSdﬁm&dmdﬁmﬁcﬂwﬁh&um
mhmsmM(A)A&u-mmm-M‘ormAhb for
inducing NK cell mediated killing of HIV- l,m-m&cbdcdhm'atmedﬂs -1- me.ZWmhnd'en
specific for V2i (697D and 830A), CD4bs (3BNC117) and the V3-glycan (10-1074). The mean with SEM of cne
experiment in duplicates is shown (B).

V2imAbs induce cross-clade NK cell mediated lysis.  The high ADCC activity of the V2i mAbs demon-
strated in our experimental conditions encouraged us to take a closer look at a panel of V2i mAbs (Table 1). We
have previously shown that these V2i mAbs have little neutralizing capacity'”. To further assess mAbs that target
other epitopes in V2, we included in the study the V2p mAbs CHS8 and CH59, m&d&m“l“m
mamqanw”ﬁndlgpl&whxbhdbmhnbhw-kmdmumlmq activity™ and

5 i here as non 15 (Table 1). Monoclonal Ab PGS, a V2q mAb that was isolated
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@7.0 va sZP - 15 hybridoma
BI04 Vi SIP — £l hpridoma
1361 Vi sZP B 51 pridoma
13934 Vi P - EY hpridom
2158 v SIP — ® hpridoma
297 vz sP - 7 Tperidoma
CHS8 vy XPE - E) Tecombirast
CHS Vi XPK — E] Tecombinst
GO Vig HIVRp |++ ] ‘Tecombirast
7RI g4 (Cluster 1 PID) HIVRp |- 2 Thytridoma
3ENCII7 | CDAbs HIVRep | +++ 53 recombirast
10-1074 | V3ghan HM 4+ 5 Trecnmbtrst
1068 g4l (MPER) HIVRep | ++ a recombinast
3BCI76 | gpd! (sterprowomer) | HM - 55 Tecmbtrast

Table 1. Human mAbs used SZP: Susan Zola-Pazner, XPK: Xiangpeng Kong, HIV Rep: NI H HIV Repasitory,

from a clade A donor, recognizes a g y epitope that requires the p
isa potent and broad neutralizer™ (Table 1).

AllnxlddVZIM&MmAmmelﬂ-M&:mnpmmmssﬂ
CH59. Monodonal Ab 697D induced the i Tlular p24+ cells (45%), followed by 830A
(33%) and 1391 A (28%). CHSBndCHdenadaSO“nd!ﬂdncmnpu+cdkmcp¢dndyPG9&d
not induce ADCC against SF162 infected cells since the SF162 Env lacks the required N160 glycan™™* (Fig. 3A).
Furthermore, V2i mAbs were able to lyse CD4 T target cells infected with the clade B Bal virus, although with
Mﬂybwu&Dd:m(n*d“bSﬂdm&hrpu+cdldeau-).BothV!pmAblG'iSSad

d NK cell d killing of BaL infected cells with a mean 25% and 44% reduction

mpu+cdk ively. PG9 displyed the ADCC capacity against Bal. with more than 50% of p24+
cllredn:um(l’lg. 3B). Low levels of ADCC were recorded when the cells were infected with TV1, a dade C
virus and Bx08, a clade B virus, both dassified as Tier 2 for neutralization. Against TV 1, the maximum ADCC
activity by V2i mAbs was detected with mAbs 830A and 697D, achieving a decrease in p24-+ cell of 18% and 17%,
respectively. V2p mAb CHSB induced ADCC levels of 8% whilst CH59 did not display ADCC activity against
TV infected target cells. The V2q mAb PG9 performed very well in inducing ADCC against this subtype C, Tier
2 primary isolate with a mean of 30% reduction of p24+ cells (Fig. 3C). Similar levels of ADCC were achieved
against Bx08, with maxi ADCC levels reaching and 19% (PG9 and 697D) (Fig. 3D). In addition, we also
tested two Tt itted/Founder (T/F) vi all of the V2i mAbs exhibited ADCC activi pREJO, with
means ranging from 23% (697D) to 13% (1393 A and 2158). SmhtAD(IJlﬂ&wemnubedbylbenemll
izing Ab PG9 that induced a mean 17% decrease in p24+ cells (Fig. 3E). 697D showed an ADCC activity of 29%
nnnngFmpCHlO&cmp-mdel*ﬁwm(Fg.BF).

Overall, the V2 mAbs i induced NK cell mediated killing of primary cells infected with a variety
of different viruses.

of the N160 glycan on gp120 and

ety

Binding to infected cells is necessary but not sufficient for ADCC actmty Abs need to bind to
infected cells in order to carry out ADCC. We theref d the capacity of Abs to bind p24+infected
cells. V2i mAbs were able to bind p24+ pREJO-infected cells at levels ranging between 12% and 18%. This sug-
mﬂﬂqmmqmﬂonmm&m&mﬁsbn&th&u&n&n
observed with some bNAbs, which reached levels of up to 66% (Fig. 4A). M er, the bindi of mAbs
to infected cells did not strongly correlate with their ADCC activity (p= 0.0171)(1"‘3.48) lndud.bmdu‘
required but not sufficient to carry out the killing of infected cells and the triggering of additional steps via the Fc
domain is necessary to induce ADCC.

Discussion
This is the first report showing that non-newtralizing anti-V2 mAbs dicited in HIV-1 infected patients have strong
MMWWAD@MWMBMWBMCMDM(SFIQ.
Bal, Bx08, and TV1) and two subtype B Transmitted Found lecular dones (pREJO, pCH106).
Abs displaying ADCC activity have to recognize and bind infected cells via their Fab fragments. Indeed, we
ﬁmndhmrﬂﬂhhndb&ﬂqﬁpudsphndmlhemﬁmdn&c&dcﬂxmhm
cise ibility of V2 epitopes required for binds infected cells was not determined. It has been
that “transitional epitopes™ em@m&elw&edmﬁddmﬂsdmngmﬁtm&oulmﬂﬂ"”
Moreover, epitopes may vary according to their stage of infection (early infection versus latently infected cells,
cells covered with virus particles versus cells in the course of virus budding). Binding of CD4 was also shown to
d egulate the expressi dmwm&mofhmdhndmvdnpw
teins exposed on the surface of these i d cells requi investigation. We suggest that the V2 loop
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Figure 2. Antibody-dependent cell cytotoxcity (ADCC) with enriched primary CD4 T cells infected with HIV-
Igue (A) ADCC activity of a set of mAbs was analyzed using 5pg/ml of each mAb, using autologous NK cdls
as effector cells (E/T ratio= 1:1). Ammisdﬁmdomcdhmmdwmmpmwof
target cell lysis (% d p24) was lized to | wells without mAbs using the following formula:
((%p24 infected target cells with effectors — %p24 infected target cells with effectors and mAb) %p24 infected
targets with effector cells) x 100. (B) Pooled ADCC results of mAbs 657D and 830A (V2s) and 3BC117, 10~
1074, and 10ES (bnAbs). A two-tailed unpaired ttest was used for statistical analyses.

epitopes remain accessible on infected primary cells and that Abs targeting these epitopes are therefore highly
relevant for ADCC activity under physiological conditions.

humdymhmﬂmﬁmbmhmmMmNKmﬂhmuMmlecﬂ
Ene (CEM) infected with the IMC AECM235, thenme btype as the i ogen used for i jon™ 7,
Here we show that CH58 and CH59 mAbs also display ADCC activity agai SFIGZIndBILm&nedpnmry
cells.

The reported ADCC activity of mAb PG9 is contradictory depending on the assay used. With primary cells
and primary BaL and TV virus, we detected high ADCC activity of PGY. Previously, no ADCC was cbserved
using this mAb with the HIV-1gcg-infected CEM.NKR.CCRS cell line and primary NK effector cells whilst
others reported ADCC when CEM_NKR.CCRS cells infected with HIV-1ya45 and HIV-1.41 and an NK cell line
expressing human B\RITIA was used as effector cells. The binding of the Fc domain of PG9 and other Abs to the
FcR on the surface of different effector cells may explain the distinct results™*.

Abshmhoapﬁu:dfednrceﬂsmlbm&dnmbtnmlhADd!pmngdd.tmtly
il:mndthnlhembbu mm:dmlbepcdmambmod.lfympc

ar phagocytic functions*'. These results firmly d that bindi lothePc‘ in is decisive for
Rﬂwwmhm&hﬂmbhwd&mumwhw&leMw“
located, may facilitate binding of the effector cell via the Fc domain of the Ab.

Noteworthy, in our study, the binding of the V1/V2 Abs did not strongly correlate with cell lysis implying
that the Fc domain participates in induction of lysis. All V2i mAbs used here are IgGl, except for 830A, which
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Figure 3. Antibody-dependent cell cytotoxcity (ADCC) on enriched primary CD4 T cells infected with
SF162 (A), BaL (B), TV1 (C), Bx08 (D), pREJO (E), or pCH106 (F). mmdmmh
V'quanndplmm-ulyzdmgswddndlmhung logous NK cells as effector cells (/T
=1:1). MMJZ—SWWBAMMWMMJWCJW
ntrol wells without mAbs using the following formula: ((%p24 infected target cells with
Jednn mwwc&mmmdmuwmwmmamdmxm

l@BNWMWmMWMWmM&:RMuM&&:
Abﬁumthem‘edadm‘wtb:ﬂnmbm d to be IgGl for the bNAbs'+<.
Th the y and derivation of the Abs studi ‘beud&ldﬁumlbmemmmedb]&uddd“

v
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mdnl!OnWhMSWdufﬂMhlh-ﬁﬁm&mc&
At the same time, ADCC was measured in parallel. Mean of one rep with
SEM is shown (A). mm&hn&mnmmm&hmmdm&(mw
1361, 3BNC117, 10-1074, 10E8, PG9) was calculated by combining the results of 3 independent experiments,
using the Pearson two-tailed correlation test. p=0.0171 (B).

who used different mAbs constructed with identical heavy chains. With their pand of mAbs, they found that
non-neutralizing Abs targeting V3 and the CD4 binding site of gp120 and the PID of gpd1 displayed little to no
detectable ADCC activity on reactivated cells isolated from HAART-treated HIV-infected patients™. Of note,
ADCC activity with mAbs of these specificities but with distinct Fc domains has previousy been described®4.
Whﬂhﬁ&uqumy-duwﬁekmdﬁcmmdsbhﬁuﬁum
Since the Fc domains of the d V2i mAbs were able to induce NK cell-mediated killing, they
mﬂ:b&mdyuw&m(mlslﬁd-mdmmq“c&%&a&rem
Mﬁmd&mﬂwmhm&mﬂmMmmﬁmﬁh
inducing ADCC, and that increased attention be given to the ch ization of the Fc domains of Abs, since
they are essential for the induction of ADCCY.
Ovenlwrmuhmvu]ndADCCuthiyofm-nmnﬂhhganﬁ-VZA&idmdﬁmmV-lh&td
patients. Notably, these V2i mAbs show specificities that are similar to the Abs that correlated with reduced infec-
mnmn&ﬂl“mﬂﬂh%mmmmcmmﬁu&rmﬂnb&em
induced in RV144, where reduced i was lated with ADCC rather than neutralizing activity. Further
signifi to the studies described above comes from the physiologically relevant ADCC assay, which employed
! primary effector cells and primary target cells infected with primary isolates and transmitter/founder
mhﬂmM&mﬂﬂdilmhﬁrmmMWmh
Iysis of infected cells may be an additional rel lmihody hibitory effect that we should continue to unravel
to define the ired fora p i

'3 9

Materials and Methods

Cellsand viruses. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from whole blood via Ficall-
Hypaque sedimentation. The blood was received from healthy volunteers at the Blood Transfusion Center (EFS)
in Strasbourg. Using an AutoMACS (Miltenyi Biotec) for immunomagnetic bead isolation, NK cells were sepa-
rated from the PBMCs via anti-CD56 beads and then frozen in liquid nitrogen. The rest of the cells were depleted
of CD8* cells (anti-CDB magnetic beads) to obtain enriched primary CD4* T cells, which were then activated
for 3 days using phytohemagglutinin (PHA). The activated cells were infected with purified and concentrated
primary HIV-1 isolates (SF162, Bal, or TV1) for 72-96 hrs. Infection eficiency was analyzed after 2 days via flow
cytometry and the cells were used if the levels of intracellular p24 were above 15%.

ADCC. The ADCC assay was performed using primary cells and primary HIV-1 isolates, as previously
described™. Briefly, NK cell-depleted PBMCs were infected for 4 days with primary isolates. Our ADCC assay
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is highly challenging as experi: were carried out only if at least 15% of primary CD4 T cells were infected
(pu+)aﬁr4&y:.2x 10° HIV- 1 infected enriched primary CD4+ T cells were plated in 50l of RPMI-1640,
10% FCS, and 501U interdeukin-2 (R&D Systems) in a U-bottom 96-well-plate and mixed with 2 x 10° autologous
NK cells in 50 pl of the same medium (1:1 effector: target ratio). 5 pl CD107a-PE (Milteny Biotec) was added per
1 % 10¢ autologous NK cells. 25 pl of mAbs at the indicated concentrations were added. After 4 hrs of incubation,
cells were stained using Live/Dead Fixable Violet Dead Cell Stain Kit (Life Technologies), CD3-APC Vio770
(Miltenyi Biotec), CD16-PercP Vio700 (Miltenyi Biotec), and CD56-APC (Miltenyi Biotec). Cells were then fixed
lndpmhlxud(Cﬁnﬁxlebperu BD Biosciences) and stained for intracellular p24 (KC57-RDI-FITG;

Beckman Coulter) to ion rate. The p ge of target cell lysis was normalized to contral wells
without mAbs using the following formula:

((%p24 infected target cells with effectors — Spumﬁ:dﬂlhtpa!hwﬁdfemmdm&)llyulﬁd:d
targets with effector cells) x 100. This takes into the d ion rate due to direct lysis in the
absence of Abs.

Less than 1% of variation within the 4 control wells was observed, demonstrating that the infection rate is
highly homogeneous. Due to the complexity of this assay, a variability of the lysis capacity was observed depend-
qm&edﬂzﬂﬂ&mm&u&%@a&deﬂdwtv&h2b6&ﬁlﬂtd&ue&mﬂm¢b

mADbs. The mAbs used are listed in Table 1.

Statistics.  For all experiments, the mean of at least one experiment in duplicates with SEM is shown (Figs 1
and 4: one experiment in duplicates, Fig. 2: 5-6 experiments in duplicates, Fig, 3: 2-3 experiments in duplicates).
For statistical analyses in Fig. 2, a two-tailed unpaired ttest was carried out. The correlation of Fig. 3 was calcu-
lated by combining the results of 3 independent experiments and using the Pearson two-tailed correlation test.

Ethics Statement. Human peripheral blood mononuclear cells were purified from blood packs purchased
from the blood bank (Ftablissement Frangais du Sang, Strasbourg), with written informed consent from the
donars.
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La transmission du VIH des lymphocytes T CD4* aux lymphocytes T hétérologues et
aux cellules dendritiques est inhibée par des anticorps neutralisants a large spectre

HIV transmission from infected CD4* T cells to allogenic T and dendritic cells is inhibited by

broadly neutralizing antibodies

Camille Ducloy, Bin Su, Luzia Mayr, Jéromine Klingler, Thomas Decoville, Sylvie Schmidt,

Géraldine Laumond, Nathalie Salomé, Seiamak Bahram, Christiane Moog

AIDS, 2018

Lors des rapports sexuels, le virus libre et les cellules infectées présents dans le sperme sont
capables d’établir I'infection par le VIH. Un vaccin préventif efficace devrait donc inhiber les
deux modes d’infection. Le but de cette étude était d’analyser la capacité d’anticorps
neutralisants a large spectre a inhiber la transmission du VIH par des cellules infectées.

Dans ce but, notre laboratoire a mis en place et développé un modele in vitro visant a imiter
la transmission du VIH via des cellules infectées au niveau des muqueuses. Des lymphocytes T
CD4* d’un donneur A ont été activés par de la phytohémagglutinine et marqués par un
fluorochrome (PKH26) puis ont été infectés et co-cultivés avec des lymphocytes T CD4* et des
cellules dendritiques d’un receveur B en présence ou non d’anticorps neutralisants a large
spectre.

Nous avons observé que les cellules infectées du donneur A transmettent rapidement le virus
aux cellules dendritiques et aux lymphocytes T CD4* du receveur B apres 24 heures de co-
culture. De maniere intéressante, nous observons que, dans ce modele, les cellules
dendritiques sont préférentiellement infectées a 24 et 72 heures post-infection. Aprés un
traitement des cellules avec de I'azidothymidine (AZT, inhibiteur de la transcriptase inverse),
nous observons que linfection des cellules dendritiques est productive. En présence
d’indinavir (IDV, inhibiteur de la protéase), la transmission du virus du donneur A aux cellules
du receveur B est principalement en cis aprés 72 heures de co-culture. Nos résultats
contredisent les résultats précédemment publiés décrivant la restriction du VIH-1 dans les
cellules dendritiques.

Nous avons ensuite analysé la capacité inhibitrice de différents anticorps neutralisants dans

cette co-culture : 3BNC117, dirigé contre le site d’attachement au CD4, 10-1074 et PGT121,
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dirigés contre la boucle variable V3 de la gp120 et 4E10, dirigé contre la région MPER de la
gp4l. Les anticorps neutralisants inhibent la transmission du virus des cellules infectées du
donneur A aux cellules du receveur B. De maniére intéressante, nous observons également
une diminution de la réplication virale dans les cellules du donneur A. Ces résultats montrent
gue, dans notre modele de co-culture, les anticorps sont capables d’inhiber la transmission du
virus des lymphocytes T CD4* du donneur A aux cellules du receveur B mais également

d’inhiber I'infection des lymphocytes T CD4* du donneur A.

Cette étude correspond essentiellement au travail de these mené par la doctorante C. Ducloy
dans notre laboratoire. Dans cette étude, j’ai réalisé certaines expériences et participé a la

révision du manuscrit.
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CONCISE COMMUNICATION

HIV transmission from infected CD4™" T cells to
allogenic T and dendritic cells is inhibited by broadly
neutralizing antibodies

Camille Ducloy?, Bin Su®, Luzia Mayr?, Jéromine Klingler?, 271

Thomas Decoville?, Sylvie Schmidt®, Géraldine Laumond?,
Nathalie Salomé®, Seiamak Bahram® and Christiane Moog®*

Objective: In the semen, both free virus and infected cells are able to establish
HIV infection during sexual intercourse. An efficient vaccine should therefore
inhibit both infectious states. The aim of this study was to analyze the capacity of
broadly neutralizing antibodies (bNAbs) to inhibit HIV transmission by the infected
cells.

Design/methods: We developed an in-vitro model aiming to mimic mucosal HIV
transmission via infected cells. PHA-activated CD4™ T cells stained with PKH26 from
donor A were infected and co-cultured with CD4" T cells and dendritic cells from donor
B in the presence of bNAbs.

Results: We showed that dendritic cells were the preferential HIV target cells at
early time points in this co-culture model. In the context of this co-culture model
where infection and transmission occurred simultaneously, bNAbs efficiently inhibited
HIV replication as well as HIV transmission from infected cells to allogenic dendritic
cells and CD4™" T cells.

Conclusion: Overall, our results indicate that dendritic cells, in addition to CD4"
T cells, are key cells that are efficiently infected by HIV and bNAbs are potent inhibitors
of infection of both target cells. Future HIV prophylactic vaccine design should develop
immune strategies able to prevent the infection of dendritic cells, in addition to the
inhibition of CD4" T-cell infection.
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Introduction

Materials and methods

During sexual intercourse, free viruses and infected cells,
both contained in the semen, disseminate into the female
genital tract (reviewed in [1-7]). Recently, simian
immunodeficiency virus/chimeric simian human immu-
nodeficiency virus (SIV/SHIV) infection was established
following an intravaginal challenge of infected cell in the
female macaque genital track [8] firmly demonstrating
that HIV sexual transmission can occur directly with
infected cells [1,8—11]. In the mucosa, the identity of the
first HIV cellular target is still a matter of debate. On
the one hand, dendritic cells have been proposed to be the
first target cells capturing the antigen and transferring
HIV to neighboring CD4" T cells [12—14]. Moreover,
recent studies reported an enhancement of HIV
replication in immature dendritic cells when these cells
were co-cultured with CD4™ T cells [15—18], indicating
that dendritic cells are HIV replication-competent when
they are in contact with CD4" T cells. On the other
hand, infection of whole tissue explants showed that
mostly CD4™" T cells were infected [19—21]. These results
indicate that either dendritic cells and/or CD4™ T cells
may represent the first HIV target following sexual
intercourse.

Strategic preventive approaches to inhibit HIV in the
macaque model of in-vivo mucosal challenge have mainly
focused on the inhibition of free viral particles and in-vivo
models of inhibition of transmission by infected cells were
not well elucidated. In vitro, however, the inhibitory
potential of broadly neutralizing antibodies (bNADbs) on
the cell-to-cell HIV-1 transmission has been largely
examined ([17,22-32] reviewed in [33—-36]). These
studies analyzed the HIV transfer from infected cell lines
to target cell lines [22,24,26—29,31] or target primary
CD4" T cells [27-29,31], or the transmission
from primary dendritic cells to CD4" T cells
[15,17,23,25,30,32]. It is noteworthy that the inhibitory
potential of bNAbs on HIV transmission varied according
to the type of cell and of virus used in the assay. Moreover,
none of these assays analyzed the inhibitory potential of
bNADbs when HIV was transmitted from cells by another
donor under allogenic conditions, the real-life situation,
which occurs following HIV mucosal transmission
by infected cells present in semen or cervicovaginal
secretions. Indeed, dendritic cells are professional
antigen-presenting cells that will be activated by allogenic
cells from nonself origin. dendritic cells may therefore be
favorably triggered in the presence of infected cells from
an allogenic donor [13,37-39].

The aim of this study was to decipher the inhibitory
potential of bNAbs on mucosal transmission by allogenic
HIV-infected cells. Therefore, we developed an in-vitro
model where T cells from donor A transmit HIV to
dendritic cells and T cells of donor B and we analyzed the
inhibitory potential of bNAbs under these conditions.

Cell preparations

The primary immature monocyte were isolated using
CD14% Microbeads selection kit (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany) and differentiated into
dendritic cells as previously described [16-18,40].
Autologous CD4" T lymphocytes were purified
by positive selection after CD14% purification and
activated by incubation with phytohemaglutinin A
(PHA) (2 pg/ml; Sigma-Aldrich Chemie S.a.r.], France)
for 3 days. Cells were stored frozen and thawed 1 day
before use.

All human blood samples were collected from healthy
anonymized donors seronegative for HIV-1 and hepatitis
C virus (EFS, Strasbourg, France).

Cell infection

The 30 x 10° PHA activated CD4 " T cells were infected
with 1 g of concentrated HIV-1 stocks (Bal, Bx08).
After 24h, cells were stained with PKH26 Red
Fluorescent Cell Linker Kit for General Cell Membrane
(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) and extensively
washed to remove all free virus particles. This dye allows
to discriminate these infected T cells from allogenic
donor/target cells.

Heterologous transfer model

Monocyte-derived dendritic cells and their correspond-
ing PHA-activated autologous CD4" T cells were co-
cultured with the PKH26-stained infected CD4™ T cells
from another donor with a final ratio of one dendritic cell
for two autologous CD4" T cells and two allogenic
infected CD4 " T cells. Whenever indicated, 5 WM AZT
(Sigma-Aldrich), a reverse transcriptase inhibitor or 1 pM
IDV, a protease inhibitor were added in the co-culture. To
analyze the inhibitory capacity of bNAbs, 10-1074,
3BNC117, PGT121 obtained through the NIH AIDS
Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH and
4E10 obtained from Polynum Scientific (Klosterneuburg,
Austria) were added at different concentrations in the co-
culture. Infected cells were detected by intracellular p24
staining in the different cellular populations after 24 and
72 h of co-culture. Briefly, cells were stained using Live/
Dead Fixable Violet Dead Cells Stain Kit (Life
Technologies, Carlsbad, California, USA) and labeled
with CD3 APC-Vio770 (Miltenyi Biotec), CD209
PerCP-Cy5.5 (BD Pharmingen, Franklin Lakes, New
Jersey, USA). Cells were then fixed and permeabilized
with the Cytofix/Cytoperm wash kit solution (BD
Biosciences, Brea, California, USA) before being labeled
with HIV core p24 antibody (Beckman Coulter, Brea,
California, USA). The percentage of each infected cell
population positive for p24 was defined by flow
cytometry (MacsQuant, Miltenyi Biotec) and analyzed
using the Kaluza software.
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Student’s unpaired
t-test and P < 0.05 was considered significant. Prism,
version 5.04 (GraphPad Software Inc., San Diego,
California, USA) was used for all statistical analyses.

Results

Dendritic cells are the first HIV target cells in the
allogenic dendritic cell/T-cell transmission
model

In this allogenic model, T cells from donor A were
infected for 24 h. At that time point, the percentage of
infected cells is very low (around 1%) and almost no free
virus particles are detected in the supernatant [17].
Infected cells were further labeled with PKH26,
extensively washed and co-cultivated with T cells and
dendritic cells from donor B for 24 and 72h (Fig. 1a).
Under these conditions, HIV transmission in the absence
of free virus particles can be measured [17]. We observed
the infection of CD4™ T cells from donor A and a
rapid transmission to donor B cells with HIV-1y, or a
transmitted/founder (T/F) primary isolate HIV-1p,0g as
early as 24 h (Fig. 1b). At that time, the detection of HIV
replication in the different cell types corresponds to a
single round of HIV replication, that is, HIV transmission
from cells of donor A to cells of donor B [17]. In order to
allow normalization of the cell infection rate of donor B
according to the infection rate of CD4" T cells from
donor A, the ratio of the percentage of infected cells from
donor B to the percentage of infected CD4™ T cells from
donor A was calculated (Fig. 1¢). Remarkably, after 24 h,
the ratio of HIV-1y, and HIV-13,g-infected dendritic
cell from donor B was significantly higher (P < 0.05)
than that of infected CD41 T cells from donor B,
demonstrating that HIV transmission by infected CD4"
T cells from donor A preferentially occurs in dendritic
cells. After 72 h, the infection rate for dendritic cells was
still higher compared to CD4" T cells, although the
difference was no more statistically significant for HIV-
13408 (Fig. 1c). These results indicate that dendritic cells
are highly susceptible HIV-1 target cells under these co-
culture transfer conditions.

Detection of multiple cycles of HIV replication
in cells from donor B after 3 days

In order to measure HIV replication, the reverse
transcriptase inhibitor azidothymidine (AZT) was added
to the co-culture at the same time as the infected T cells.
After 72h, HIV replication in T cells from donor A
treated with AZT decreased by about 90% (Fig. 1d),
demonstrating that HIV continues to spread in these
cells under these co-culture conditions. Moreover, the
percentage of p24" cells decreased by 86% (dendritic
cells) and 82% (T cells) from donor B for HIV-1g,, or
78% (dendritic cells) and 89% (T cells) for HIV-13xs.
This indicates that the p24 detected after 72h in these

cells represents new viral production. These results show
that all three cell populations are productively infected
after 72h.

In order to discriminate HIV transmission from cells of
donor A to donor B from subsequent virus replication,
the protease inhibitor indinavir (IDV) was added at the
same time as the infected cells from donor A (Fig. le).
IDV blocks the final assembly and maturation of newly
synthesized virions, therefore restricting HIV transmis-
sion from donor A CD4™ T cells to cells from donor B to
a single round. In the presence of IDV, we observed a
significant decrease of infected cells from donor B at 72 h.
Twenty-five percent and 21% of dendritic cells and 20%
and 7% of T cells from donor B for HIV-1g, and HIV-
13x08, Tespectively, were infected in the presence of IDV
(shaded histogram). These percentages correspond to
virus transmitted from HIV-infected CD4™ T cells from
donor A. The remaining infection, 75% and 79% infected
dendritic cells and 80% and 93% infected CD4™" T cells
for HIV-1p,) and HIV-155,g, respectively, corresponds to
the replication of newly produced virus from the three
cell types (filled histogram). This result indicates that after
72h, a large percentage of cells from donor B were
infected by newly synthesized virions. This new virus
production is because of subsequent cell-to-cell trans-
mission from either donor A or donor B infected cells.
However, we cannot exclude that few infections already
occur with the free virus particles released in the
supernatant, even though the proportion of free virus
particles released at these early time points is of very
limited amount [17,18].

Broadly neutralizing antibodies efficiently inhibit
HIV transmission in the co-culture model

To analyze the inhibition of HIV transmission to donor B,
bNADs against the HIV gp120 protein (10-1074,
3BNC117, PGT121) and against gp41 (4E10) were
added at the same time as infected cells from donor A. We
initially measured a dose—response inhibitory activity at
0.05, 0.5 and 5 pg/ml for 10—-1074, 3BBNC117, PGT121
and at 1, 10 and 100 pg/ml for 4E10 (Fig. 2a and c). We
observed an inhibition of HIV replication in the three
HIV target cells, with slight variation of Ab inhibitory
profile according to the target cell analyzed. The IC80
(inhibition of HIV replication by 80%) on CD4" T-target
cells from donor A cells referred to as neutralization) was
0.5, 0.05, 0.05 and 100 pg/ml for Abs 10-1074,
3BNC117, PGT121 and 4E10, respectively. These
concentrations correspond to the IC80 neutralizing
activity classically observed with these Abs on primary
PBMC:s [41]. In order to define if the IC80 on dendritic
cell and CD4™ T cells from donor B varied significantly
from that of donor A, the mean Ab inhibitory activity for
the three HIV target cells was determined on five
independent experiments performed with five different
donor cells (Fig. 2b and d). For HIV-1g,;, the inhibitory
activity of these Abs was similar for the three cell types
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Fig. 1. HIV transmission from infected CD4* T cells of donor A to dendritic cells and CD4* T cells of donor B (an allogenic
model). (a) Experimental design: T cells of donor A (LT-A) infected with primary HIV-Tg,; or HIV-1p,05 for 24 h and labeled with
PKH26 membrane dye were co-cultured for 24 or 72 h with CD4™ T cells and dendritic cells from donor B. The percentage of cells
infected in each cell population was determined by intracellular viral p24 antigen staining. (b) Percentage of cells infected with
HIV-Tg, or HIV-Tgyg in each cell population: PKH26 positive T cells of donor A (LT-A, red), CD209-positive dendritic cells from
donor (DC-B, purple) and CD3-positive PKH26 negative CD4™ T cells from donor B (LT-B, green) after 24 and 72 h of co-culture.
Mean + SD of seven independent experiments performed with different donor cells are shown. (c) Ratio of the percentage of HIV-
1-infected dendritic cells (purple) or T cells of donor B (green) compared with the percentage of infected PKH26-labeled T cells of
donor A was calculated. Mean = SD of seven independent experiments performed with different donor cells are shown. (d) The
HIV-1 reverse transcriptase inhibitor azidothymidine (AZT) (5 uM) or (e) the HIV-1 protease inhibitor IDV (1 wM) were added to the
co-culture. Infection was assessed after 72 h of co-culture and the percentage of HIV-1-infected cells in each population, PKH26-
stained T cells of donor A (LT-A red), CD209™ dendritic cells (DC-B, purple) and CD3™ T cells of donor B (LT-B, green) was
compared with the control-infected cells without AZT (d) or IDV (e). (e) Percentage of HIV transmission (transfer of HIV from CD4*
T cells from donor A, shaded histogram, % p24™ cells detected in the presence of IDV) and subsequent round of HIV transfer from
the three infected cell types (filled histogram, 100 — percentage of p24™ cells detected in the presence of IDV). Mean + SD of four
and five independent experiments performed with different donor cells for AZT and IVD, respectively. Statistic analysis was
performed using Student unpaired-test and P < 0.05 was considered significant.
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Fig. 2. Inhibition by broadly neutralizing antibodies of HIV transmission of HIV-1g,-infected T cells from donor A to dendritic
cells and CD4* T cells from donor B. bNAbs against HIV CD4bs (3BNC117) or V3-glycan (10-1074, PGT121) or gp41 protein
(4E10) were co-cultured with T cells of donor A infected with HIV-1g,; or HIV-13,0g and dendritic cells and T cells of donor B for
72 h. The percentage of infected cells in the presence of bNAbs compared with the percentage of infected cells in the absence of
bNAbs was calculated. (a and c) Dose-response curve of mAbs added at different concentrations 0.05, 0.5, and 5 pg/ml for bNAbs
10-1074, 3BNC117, and PGT121, and at 1, 10, and 100 pg/ml for bNAb 4E10. One representative experiment out of three is
shown. (b and d) Percentage of infected cells for each population in the presence of bNAbs at the concentration indicated
mean £ SD of five independent experiments performed with different donors is shown. Statistic analysis was performed using

Student unpaired-test (P> 0.05).

studied. For HIV-15,0s, the inhibition by these bNAbs is
more efficient in CD4" T cells from donor B than in
dendritic cells; however, these differences were not
statistically significant (P> 0.05). These results show that
the inhibitory activity is cell-type and virus-type specific as
previously emphasized [35,36,42]. Overall, bNAbs show
potent inhibitory activity in the three cellular populations.
Therefore, under co-culture conditions, bNAbs inhibit
not only new virus replication in CD4 ™ T cells from donor
A, but also the transfer from infected cells of donor A to
dendritic cells and CD4™ T cells from donor B.

Discussion

Although the mechanisms of HIV transmission have been
extensively analyzed and reviewed [35,36,43—46], the
present study documents for the first time that HIV
transmission can occur in an allogenic context using
infected T cells from donor A in co-culture with
uninfected dendritic cells and T cells from donor B. With
this allogenic model, we found that infected T cells were

able to rapidly, within 24 h, transmit HIV to allogenic
dendritic cells and T cells. Importantly, under these
conditions, dendritic cells were preferentially infected at
an early time point. This efficient replication in dendritic
cells may be explained by the antigen presenting functions
of these cells. In fact, dendritic cells are programmed to
recognize nonself-antigens on allogenic cells. Therefore,
dendritic cells can rapidly interact with CD4" T cells
from donor A recognized as nonself. This close dendritic
cell/T-cell contact may favor HIV transmission to
dendritic cells. Previously, we found that the presence
of autologous T cells enhances HIV replication in the
dendritic cells [15—18]. We also showed that this increase
of HIV replication in the dendritic cells was because of
close dendritic cell/T-cell contact [16,18] and was
associated with a down regulation of a restriction factor
SAMHDI1 in these cells [15,16]. Our current findings
confirm the high infection rate of dendritic cells and
further demonstrate that dendritic cells are the preferen-
tial target in an allogenic model, where infected CD4* T
cells have the choice to either transmit HIV to dendritic
cells or to CD4™ T cells. Moreover, treatment with AZT

Copyright © 2018 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

controéleurs du VIH

1243

Caractérisation du profil d’anticorps et de leurs activités inhibitrices chez des patients

275



1244

Caractérisation du profil d’anticorps et de leurs activités inhibitrices chez des patients

Annexes : Publication 5

AIDS 2018, Vol 32 No 10

confirmed that this infection corresponds to newly
synthesized virus and treatment with IDV showed that,
although new replication occurs after 72h, about 20%
of infected dendritic cells was because of early HIV
transmission from donor A CD4" T cells.

The present results contradict previous observations of
HIV restriction in dendritic cells [47,48]. However, the
main methodological difference between these studies
and our current results is the dendritic cell/ T-co-culture
model. Moreover, the studies showing HIV restriction in
dendritic cells all analyze the infection of these cells as
purified dendritic cell population, whereas the high
infection rate of dendritic cells observed here is in the
presence of CD4" T cells at a one dendritic cells to four
CD4" Tecell ratio. Our study firmly demonstrates that
dendritic cells are efficient HIV targets in co-culture
conditions. Whether such dendritic cell/T cell cross-talk
is relevant in infected tissues and whether infected CD4™
T cells in the semen can disseminate in cervicovaginal
tissues following infection of tissue resident dendritic cells
needs to be further analyzed.

The inhibitory potential of bNAbs on HIV transmission
is controversial, with some publications suggesting a
decreased inhibitory activity on HIV cell-to-cell trans-
mission compared with free viruses [22,24,27] and others
proposing a similar inhibitory activity between HIV
transmission and infection [15,17,23,49]. Noteworthy,
such a comparison is hampered by the necessity to use
similar HIV target cells and normalize cell-free versus
cell-associated HIV infection in two distinct assays [36].
In the context of our co-culture model, we simulta-
neously analyzed antibody inhibitory activity on the
transmission to dendritic cells and CD4" T cells of donor
B (i.e. inhibition of HIV transmission) and on the
subsequent infection of CD4™ T cells of donor A (i.e.
neutralization). Although some slight variation in
inhibitory potential were observed depending on virus
and on the donor/target cells used, infection was
decreased to a similar extent in the three populations
studied, indicating that neutralization and inhibition
of HIV cell-to-cell transmission is comparable between
T-to-T or dendritic cells-to-T cells. These results
observed with IgG antibody isotype now need to be
performed with secretory IgA antibodies as they are
largely present at the mucosa site. Overall, our findings
indicate that an efficient Ab response induced at the
mucosal site could prevent HIV transmission to dendritic
cells as well as the infection of surrounding CD4™ T cells.

In summary, our data suggest that dendritic cells play a
central role in early HIV transmission in the mucosa and
that bNAbs efficiently prevent this transmission. These
results on inhibitory potential of Abs on cell-free versus
cell-to-cell transmission of HIV are of direct relevance
for the design and development of prophylactic HIV-1
vaccine, passive immunotherapy, and antiviral therapy.
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Résumé

Les patients qui contrélent I'infection par le VIH sans traitement (HIC) représentent un groupe
d'étude unique pour identifier des réponses immunitaires associées a ce controle. En plus du
statut protecteur HLA-B*57, la réponse humorale pourrait participer a ce controle. Jai
comparé la réponse B, les caractéristiques isotypiques et les fonctions des anticorps (Ac) des
HIC selon leur statut HLA-B*57 et par rapport a des patients chroniques progressant vers la
maladie (CP). Chez les HIC, les lymphocytes B (LB) mémoires anti-VIH sont préservés. Des
profils d’Ac distincts sont observés entre les HIC HLA-B*57+ (fortes activités médiées par les
récepteurs Fc, association entre fréquence des LB et neutralisation), les HIC HLA-B*57-
(neutralisation a large spectre) et les CP (forts taux d’immunoglobulines A anti-VIH, forte
neutralisation). La caractérisation fine des profils particuliers des Ac nous guidera dans
I’élaboration de nouveaux immunogeénes capables d’induire une réponse humorale
protectrice par vaccination.

Mots-clés : VIH-1, contrbleurs, HLA-B*57, immunoglobulines, isotypes, lymphocytes B,
neutralisation, inhibition

Abstract

The patients able to control HIV without treatment (HIV Controllers, HICs) represent a unique
study group to identify immune responses associated with this control. In addition to the HLA-
B*57 protective status, the humoral response could participate to this protection. | analyzed
the B cell response, the isotypic characteristics and the functional antibody (Ab) responses
induced in HICs compared to those of chronic progressors. In HICs, the anti-HIV memory B
cells are preserved. Distinct Ab profiles are detected between HLA-B*57+ HICs (strong Fc-
mediated activities, association between B cell frequency and neutralization), HLA-B*57- HICs
(strong neutralization against several strains) and chronic progressors (high levels of anti-HIV
immunoglobulins A, strong neutralization). Extensive characterization of the Ab responses in
HICs will guide the development of new immunogens able to induce a protective humoral
response by vaccination.

Key-words: HIV-1, HIV controllers, HLA-B*57, B cells, immunoglobulins, isotypes,
neutralization, inhibition
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