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IDENTIFICATION D'UN NOUVEL EPITOPE
VIRAL RESPONSABLE DE LA SYNTHESE

D'ANTICORPS ANTI-VIH PROTECTEURS CHEZ

LES PERSONNES ASYMPTOMATIQUES ()

P. GALEA, F. SILVY, E. DORIA, J.-C. CHERMANN

Alors que la vaccination classique beurte dans leas du
VIH a la variabilité de l'eveloppe virale,nous avonsétudié
comme concept vaccinahti-VIH lescomposants présents a la
surface du virus et gune varientpas, a savoir legrotéines
d'origine cellulaire etplus particulierement la32-microglobuline
(R2m). A partir dda séquence de IB2m, nous avons identifié
R7V comme un nouvépitope qui est présent da surface de
tous les isolats VIH indépendammentde leur génotype,
phénotype ou tropisme.a.d.indépendammende lavariabilité
des glycoprotéines d'enveloppe). Cet épitope est immunogéne et
des anticorps (Ac¥pécifiquesexistentin vivo chez les patients
non-progresseurs ou peuvedte induits par immunisation chez
les lapins. Ces Ac anti-R7V humains ou de lapin ontagigevité
neutralisante sur tous les isolatstestés quel que soit leur
génotype ou tropisme ; la présence de ces Ac chez les patients
VIH positif estétroitementassociée a la noprogression. Pour
I'ensemble de cegaisons, R7V représente un candidat
intéressant et prometteur comme base vaccinale anti-VIH.
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INTRODUCTION

L'infection par le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) est
encore denos jours unprobléme majaude santépublique. Bien que les
nouvelles thérapies médicamenteuses aient montréfiireité certaingpour
diminuer la chargevirale, aucun traitement préventif ou curatif n'est
actuellementdisponible. Cependant, I'existend&in groupe de personnes
séropositives depuis plus de adl5 ans quin‘évolue pas dans lmaladie
(patiens non progresseurs-NP- ourgivants along teme) indiqueque le
développementd'une résistance efficace au VIH est possible. La
compréhension de ces mécanismes de résistance est d'une impusgjouce
pour I'élaboration de nouveatmaitements eén particulierpour laréalisation
d'un vaccin.

De nombreusegtudes ontenté decomprendre les différences existant
entre lesgroupes progresseurs &&s groupes résistants auVIH. Des
marqueurs biologiques da progressiontels quedes tauxélevés de 32m
circulante, de néoptérine ou de réceptsatables a IL2ont été dédts [1-3].
Nous avonspar ailleus mis en évidencerécemmentque les molécules
solubles d'adhésion constituaiglgs marqueurbiologiquespour le suivi de
l'infection au VIH P].

Sur le plan immunologique, nous savonsque les patients NP
développent une forteréponse immunitaire ati-VIH tant cellulaire
qu’humorale $]. Une forte activité cytolytique de type CTL(Cytotoxic T
Lymphocyte) dirigée contre la protéimav du VIH a été décrite chez les
patientsNP, ayant commeconséquence ['éliminatiorapide des cellules
infectées §]. Concernant leséponses humorales, frésenced'anticorps
neutralisants ayant un large speeiné-VIH a étédécritechezles patients NP
[>-7]. Des immunothérapigsassivesavecdes sérums de NBnt permis de
retarder la progression des patients recev8lir€¢sdonnéesndiquentqu'il
existedans le sérum deertains patientdes anticorps qui petent jouer un



role efficacedans lalutte contre leVIH. Cependant, lspécificité de ces
anticorps reste a identifier.

Parmi les protéinesvirales, la glycoprotéine d'enveloppe gpl120
représente la région immotlominantechezles patients contaminés par le
VIH ainsi quechezles animaux infectéexpérimentalement®[10. Bien
gu'unetres forte activitéanti-env soit observée aucune corrélatiomavec la
protectionn'a puétre mise en évidencel}13. In vitro, les anticorps
monoclonaux(AcMo) dirigés contre lagp120 sontcapables de neutraliser
efficacementes souchesV/IH de laboratoire maipas lesprimo-isolats {3].
Cependant, ifaut noter querois anticorpsrecombinants humaingiuMab)
dérivés a partir de patients infectés par un sous-type B et dirigés eoutse
sontmontrésefficacespour la naetralisationde primo-isolatsde différentes
clades }4-1§. Malheureusenert, la recherched'anticorpssériqguesmimant la
spécificité des HuMab a été négativeliquant que legpitopesreconnus par
les HuMabssont peu immunogénesn vivo [16-17. Ces résultats sont
cependant encourageants car ils indiquent la possibilité de déeiskeiuMab
protecteursdirectement &oartir des cellules depatients, renforcant lefait
gu'unedéfenseémmunitaire efficacecontre levirus exste potentiellemenin
vivo.

Jusqu'a pésent la vaccination classique, quiconsiste a cibler
I'enveloppe d'un virus pour induire un état protecteur, s'est soldée dans le cas
du VIH par un échec ddait de latres grandevariabilité des protéines
d'enveloppe gp120 ou gpl60 ; en effet, non seulement le Vikdsest
différent d'unindividu al'autre, maisaussichez un mémendividu, le virus
differe en fonction du stade suivantdéroconversion, de laaladie et des
traitements anti-rétroviraux.

Il faudrait donc, pourune vaccination anti-VIHefficace, cibler une
structure qui soit comnme a tous les isolatsVIH, qui reste constantguel
que soit le génotype ou phénotypedesdifférents isolats viraux et qui soit
immunogene chez 'homme.

Notre recherche s'est orientée depuis plusieurs annéesati@ngoie et
nous avongtudié les composants présents a la surfaceMiid et qui ne
varient pas, a savoir les protéines d'origine cellulaire.

Parmi les protéineprésentes a la surface ®iH, il y a les protéines
codées par le génome viral maisssi degprotéines drigine cellulaire parmi
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lesquelles les moléculdsLA de classe | etll, la 32 microglobuline, des
molécues d'adhésionainsi que les protéines de contrle domplément
[18-2Q. Cesprotéines codées par dallule ciblesontemportées par Igirus
lors de sonbourgeonnemenhors de lacellule ; elles deviennent des
constituantsintrinséques de dhveloppevirale [21]. L'acquisition de ces
molécues n'est pas un phénomenealéatoire etces protéinesd'origine
cellulaire restent fonctionnelles a la surface du virféh:[ellesfavorisent ses
interactionsavec les cellules cibles ete protegent contre ldyse par le
complément. Cependant, si cegprotéines d'ogine cellulaire peuvent
favoriser le pouvoiinfectieux du virus, elles peuveatssiconstituer son
talon d'Achille.

En effet, des expériences réalisées eh991 ont montré que
I'immunisation demacaquesivecdescelluleshumainessaines paovaient les
protéger contrel'infection ultérieure par une souche VIS (virus de
l'immunodéficiencedes singes)agressiveayant été produite en cellule
humaine, protection acquise par leslloanticorps dirigés contre les
constitiantscellulairesportés par levirus [23:24. Cesexpériences montrent
tout I'intérét d'utiliserles protéines dhigine cellulaire présentes a la surface
du virus comme cible potentielle dans une stratégie anti-VIH.

Parmi ces protéines d'onig cellulaire emportéear le vrus, nous
nous sommes particulierement intéresseés a la 32 microglobuline (32eg, et
pour trois raisons majeures :

1/ 1a 32m est expriméela surfaceale toutedes cellules dd'organisme
et a plus forte raisonelle sera présentsur les cellules cibles dwirus ; elle
sera donc emportée par tous les isolats VIH quel que soit leur tropisme ;

2/ la 32m est une protéine trégnservéegvitant ainsi,dans lecadre
d'une large protection, legproblémes liés a laariabilité des glycoprotéines
d'enveloppe virales ;

3/ enfin, la 32m acquise parJeus est enmajorité non associée a la
chaine lourde HLA Class | et fait partigégrante de la membran@ale [18] ;
cecisuggere que la B2 associée awirus est présentéalifféremment de la
32m cellulaireexposant de nouveawantigenessusceptibles'étre reconnus
par le systeme immunitairédure 1).
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LES ANTIGENES CELLULAIRES
A SA SURFACE
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Fig. 1 : Nouvelles voies anti-VIH en immunothérapie

RESULTATS

Les premiéres études queus avonsnenéesn vitro ont montré que
certainsAcMo dirigéscontre la 3& interféraientavec le cycle de réplication
du VIH dans les lymphocytes dang périphérique ainguedans lalignée T
MT4 [25.29. Ces anticorps anti-R2m étai@atpables de précipitégs souches
VIH de laboratoire, attestant de la présence de la R32m a leur s&fface [

Plus récemmentnous avons wntré quedes primo-isolats de types
différents (obtenus gpartir de patients oprovenant dupanel international
[27]) et des souches de laboratoire génétiquedieignées [LAV (suche B),
NDK (soucheD) et PAR (macrophagdropique)] powaient étre neutralisés
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aprestraitementpar I'AcMo ank32m B1G6 mais pas par’AcMo contrdle

C21.48 dirigécontre un autre épitope de la R2#8][ Cesrésultats montrent
guel'épitope reonnu parB1G6 est présent la surface desouchesvirales

génotypiquement et phénotypiquemeliftérentes et queibler cet épitope

peut étrepertinentpour neutraliser'infection virale. Par degxpériences de
levée deneutralisabn avecdes peptides déduits de lséquence ermcides

aminés de |&2m,nous avonsdentifié un peptide de 7 aa appelé R@ént

la séquence est RTPKIQV) qui réver&action neutralisante deanticorps

anti-R32m et qui constitue I'épitope présenté par les différents isats |

A partir desrésultatsobtenusin vitro, nous avonsecherché laéalité
biologique del'épitope R7V in vivo, a savoir l'identificationd'anticorps
spécifiguementdirigés contre R7V (Ac R7V) dans le sérum des patients
VIH[+] et leur caractérisation fonctionnelle.

1/ 1l existe des Ac R7V chez les patients VIH[+] et leur
présence est associée au groupe non-progresgé®Q.

En utilisant untest ELISA quenous avongdéveloppé auaboratoire,
nous avons mis en évidence que 54 %pdents VIH[+] (n =236) avaient
des AcR7V contre 22 %dans lapopulation contrble delonneurs de sang
(n = 270). Laprésenced’Ac R7V a été mise en évidencelans tous les
groupesethniques testéssavoir africaineuropéenameéricain(nord et sud)
et asiatique.

Lorsque nous nousommes intéressés a latdisution des AcR7V en
fonction dustatut cliniquedespatients (définselon la clasification1992 du
CDC PY)), nous avons montrgue la distributionétait non aléatoire et
fortementassociée agroupe depatientsnon-progresseurs (NP) : 70 % des
patients NP (n 94) contre 35 %despatientsprogresseurs (n £42) ont
des Ac R7V.

Ainsi, nos résultats montrent quéépitope R7V est une réalité
biologiquein vivo:

« Il est recona pardesanticorpsexistant chez les patientsVIH[+],
indiquant qu'il estimmunogéne chez I'Homme ;

* La présence dees Ac R7Vin vivo peu servir demarqueur deon-
progression.
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Cependant, dans leadre d'une hypothésevaccinale, la question
importanteest de définirsi les Ac R7V détectésn vivo sont directement
impliqués dans la reconnaissance et la neutralisation du VIH

2/ Les Ac R7V purifiés immunoprécipitent des souches VIH
génétiquement différente§30.39,

A partir des sérums dpatients NP richegn Ac R7V, nous avons
purifié sur colonnad'immunoaffinitéles IgG anti-R7V. Lacapacitédes 1gG
anti-R7V purifiées areconnaitre R7V até vérifiee par ELISA. Les Ac R7V
purifiés ont ensuite été utilisés pour immunoprécipiter les virus.

La précipitation des souches virales a été faite en incubavitussavec
les Ac R7Vhumains purifiés oavec en ontrble les IgG totalesprovenant
d'un donneur desang, laconcentration uiitée étantde 10ug/ml. Les
complexes immungormés sont capturésavec de la protéine A opar des
anticorps anti-Fad'lgG immobilisés. Laprésence dwirus danscesimmuns
complexes est mesurée par dosage de la p24 et par RT-PCR.

Lafigure 2montre que les primo-isolats diadesdifférents (A a F) et
les souches déaboratoireVIH-LAV (souche B) etVIH-NDK (souche D)
sont immunoprécipités erorrélation avec laconcentration etgG anti-R7V
humaines purifiéemaisnon avec celledes IgG du controleéronégatif $4].
Les Ac R7Vprécipitent bien dwirus mdure et entier comméatteste la
présenceconjointe dansles immunscomplexesd'ARN viral mesuré par
RT-PCR et de p24 dosée par ELISA.

Les Ac R7V purifiée reconnaissemas lescelluleshumainescomme
démontré par cytométrie en flux, excluant toute réaction de type auto-immune.

L'ensemble desésultatsobtenus paimmunoprécipitation ont montré
que :

* I'épitope R7V est umotif commun,présenté a la surface deuches
VIH génétiquement divergentes .

» qu'il est accessible la surface detous les virus pour desanticorps
spécifiques présents vivochez les patients NP.

e qu'il est spécifiguement exprimgur le virus et non sues cellules
humaines.
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15

3/ Les Ac R7V purifiés humains neutralisent des souches
virales génétiquement différente?].

Les expériences de neutralisation étéréalisées en préincubant les
difféerentessouches virales (100CID5q) avec 10ug/ml d'lgG anti-R7V

humaines avant d'ajouter le mélarsye des PBL (X 10°) de personne non
infectée. La sortie de virus a été suid@ux fois par semaingar le dosage de
la réverse transcriptase dans les surnageants de culture.
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Fig. 3 : Les Ac R7V purifiés humains neutralisent tous les isolats
VIH quel que soit leur génotype

La réplication du VIH dans les PBL estivie par la mesure deactivité de latranscriptase
inverse (cpm /iml). Lesrésultats sonexprimés erpourcentage wyen d’inhibition de la
réplication calculé au 7€ jour apres l'infectibis d (n = 4 patients sources d'anticorps).

Réplication ) Réplication
en présence des Ac R¥V \ en présence d'lgG totales non spécifiques
% inhibition = x 100
Réplication en présence d'lgG totales non spécifiques

** : La souche utilisée edtllV1-RTMDR1 résistanté I'AZT, la ddl, la névirapine
et autre inhibiteur non-nucléosidique de la transcriptase inverse.
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Les IgG anti-R7V purifiees humaines neutralisent ls®uches de
laboratoire LAV et NDK par plus de 80 % d'inhibitionfigure 3, les
primoisolats desous-types divergenisar plusde 80% d'inhibition, etceci
guel que soit lepatientsourced'Ac R7V. D'autre part, nous avonmntré
que les anticorps anti-R7V humains neutralisadgalement lsouche virale
résistantes aux antiviraux (AZT, ddl, ddC) par plus de 90 % inhibition.

Cesexpériences de neutralisation montrgue les anticorps anti-R7V
humains bloqueritinfection VIH indépendamment du génotypial et que
le facteur de neutralisation este immunoglobulineisolée apartir dusérum
de patientNP. D'autre part, la ndralisationdes souches \dfes résistantes
aux antiviraux justifiel'utilisation desanticorps anti-R7V dans un essai
d'immunothérapie passivehez les patientsnon répondeursux thérapies
antivirales combinées.

4/ R7V est immunogéne chez le Lapin et lasiticorps générés

sont neutralisants

Index de Précipitation
[

0 T T |
A B F
ISOLATS PRIMAIRES

Fig. 4 : Les Ac R7V purifiés & partir de sérums de lapins immunisés
précipitent des isolats VIH génotypiquement différents.

Quantité de p24 précipitée en présence d'Ac R7V de Lapin

Index de Précipitation =
Quantité de p24 précipitée en présence d'lgG non spécifiques
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Des lapinsNew Zealand ont été immursés avec R7Vcouplé a la
KLH, immunisation réaliség@ar Néosystem(Strasbourg). Ledosage par
ELISA des AcR7V générés pafimmunisation nontre des titres sériques
supérieurs au 1:128000 indiquant que R7V est bien immunaye&ie.

De facon a tested'activité fonctionnelledes Ac R7V générés par
immunisationdes lapinsjes Ac R7V de Lapin onété purifiés sur colonne
d'immunoaffinittcomme déja décrpour I'humain, puis utilisés en test de
précipitation et neutralisation virale.

La figure 4 met enévidenceque lesAc R7V purifiés de Lapin a
100 pg/miprécipitentles différentesouches d&I1H démontrant que les Ac
R7V induits parimmunisationreconnaissent lesirus indépendament de
leur génotype.

Quand ilssonttestés en neralisation {igure 5, les Ac R7V purifiés
de Lapin protegenes cellules contrd'infection par lessouchesdivergentes
VIH (neutralisation > 75 %indiquant leur large spectreuraisan, comme
déja observé avec les Ac R7V purifiés humains.
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% Inhibition de la réplication virale
un
[—]

Fig. 5 : Les Ac R7V purifiés a partir de sérums de lapins immunisés
neutralisent des isolats VIH génotypiquement différents

La réplication duVIH dansles PBL est suivigpar la mesure deactivité de la
transcriptase inverse (cpm/ml). Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition de la
réplication calculé au 7¢ jour aprés l'infection.
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Les résultatobtenuschez le Lapinmontrentque le peptid R7V est
immunogéndorsqu'il estinjecté in vivo et que lesAc R7V générés par
immunisation ont le méme potentiel de reconnaissance et de neutralisation que
les Ac R7V présent dans le sérum des patients NP infectés par le VIH.

CONCLUSION

Nous avonsidentifié¢ R7V comme umouvel épitope présenté a la
surface detous les isolats VIH génotypiquement et phénotypiquement
différents ;cet épitopecommun atous les isolats est immuigene et des
anticorps spécifiquesxistentin vivo chezles patients NP ou peuvent étre
induits par immunisation chez les lapins. Ces Ac ontaatigite neutralisante
sur tous lessolas testégjuel que soit leur gétype et leurtropisme.Enfin,
la présence de ceAc R7V chezles patients VIHpositif est étroitement
associée a la non-progression.

Pour lI'ensemble de ces raisons, Régrésente usandidat prometteur
sérieux comme base vaccinale anti-VIH.
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ABSTRACT

Identification of a new viral epitope responsible for protective
anti-HIV antibodies synthesis in asymptomatic patients

In order to avoid problems caused fgriability of HIV envelope
glycoproteins in the development of an HIV vaccine, we focused our attention
on the conserved components pras®n HIV such asproteins of cellular
origin and patrticularly on the 32-microglobulin (R2m). Fromthe [32m
sequence, walentified R7V peptide as @ew viral epitopepresented at the
surface ofall HIV isolates independentlpf their genotype,phenotype or
tropism. This new epitope is immunogemcvivo : specific antibodies could
be detectedn non-progressor HIV-infected patients as well as in R7V-
immunisedrabbits. Immuno-purified anti-R7V antibodiesfrom human or
rabbit sera immunoprecipitate aneutralise all HIV isolates independently of
their genotype. Theresence ofanti-R7V antibodies inhumans ishighly
correlatedwith the non-progression to AIDS. Faall thesereasons, R7V
epitope represents a good candidate for a vaccine against HIV.

Key-words : AIDS, HIV-neutralising antibody, Vaccine.



