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IDENTIFICATION D'UN NOUVEL ÉPITOPE
VIRAL RESPONSABLE DE LA SYNTHÈSE

D'ANTICORPS ANTI-VIH PROTECTEURS CHEZ
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P. GALÉA, F. SILVY, E. DORIA, J.-C. CHERMANN  (1)

Alors que la vaccination classique se heurte dans le cas du
VIH à la variabilité de l'enveloppe virale, nous avons étudié
comme concept vaccinal anti-VIH les composants présents à la
surface du virus et qui ne varient pas, à savoir les protéines
d'origine cellulaire et plus particulièrement la ß2-microglobuline
(ß2m). A partir de la séquence de la ß2m, nous avons identifié
R7V comme un nouvel épitope qui est présent à la surface de
tous les isolats VIH indépendamment de leur génotype,
phénotype ou tropisme (c.a.d. indépendamment de la variabilité
des glycoprotéines d'enveloppe). Cet épitope est immunogène et
des anticorps (Ac) spécifiques existent in vivo chez les patients
non-progresseurs ou peuvent être induits par immunisation chez
les lapins. Ces Ac anti-R7V humains ou de lapin ont une activité
neutralisante sur tous les isolats testés quel que soit leur
génotype ou tropisme ; la présence de ces Ac chez les patients
VIH positif est étroitement associée à la non-progression. Pour
l'ensemble de ces raisons, 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 de nos jours un problème majeur de santé publique. Bien que les
nouvelles thérapies médicamenteuses aient montré une efficacité certaine pour
diminuer la charge virale, aucun traitement préventif ou curatif n'est
actuellement disponible. Cependant, l'existence d'un groupe de personnes
séropositives depuis plus de 10 à 15 ans qui n'évolue pas dans la maladie
(patients non progresseurs-NP- ou survivants à long terme) indique que le
développement d'une résistance efficace au VIH est possible. La
compréhension de ces mécanismes de résistance est d'une importance majeure
pour l'élaboration de nouveaux traitements et en particulier pour la réalisation
d'un vaccin.

De nombreuses études ont tenté de comprendre les différences existant
entre les groupes progresseurs et les groupes résistants au VIH. Des
marqueurs biologiques de la progression tels que des taux élevés de ß2m
circulante, de néoptérine ou de récepteurs solubles à IL2 ont été décrits [1-3].
Nous avons par ailleurs mis en évidence récemment que les molécules
solubles d'adhésion constituaient des marqueurs biologiques pour le suivi de
l'infection au VIH [4].

Sur le plan immunologique, nous savons que les patients NP
développent une forte réponse immunitaire anti-VIH tant cellulaire
qu’humorale [5]. Une forte activité cytolytique de type CTL (Cytotoxic T
Lymphocyte) dirigée contre la protéine env du VIH a été décrite chez les
patients NP, ayant comme conséquence l'élimination rapide des cellules
infectées [6]. Concernant les réponses humorales, la présence d'anticorps
neutralisants ayant un large spectre anti-VIH a été décrite chez les patients NP
[5-7]. Des immunothérapies passives avec des sérums de NP ont permis de
retarder la progression des patients receveurs [8]. Ces données indiquent qu'il
existe dans le sérum de certains patients des anticorps qui peuvent jouer un
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rôle efficace dans la lutte contre le VIH. Cependant, la spécificité de ces
anticorps reste à identifier.

Parmi les protéines virales, la glycoprotéine d'enveloppe gp120
représente la région immunodominante chez les patients contaminés par le
VIH ainsi que chez les animaux infectés expérimentalement [9,10]. Bien
qu'une très forte activité anti-env soit observée, aucune corrélation avec la
protection n'a pu être mise en évidence [11,12]. In vitro, les anticorps
monoclonaux (AcMo) dirigés contre la gp120 sont capables de neutraliser
efficacement les souches VIH de laboratoire mais pas les primo-isolats [13].
Cependant, il faut noter que trois anticorps recombinants humains (HuMab)
dérivés à partir de patients infectés par un sous-type B et dirigés contre env se
sont montrés efficaces pour la neutralisation de primo-isolats de différentes
clades [14-16]. Malheureusement, la recherche d'anticorps sériques mimant la
spécificité des HuMab a été négative, indiquant que les épitopes reconnus par
les HuMabs sont peu immunogènes in vivo [16-17]. Ces résultats sont
cependant encourageants car ils indiquent la possibilité de dériver des HuMab
protecteurs directement à partir des cellules de patients, renforçant le fait
qu'une défense immunitaire efficace contre le virus existe potentiellement in
vivo.

Jusqu'à présent la vaccination classique, qui consiste à cibler
l'enveloppe d'un virus pour induire un état protecteur, s'est soldée dans le cas
du VIH par un échec du fait de la très grande variabilité des protéines
d'enveloppe gp120 ou gp160 ; en effet, non seulement le virus VIH est
différent d'un individu à l'autre, mais aussi chez un même individu, le virus
diffère en fonction du stade suivant la séroconversion, de la maladie et des
traitements anti-rétroviraux.

Il faudrait donc, pour une vaccination anti-VIH efficace, cibler une
structure qui soit commune à tous les isolats VIH, qui reste constante quel
que soit le génotype ou le phénotype des différents isolats viraux et qui soit
immunogène chez l'homme.

Notre recherche s'est orientée depuis plusieurs années dans cette voie et
nous avons étudié les composants présents à la surface du VIH et qui ne
varient pas, à savoir les protéines d'origine cellulaire.

Parmi les protéines présentes à la surface du VIH, il y a les protéines
codées par le génome viral mais aussi des protéines d'origine cellulaire parmi
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lesquelles les molécules HLA de classe I et II, la ß2 microglobuline, des
molécules d'adhésion ainsi que les protéines de contrôle du complément
[18-20]. Ces protéines codées par la cellule cible sont emportées par le virus
lors de son bourgeonnement hors de la cellule ; elles deviennent des
constituants intrinsèques de l'enveloppe virale [21]. L'acquisition de ces
molécules n'est pas un phénomène aléatoire et ces protéines d'origine
cellulaire restent fonctionnelles à la surface du virion [22] : elles favorisent ses
interactions avec les cellules cibles et le protègent contre la lyse par le
complément. Cependant, si ces protéines d'origine cellulaire peuvent
favoriser le pouvoir infectieux du virus, elles peuvent aussi constituer son
talon d'Achille.

En effet, des expériences réalisées en 1991 ont montré que
l'immunisation de macaques avec des cellules humaines saines pouvaient les
protéger contre l'infection ultérieure par une souche VIS (virus de
l'immunodéficience des singes) agressive ayant été produite en cellule
humaine, protection acquise par les alloanticorps dirigés contre les
constituants cellulaires portés par le virus [23,24]. Ces expériences montrent
tout l'intérêt d'utiliser les protéines d'origine cellulaire présentes à la surface
du virus comme cible potentielle dans une stratégie anti-VIH.

Parmi ces protéines d'origine cellulaire emportées par le virus, nous
nous sommes particulièrement intéressés à la ß2 microglobuline (ß2m), et ceci
pour trois raisons majeures :

1/ la ß2m est exprimée à la surface de toutes les cellules de l'organisme
et à plus forte raison elle sera présente sur les cellules cibles du virus ; elle
sera donc emportée par tous les isolats VIH quel que soit leur tropisme ;

2/ la ß2m est une protéine très conservée, évitant ainsi, dans le cadre
d'une large protection, les problèmes liés à la variabilité des glycoprotéines
d'enveloppe virales ;

3/ enfin, la ß2m acquise par le virus est en majorité non associée à la
chaîne lourde HLA Class I et fait partie intégrante de la membrane virale [18] ;
ceci suggère que la ß2m associée au virus est présentée différemment de la
ß2m cellulaire exposant de nouveaux antigènes susceptibles d'être reconnus
par le système immunitaire (figure 1).



11

Fig. 1 : Nouvelles voies anti-VIH en immunothérapie

RÉSULTATS

Les premières études que nous avons menées in vitro ont montré que
certains AcMo dirigés contre la ß2m interféraient avec le cycle de réplication
du VIH dans les lymphocytes du sang périphérique ainsi que dans la lignée T
MT4 [25,26]. Ces anticorps anti-ß2m étaient capables de précipiter les souches
VIH de laboratoire, attestant de la présence de la ß2m à leur surface [18].

Plus récemment, nous avons montré que des primo-isolats de types
différents (obtenus à partir de patients ou provenant du panel international
[27]) et des souches de laboratoire génétiquement éloignées [LAV (souche B),
NDK (souche D) et PAR (macrophage tropique)] pouvaient être neutralisés
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après traitement par l'AcMo anti-ß2m B1G6 mais pas par l'AcMo contrôle
C21.48 dirigé contre un autre épitope de la ß2m [28]. Ces résultats montrent
que l'épitope reconnu par B1G6 est présent à la surface de souches virales
génotypiquement et phénotypiquement différentes et que cibler cet épitope
peut être pertinent pour neutraliser l'infection virale. Par des expériences de
levée de neutralisation avec des peptides déduits de la séquence en acides
aminés de la ß2m, nous avons identifié un peptide de 7 aa appelé R7V (dont
la séquence est RTPKIQV) qui réverse l'action neutralisante des anticorps
anti-ß2m et qui constitue l'épitope présenté par les différents isolats [28].

A partir des résultats obtenus in vitro, nous avons recherché la réalité
biologique de l'épitope R7V in vivo, à savoir l'identification d'anticorps
spécifiquement dirigés contre R7V (Ac R7V) dans le sérum des patients
VIH[+] et leur caractérisation fonctionnelle.

1/ Il existe des Ac R7V chez les patients VIH[+] et leur
présence est associée au groupe non-progresseur [29,30] .

En utilisant un test ELISA que nous avons développé au laboratoire,
nous avons mis en évidence que 54 % des patients VIH[+] (n = 236) avaient
des Ac R7V contre 22 % dans la population contrôle de donneurs de sang
(n = 270). La présence d'Ac R7V a été mise en évidence dans tous les
groupes ethniques testés à savoir africain, européen, américain (nord et sud)
et asiatique.

Lorsque nous nous sommes intéressés à la distribution des Ac R7V en
fonction du statut clinique des patients (défini selon la classification 1992 du
CDC [31]), nous avons montré que la distribution était non aléatoire et
fortement associée au groupe de patients non-progresseurs (NP) : 70 % des
patients NP (n = 94) contre 35 % des patients progresseurs (n = 142) ont
des Ac R7V.

Ainsi, nos résultats montrent que l'épitope R7V est une réalité
biologique in vivo :

• Il  est reconnu par des anticorps existant chez les patients VIH[+],
indiquant qu'il est immunogène chez l'Homme ;

• La présence de ces Ac R7V in vivo  peut servir de marqueur de non-
progression.
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Cependant, dans le cadre d'une hypothèse vaccinale, la question
importante est de définir si les Ac R7V détectés in vivo sont directement
impliqués dans la reconnaissance et la neutralisation du VIH.

2/ Les Ac R7V purifiés immunoprécipitent des souches VIH
génétiquement différentes [30,32] .

A partir des sérums de patients NP riches en Ac R7V, nous avons
purifié sur colonne d'immunoaffinité les IgG anti-R7V. La capacité des IgG
anti-R7V purifiées à reconnaître R7V a été vérifiée par ELISA. Les Ac R7V
purifiés ont ensuite été utilisés pour immunoprécipiter les virus.

La précipitation des souches virales a été faite en incubant les virus avec
les Ac R7V humains purifiés ou avec en contrôle les IgG totales provenant
d'un donneur de sang, la concentration utilisée étant de 10 µg/ml. Les
complexes immuns formés sont capturés avec de la protéine A ou par des
anticorps anti-Fc d'IgG immobilisés. La présence du virus dans ces immuns
complexes est mesurée par dosage de la p24 et par RT-PCR.

La figure 2 montre que les primo-isolats de clades différents (A à F) et
les souches de laboratoire VIH-LAV (souche B) et VIH-NDK (souche D)
sont immunoprécipités en corrélation avec la  concentration en IgG anti-R7V
humaines purifiées mais non avec celle des IgG du contrôle séronégatif [34].
Les Ac R7V précipitent bien du virus mature et entier comme l'atteste la
présence conjointe dans les immuns complexes d'ARN viral mesuré par
RT-PCR et de p24 dosée par ELISA.

Les Ac R7V purifiés ne reconnaissent pas les cellules humaines comme
démontré par cytométrie en flux, excluant toute réaction de type auto-immune.

L'ensemble des résultats obtenus par immunoprécipitation ont montré
que :

• l'épitope R7V est un motif commun, présenté à la surface de souches
VIH génétiquement divergentes .

• qu'il est accessible à la surface de tous les virus pour des anticorps
spécifiques présents in vivo chez les patients NP.

• qu'il est spécifiquement exprimé sur le virus et non sur les cellules
humaines.
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Fig. 2 : Les Ac R7V purifiés humains reconnaissent un motif commun à

tous les isolats VIH quel que soit leur génotype

Index de précipitation  =
Quantité de p24 précipitée en présence d'Ac R7V humain

Quantité de p24 précipitée en présence d'IgG non spécifiques
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3/ Les Ac R7V purifiés humains neutralisent des souches
virales génétiquement différentes [32] .

Les expériences de neutralisation ont été réalisées en préincubant les
différentes souches virales (100 TCID50) avec 10 µg/ml d'IgG anti-R7V

humaines avant d'ajouter le mélange sur des PBL (1 × 106) de personne non

infectée. La sortie de virus a été suivie deux fois par semaine par le dosage de
la réverse transcriptase dans les surnageants de culture.

Fig. 3 : Les Ac R7V purifiés humains neutralisent tous les isolats
VIH quel que soit leur génotype

La réplication du VIH dans les PBL est suivie par la mesure de l’activité de la transcriptase
inverse (cpm / ml). Les résultats sont exprimés en pourcentage moyen d’inhibition de la
réplication calculé au 7è jour après l’infection ± s d (n = 4 patients sources d’anticorps).

% inhibition  =

Réplication 
en présence des Ac R7V

100

 Réplication 
en présence d'IgG totales non spécifiques

Réplication en présence d'IgG totales non spécifiques

-
×

** : La souche utilisée est HIV1-RTMDR1 résistante à l’AZT, la ddI, la névirapine
et autre inhibiteur non-nucléosidique de la transcriptase inverse.
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Les IgG anti-R7V purifiées humaines neutralisent les souches de
laboratoire LAV et NDK par plus de 80 % d'inhibition (figure 3), les
primoisolats de sous-types divergents par plus de 80% d'inhibition, et ceci
quel que soit le patient source d'Ac R7V. D'autre part, nous avons montré
que les anticorps anti-R7V humains neutralisaient également la souche  virale
résistantes aux antiviraux (AZT, ddI, ddC) par plus de 90 % inhibition.

Ces expériences de neutralisation montrent que les anticorps anti-R7V
humains bloquent l'infection VIH indépendamment du génotype viral et que
le facteur de neutralisation est une immunoglobuline, isolée à partir du sérum
de patient NP. D'autre part, la neutralisation des souches virales résistantes
aux antiviraux justifie l'utilisation des anticorps anti-R7V dans un essai
d'immunothérapie passive chez les patients non répondeurs aux thérapies
antivirales combinées.

4/ R7V est immunogène chez le Lapin et les anticorps générés

sont neutralisants

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

Index de Précipitation  =
Quantité de p24 précipitée en présence d'Ac R7V de Lapin

Quantité de p24 précipitée en présence d'IgG non spécifiques
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Des lapins New Zealand ont été immunisés avec R7V couplé à la
KLH, immunisation réalisée par Néosystem (Strasbourg). Le dosage par
ELISA des Ac R7V générés par l'immunisation montre des titres sériques
supérieurs au 1:128000 indiquant que R7V est bien immunogène in vivo.

De façon à tester l'activité fonctionnelle des Ac R7V générés par
immunisation des lapins, les Ac R7V de Lapin ont été purifiés sur colonne
d'immunoaffinité comme déjà décrit pour l'humain, puis utilisés en test de
précipitation et neutralisation virale.

La figure 4 met en évidence que les Ac R7V purifiés de Lapin à
100 µg/ml précipitent les différentes souches de VIH démontrant que les Ac
R7V induits par immunisation reconnaissent les virus indépendamment de
leur génotype.

Quand ils sont testés en neutralisation (figure 5), les Ac R7V purifiés
de Lapin protègent les cellules contre l'infection par les souches divergentes
VIH (neutralisation > 75 %) indiquant leur large spectre neutralisant, comme
déjà observé avec les Ac R7V purifiés humains.

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

La réplication du VIH dans les PBL est suivie par la mesure de l’activité de la

transcriptase inverse (cpm/ml). Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de la

réplication calculé au 7è jour après l’infection.
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Les résultats obtenus chez le Lapin montrent que le peptide R7V est
immunogène lorsqu'il est injecté in vivo et que les Ac R7V générés par
immunisation ont le même potentiel de reconnaissance et de neutralisation que
les Ac R7V présent dans le sérum des patients NP infectés par le VIH.

CONCLUSION

Nous avons identifié R7V comme un nouvel épitope présenté à la
surface de tous les isolats VIH génotypiquement et phénotypiquement
différents ; cet épitope commun à tous les isolats est immunogène et des
anticorps spécifiques existent in vivo chez les patients NP ou peuvent être
induits par immunisation chez les lapins. Ces Ac ont une activité neutralisante
sur tous les isolats testés quel que soit leur génotype et leur tropisme. Enfin,
la présence de ces Ac R7V chez les patients VIH positif est étroitement
associée à la non-progression.

Pour l'ensemble de ces raisons, R7V représente un candidat 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 by variability of HIV envelope
glycoproteins in the development of an HIV vaccine, we focused our attention
on the conserved components present on HIV such as proteins of cellular
origin and particularly on the ß2-microglobulin (ß2m). From the ß2m
sequence, we identified R7V peptide as a new viral epitope presented at the
surface of all HIV isolates independently of their genotype, phenotype or
tropism. This new epitope is immunogenic in vivo : specific antibodies could
be detected in non-progressor HIV-infected patients as well as in R7V-
immunised rabbits. Immuno-purified anti-R7V antibodies from human or
rabbit sera immunoprecipitate and neutralise all HIV isolates independently of
their genotype. The presence of anti-R7V antibodies in humans is highly
correlated with the non-progression to AIDS. For all these reasons, R7V
epitope represents a good candidate for a vaccine against HIV.

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

              


