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INTRODUCTION

L'apparition des trithérapies et le développement de combinaisons d’antirétroviraux ultra-puissantes
ont permis de contréler durablement la réplication du virus de 'immunodéficience humaine 1 (VIH-1)
chez les patients traités, permettant ainsi une restitution de leurs défenses immunitaires et de
ramener leur espérance de vie proche de celle d’'une personne non infectée. Cependant ces
traitements sont colteux, contraignants, et présentent encore des effets indésirables menant parfois
a un défaut d’observance. De plus, leur arrét conduit invariablement a la réémergence d'une

réplication virale détectable, vraisemblablement a partir des réservoirs viraux.

La communauté scientifique et médicale s’intéresse maintenant a I'étape suivante : la guérison. Une
stratégie pour éradiquer le virus consiste en I’élaboration d’un vaccin thérapeutique impliquant les
lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (CTL) dont I'activation nécessite la reconnaissance d’épitopes viraux
par le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I. Cependant, tous les essais vaccinaux
impliquant les CTL nont montré que peu de succes jusqu’a aujourd’hui. Une hypothese pouvant
expliquer cet échec est le manque de spécificité des épitopes CTL utilisés dans les préparations
vaccinales, qui ne prennent en compte ni la variabilité du systeme HLA (Human Leukocyte Antigen) des
individus, ni la présence d’éventuels épitopes CTL mutés non reconnus au sein des réservoirs. Des
études préliminaires ont permis de montrer que les épitopes CTL viraux précédemment documentés
retrouvés chez des patients chroniquement infectés présentaient en effet des variations par rapport a
la souche virale de référence nommée HxB2'. Ces premiéres observations, confirmées par d’autres??
montrent qu’il n'est pas possible de prédire complétement quels épitopes seront reconnus par les
alléles HLA des patients si des séquences et des épitopes de référence sont pris comme base pour la
simulation. Ces travaux ont également montré I'importance de considérer les alleles HLA de I'h6te dans
les essais vaccinaux contre le VIH. En partant de I’hypothése que les virus archivés sous forme d’ADN
proviral, constituent une partie importante de I'origine de la réplication virale émergente a I'échec ou
al'interruption du traitement antirétroviral (TAR), nous proposons dans ce travail de tenter d’identifier

des épitopes CTL conservés et présentables par le HLA-B présents au sein de I’ADN proviral.

Dans une premiére partie, nous ferons I’état des lieux des connaissances actuelles sur le VIH-1 et des
nouvelles stratégies pour le combattre dans une étude bibliographique plus approfondie. Ensuite, nous
présenterons les résultats d’une étude réalisée sur des virus isolés chez des patients infectés par le
VIH-1 en succes thérapeutique suivis au CHU de Bordeaux, visant a étudier la variabilité des épitopes

contenus dans I’ADN proviral et a identifier des épitopes conservés présentables par le HLA-B.
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Ce travail de thése vient s’inscrire dans le cadre du projet Provir/Latitude 45, initié en 2012 par le
Professeur Hervé Fleury et financé par Merck Sharpe et Dohm, qui a pour objectif final I’élaboration
d’un vaccin lipopeptidique tenant compte du systéme HLA de I’h6te et capable de générer une réponse

CTL suffisamment efficace pour controler la réplication virale émergente a I’arrét du TAR.
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REVUE DE LA LITTERATURE

1. Levirus du VIH-1 et le SIDA

1.1 Origine et découverte du virus de 'immunodéficience humaine

Les premiers rapports de syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) remontent au début des
années 80 lorsque le Centers For Disease Control and Prevention (CDC) signale une épidémie de
pneumonies a Pneumocystis carinii survenant dans un contexte d'immunodéficience profonde chez
des homosexuels a Los Angeles aux Etats-Unis®. Des cas identiques sont rapidement décrits dans
différentes régions du monde, atteignant non seulement les homosexuels, mais aussi les toxicomanes
par voie veineuse, les hémophiles recevant des fractions plasmatiques ou encore les patients
transfusés. Rapidement soupgonnée, I'origine virale de ce syndrome est confirmée grace a lI'isolement
d’un nouveau rétrovirus humain a partir d’'une biopsie ganglionnaire d’'un patient présentant des
signes de SIDA® par Francgoise Barré-Sinoussi dans I’équipe de Pasteur Paris dirigée par le Professeur
Luc Montagnier. Les deux chercheurs recevront conjointement pour cette découverte, le prix Nobel
de Médecine en 2008. Initialement nommé LAV pour Lymphadenopathy associated virus, le virus sera
ensuite renommé VIH pour Virus de l'immunodéficience humaine. Trois ans apreés, un variant du VIH-1

est isolé chez des patients originaires d’Afrique de I’Ouest : il sera nommé VIH-257,

Les études phylogénétiques ont permis de montrer que les virus du VIH-1 et VIH-2 sont apparentés
avec les virus des primates africains : les Virus de I'immunodéficience simienne (VIS). Il est aujourd’hui
clairement établi que plusieurs transmissions inter-espéces de virus simiens a I’homme sont a I'origine
de la pandémie. Les hypotheéses les plus probables consistent a dire que la barriere d’espéce aurait été
franchie lors de chasses, par des morsures de singes infectés, ou encore lors du dépecage de ces
animaux. Le virus se serait ensuite adapté a son héte afin de pouvoir diffuser a travers la population
humaine. Des études menées sur les nombreuses souches de VIS retrouvées dans des échantillons de
selles provenant de singes d’origines géographiques différentes ont permis de montrer que les VIS des
chimpanzés (Pan troglodytes troglodytes et Pan troglodytes schweinfurthii)® et des gorilles d'Afrique
Centrale et Occidentale (Gorilla gorilla)® sont a I'origine du VIH-1. Les différents groupes de VIH-1
décrits actuellement seraient donc le résultat de quatre transmissions zoonotiques indépendantes,
survenues il y a plus d’un siecle dans la partie ouest de I'Afrique Centrale ou siegent les zones de
répartition de leur réservoirl®, Au moins quatre transmissions zoonotiques auraient eu lieu, donnant
naissance aux 4 groupes de VIH-1 actuellement décrits (Figure 1). Le VIH-2 quant a lui est plus

étroitement apparenté aux VISsmm infectant les mangabeys enfumés (Cercocebus atys)*! en Afrique
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de I'Ouest. De la méme fagon que pour le VIH-1, au moins 9 transmissions inter-especes ont été

observées, conduisant a neuf groupes de VIH-2.

VIH-1 0

Tanzaria

N I"HIA

Pan troglodytes troglodytes

Figure 1 - Phylogénie des VIH-1 et origine géographique

d’aprés Leoz et al. 20172

1.2 Diversité du virus de 'immunodéficience humaine

L’analyse des séquences des différentes souches a montré que le VIH-1 et, dans une moindre mesure
le VIH-2, étaient caractérisés par une variabilité génomique trés importante®? associée a une évolution
rapide. La divergence observée entre les souches est la conséquence d’un taux élevé de réplication
associé a l'infidélité de la reverse transcriptase (RT), favorisant un taux de mutation et de
recombinaison important. A ce jour, on distingue 4 groupes de VIH-1 : M (majeur), O (outlier), N (non
M, non O ou new) et P, la vaste majorité des infections a VIH-1 dans le monde étant causée par le
groupe M. Les 3 autres groupes sont retrouvés de maniere beaucoup moins fréquente, cependant la

raison de leur faible diffusion reste méconnue (Tableau 1).

16



Le groupe M est lui-méme divisé en 14 sous types ou clades (Al a A4, A6, B, C, D, F1, F2, G, H, J et K)
dont les séquences nucléotidiques présentent au moins 20% de différences (source : HIV Sequence
Database), la région codant pour les glycoprotéines de surface du virus (env) possédant la plus grande
variabilité génétique. Aux différents sous-types, s’ajoutent des virus recombinants, provenant
d’événements de recombinaison qui surviennent dans des cellules co-infectées par différents sous-
types durant I'étape de rétrotranscription. Le terme de CRF (Circulating Recombinant Form) est utilisé
si le virus recombinant est décrit chez au moins trois personnes non reliées épidémiologiquement
entre elles (exemple : le CRF02_AG est le produit de la recombinaison d’un sous-type A avec un sous-
type G). Les formes recombinantes ne répondant pas a cette regle sont qualifiées d’"URF pour Unique
Recombinant Forms. Aujourd’hui, 90 CRF différents ont été identifiés (source : HIV Sequence Database,

consulté en mars 2018 http://www.hiv.lanl.gov/).

Tableau 1 - Types, groupes et sous types du VIH

Souches*
Type Groupe  Origine ou(::/)es Distribution Commentaires
(1]
M VIScpz 700912 Monde entier ar?c:zlr:::s rIgis\/pec;:isicaéblzrcxjt-i(‘atilaue
P (98,83%) P ’ genetla
importante
o VISgor 2110 Ouest de I'Afrique Diversité génétique importante
VIH-1 (0,30%) Centrale Résistance naturelle aux INNTI
N VIScpz 38 Cameroun Rare, tres peu de cas décrits
P (0,01%) P Hres P
8
P VISgor (<0,0001%) Cameroun Rare, trés peu de cas décrits
Afrique de .
Evolution plus lente
6160 I’Ouest/Centrale + L .
VIH-2 VISsm Transmissibilité plus faible
/ (0,87%) quelques cas en Europe issibilite plus tai

L. Résistance naturelle aux INNTI
USA, Brésil, Japon...

*données issues de la banque de séquences de Los Alamos, Mars 18 (http://www.hiv.lanl.gov/)

Le groupe O représente un groupe a part du fait de sa distribution limitée au Cameroun et aux pays
frontaliers (Ouest de I'Afrique Centrale) ainsi que par son importante variabilité génétique qui a défini
son nom (Outlier). En plus d’étre naturellement résistant aux Inhibiteurs Non Nucléosidiques de la
Transcriptase Inverse (INNTI), le groupe O pose des problemes en termes de diagnostic et de suivi
virologique puisqu’il nécessite des outils moléculaires spécifiques. Sa prévalence au Cameroun est
estimée a 0,6% des infections a VIH-14, mais il n’y a, a ce jour, pas d’explication quant a la diffusion

limitée de ce groupe. A noter que des recombinaisons entre les groupes M et O ont été décrites?®.

Les groupes N et P se retrouvent quasiment exclusivement au Cameroun. A ce jour, seuls quelques

rares cas ont été décrits : une quarantaine pour le groupes N et seulement huit cas pour le groupe P6,
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1.3 Répartition du VIH-1 dans le monde

En fonction de I'ancienneté de I'épidémie dans le pays et en raison des mouvements de populations
(immigration, commerce, voyages, déploiements militaires...), la distribution des diverses formes de

VIH-1 est trés hétérogene (Figure 2).
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M Other CRFs
O URFs

TRENDS in Molecular Medicine

Figure 2 - Distribution des sous-types et des formes recombinantes du VIH-1 M dans le monde

D’aprés Hemelaar et al. 2012Y

Le sous-type C est le plus représenté dans le monde : il prédomine en Inde!® et est responsable de
quasiment 100% des infections en Afrique Australe. Le sous-type B est majoritaire en Europe de
I’Ouest, en Amérique du Nord, en Australie et en Nouvelle-Zélande, bien que la proportion de sous-
types non-B et notamment les sous-types recombinants soit en évolution constante ces derniéres
années®?%, En Afrique subsaharienne, presque tous les sous-types et CRF sont retrouvés, tandis qu’en
Afrique de I'Ouest la majorité des virus sont de type CRF02_AG. L’Amérique du Sud est dominée par le
sous-type B, mais les sous-types F et C sont également observés ainsi que des recombinants B/F. Le
CRFO1_AE domine en Asie du Sud-Est, alors que les sous-types B et C ainsi que des recombinants B/C

sont observés en Chine.

18



1.4 Epidémiologie

D’apres le dernier rapport du Programme Commun des Nations Unies sur le VIH/SIDA (ONUSIDA 2016),
78 millions de personnes ont été infectées par le VIH et 35 millions sont décédées de maladies liées au
sida depuis la découverte du virus il y a 35 ans. Le VIH continue de représenter de par le monde un
probléeme majeur de santé publique, et plusieurs millions de personnes sont encore nouvellement
infectées chaque année. Avec plus de 25 millions de cas, I’Afrique subsaharienne reste la région la plus
touchée : le Swaziland, qui en fait partie, affiche la plus haute prévalence de VIH au monde avec un

taux atteignant les 27%.

Les programmes de lutte contre le VIH, visant notamment a garantir un acces universel a la prévention,
au dépistage et aux TAR, ont permis de réduire de 39% le nombre de nouvelles infections, et de baisser
d’un tiers le nombre de déceés liés au VIH entre 2000 et 2016. Avec pour cible ambitieuse de mettre fin
a I'épidémie de SIDA d’ici a 2030, les états se sont aujourd’hui engagés a atteindre a I’horizon 2020
I’'objectif 90-90-90 fixé par 'ONUSIDA en 2014. Soit : 90% de personnes porteuses du VIH informées
de leur statut, 90% de personnes diagnostiquées ayant acces a un traitement antirétroviral et 90% de

patients traités avec une charge virale (CV) indétectable.
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2.  VIH-1: structure et organisation du génome

Le VIH-1 est un rétrovirus qui appartient a la famille des Retroviridae, du genre Lentivirus. Les particules
rétrovirales sont de forme sphérique et ont un diametre de 80 a 160 nm. Elles possédent une
enveloppe constituée d’une bicouche lipidique qui dérive de la cellule hote dans laquelle sont ancrées
les glycoprotéines d’enveloppe : la glycoprotéine de surface (gpl120) et la glycoprotéine
transmembranaire (gp41). Gp120 et gp 41 s’organisent en trimeres formant une structure en spicule
responsable de l'attachement des virions aux cellules cibles?’. La bicouche lipidique contient
également des protéines provenant de la cellule hote (actine, protéines du complexe majeur
d’histocompatibilité...). L'intérieur de la particule virale comprend une membrane interne, constituée
de protéines de matrice (MA, p17) qui entourent la capside virale (CA, p24) dans laquelle se trouvent

le génome viral, la nucléocapside (NC) et les enzymes nécessaires a la réplication virale (Figure 3).

Glycoprotéine de surface (gp120)

Glycoprotéine transmembranaire (gp41)

Protéase (PR)

ARN viral

Reverse transcriptase (RT)
Intégrase (INT)
Capside (CA, P24)

Matrice (MA, p17)

Figure 3 - Représentation schématique de la structure du VIH-1
Schéma personnel
Son génome, d’une taille d’environ 9,2 kb, est composé de deux copies d’ARN simple brin identiques.
Il contient 9 génes entourés de régions non codantes en 5’ et 3’ : les LTR (Long Terminal Repeat) qui

sont des séquences répétées jouant un réle important dans la transcription du génome viral et dans

I'intégration de I’ADN viral dans le génome de la cellule héte (Figure 4).
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Figure 4 - Génome annoté de la souche de référence du VIH-1 : HXB2

D’apreés HIV sequence database (http://www.hiv.lanl.gov/)

On distingue 3 génes principaux qui sont des genes de structure :

Le géne gag (group-specific antigen) qui code pour une polyprotéine gag qui donnera aprés
clivage par la protéase virale (PR), la MA, la CA, la NC, la protéine p6 qui intervient dans la
libération des virions immatures et enfin les protéines p1 et p2 qui vont avoir une action dans
la régulation du taux de clivage, I'assemblage et le bourgeonnement viral.

Le gene pol (ADN polymerase) qui, en association avec le geéne gag code pour le précurseur
polyprotéique gag-pol ensuite clivé par la PR aboutissant a la production des trois protéines
enzymatiques virales : la RT, I'intégrase (INT) et la PR. La RT permet la conversion de I’ARN viral
monocaténaire en ADN bicaténaire (ADN proviral) tandis que I'INT va permettre son
intégration dans le génome de la cellule hote. La PR permet la maturation des protéines virales
par clivage des précurseurs gag et gag-pol, indispensable a la production de particules virales
infectieuses.

Le gene env qui code pour le précurseur glycoprotéique gp160 qui sera clivé en gp120 et gp41l

composant I'enveloppe virale, et permettant I'entrée du virus dans la cellule héte.

Les autres génes peuvent étre divisés en deux catégories :

Les génes codant les protéines régulatrices: tat (trans-activator of transcription), rev
(regulator of expression of viral proteins) et nef (negative regulatory factor) qui vont intervenir
dans la réplication du virus.

Les génes codant pour les protéines accessoires : vpu (viral protein U), vpr (viral protein R) et
vif (viral infectivity factor) qui interviennent dans la maturation et le relargage des particules

infectieuses (Tableau 2).
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Tableau 2 - Protéines régulatrices et protéines accessoires du VIH-1

Génes

Fonctions

tat
rev

nef

vif

vpr

vpu

trans-activator of transcription
regulator of expression of viral
proteins

negative regulatory factor

viral infectivity factor
viral protein R

viral protein U

Régulation positive de I'expression des génes viraux
Export des transcrits non épissés hors du noyau
Régulation négative de tat, rev et nef

Module I'expression de CD4 et des molécules du CMH-I
Augmente le pouvoir infectieux des particules virales
Pro-réplicatif

Inhibe les activités antirétrovirales d’APOBEC3G
Module le taux de mutation viral lors de la rétrotranscription
Contréle du cycle cellulaire

Import nucléaire du complexe de pré-intégration (CPI)
Diminue I'expression de CD4

Favorise la libération de virions
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3. Cycle de réplication du VIH-1

Afin de se propager et survivre dans son hoéte, le virus du VIH va devoir entrer au sein de la cellule hote

et utiliser la machinerie cellulaire pour établir son cycle de réplication (Figure 5).

L’étape initiale du cycle de réplication correspond a I’entrée du virus dans la cellule hoéte. Il va d’abord
y avoir fixation de la particule virale via la gp 120 au récepteur CD4?? présent a la surface des cellules
cibles. La molécule CD4 est une glycoprotéine appartenant a la superfamille des immunoglobulines qui
permet notamment la reconnaissance des molécules du CMH de type Il (CMH-II) présent a la surface
des cellules présentatrices d’antigene. Elle est principalement exprimée a la surface des lymphocytes
T auxiliaires mais on la retrouve également sur les cellules dendritiques (CD), les macrophages, les
monocytes, les cellules microgliales et les cellules de Langerhans. Ainsi les principaux sites de
réplication du VIH-1 vont étre les organes riches en lymphocytes c’est a dire les organes lymphoides
primaires et secondaires : thymus, rate, ganglion lymphatique, les tissus lymphoides associés aux
mugqueuses, notamment le GALT (tissu lymphoide associé au tube digestif). La réplication virale a
également lieu dans les liquides biologiques (sang, sperme et secrétions vaginales, lait, liquide

broncho-alvéolaire...) et le cerveau.

Bien gu’indispensable a I’entrée virale, le CD4 n’est pas suffisant pour assurer I’entrée du virus dans la
cellule. Des récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG)
appartenant a la famille des récepteurs aux chimiokines sont également nécessaires. Deux co-
récepteurs principaux ont été identifiés : CCR5232* (C-C chemokine receptor type 5) et CXCR4% (C- X-C
chemokine receptor type 4). L’utilisation de I'un ou de l'autre permet de définir le tropisme viral. Les
clones viraux qui utilisent le CXCR4 comme corécepteur sont appelés « CXCR4-tropiques » ou X4 ou
encore « lymphotropiques » car principalement exprimé a la surface des lymphocytes. Les clones R5
ou « CCR5-tropiques» ou encore « monocytotropiques» quant a eux reconnaissent
préférentiellement le CCR5 qui est exprimé principalement a la surface des macrophages, monocytes
et CD. Certaines souches sont capables d’utiliser les deux corécepteurs avec une efficacité comparable.
Elles sont alors qualifiées de souches a « tropisme double » ou « CXCR4/CCR5-tropiques », qu’il faut
distinguer du tropisme dit « mixte » des patients infectés par une population de virus a tropismes
différents. De nombreuses études ont montré que le tropisme des populations virales évolue au cours
de I'histoire naturelle de I'infection par le VIH-1 : les souches R5 sont transmises plus efficacement que
les souches X42¢ et sont donc majoritaires au stade précoce de I'infection, tandis que les souches X4
ont tendance a dominer en phase plus tardive?’. De facon intéressante, une mutation dans le géne
CCR528 connue sous le nom de CCR5A32 conduit a I'arrét prématuré de la synthése du corécepteur, et

donc, a I'état homozygote, confere une résistance a l'infection par le VIH-1. Cette mutation est
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présente uniquement dans la population caucasienne, a une fréquence estimée de 1% (entre 10% et

18% a I’état hétérozygote).

Le virus va donc d’abord se fixer au récepteur CD4 via la gp 120 ce qui va induire des changements
conformationnels de cette derniére qui va alors exposer ses sites de fixation aux corécepteurs CCR5
ou CXCR4. Le complexe formé entre la gp120, le CD4 et le corécepteur entraine un nouveau
réarrangement architectural qui libére la sous-unité gp41 conduisant a I'insertion de son peptide de
fusion dans la membrane plasmique. Cela aboutit a la fusion des membranes virales et cellulaires et a

la libération de la capside virale dans le cytoplasme de la cellule cible.

Ensuite il va y avoir libération du génome viral par décapsidation et, de facon quasi simultanée,
rétrotranscription de I’ARN viral en ADN proviral double brin par la RT. Ces étapes permettent la
formation du Complexe de Pré-Intégration (CPI) qui contient I’ADN double brin viral, des protéines
virales et des protéines cellulaires. Ce CPI va étre activement transporté vers le noyau ol il sera
importé, via un transport actif par les pores nucléaires. L’ADN viral est alors pris en charge par I'INT et
va étre intégré de facon stable via la liaison des LTRs au génome cellulaire?®. On sait que I’ADN viral
s'intégre de préférence dans des zones transcriptionnellement actives mais sans préférence pour une
région chromosomique précise®. En I'absence d’intégration, ’ADN proviral peut se retrouver dans la
cellule sous forme linéaire (ADNL) rapidement dégradée ou sous forme circulaire (cercle a 1-LTR ou a
2-LTR). Le réle exact de cet ADN viral non intégré demeure encore une énigme. Une fois le provirus
intégré, il va pouvoir rester latent pendant une longue période et il constitue alors le réservoir viral. A
tout moment, sous |'action activatrice de tat, il va pouvoir utiliser la machinerie cellulaire pour se

répliquer : le génome rétroviral est alors transcrit comme n’importe quel gene cellulaire.

Le processus de transcription est scindé en deux étapes : une premiéere étape qui permet la production
d’une faible quantité d’ARN messagers (ARNm) viraux qui seront ensuite multi-épissés et exportés vers
le cytoplasme pour former les protéines de régulation tat, nef et rev. La deuxiéme étape a lieu sous
I'action activatrice de tat et va entrainer la production d’une grande quantité d’ARNm mono-épissés,
qui donneront les protéines env, vif, vpu et vpr et, non épissés qui fourniront les précurseurs
protéiques gag et gag-pol. Ces ARNm sont ensuite traduits en polyprotéines qui apres maturation par

la PR, donneront les protéines de structure, les protéines accessoires et les enzymes virales.

Le cycle de réplication du VIH-1 se termine par I'assemblage et le bourgeonnement de nouvelles
particules virales a partir de la membrane plasmique. C'est un processus complexe qui a lieu sous la
direction du précurseur gag p55 et qui nécessite I'intervention du complexe de protéines cellulaires

endosomal sorting complex required for transport (ESCRT)3L. Ce complexe est habituellement utilisé
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par la cellule pour la formation de vésicules a I'intérieur des endosomes et pour la scission des
membranes plasmiques au cours de la division cellulaire. Lors de I'infection par le VIH-1, il est redirigé
par le virus au niveau du site d’assemblage des particules virales pour permettre le bourgeonnement
des virions. De fagon concomitante, les précurseurs gag et gag-pol sont clivés par la PR pour donner

les protéines du virus qui constitueront les particules virales infectieuses.
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Figure 5 - Cycle de réplication du VIH-1

D’aprés Laskey et al. 201432



4. Physiopathologie de l'infection par le VIH-1

Le VIH-1 est majoritairement transmis par voie sexuelle via les voies génitales ou la muqueuse rectale.
Il peut également étre transmis par voie sanguine, notamment via les produits dérivés du sang et par
échange de seringues contaminées, ou encore de fagon verticale de la mére a I'enfant, au cours de la
grossesse, I'accouchement ou lors de I'allaitement. Le risque de transmission est directement corrélé
ala CV, d’ou la nécessité d’obtenir I'indétectabilité chez les personnes vivant avec le VIH (PvVIH) afin

de réduire sa transmission.

En I'absence de prise d’'un TAR, I'infection va évoluer en trois phases (Figure 6).
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D’aprés An and Winkler 201033

27



4.1 La primo-infection

C'est la phase qui survient juste aprés la contamination. Elle correspond a la dissémination du virus
dans I'organisme. Elle s’accompagne dans 50 a 80% des cas d’'un syndrome mononucléosique ou un
syndrome pseudo-grippal. Il peut étre aussi totalement asymptomatique. Sur le plan virologique, il va
y avoir une réplication active du virus facilitée par I'absence de réactions immunes spécifiques, et la
CV plasmatique va atteindre son maximum en quatre semaines environ. La réplication intense du virus
va également permettre la constitution du réservoir viral dés les premiers jours de I'infection34. Sur le
plan biologique, le pic virémique s’accompagne d’une déplétion rapide mais transitoire des
lymphocytes T CD4+ puis de I'installation d’une réponse immunitaire cellulaire et humorale spécifique.
Il va y avoir production d’anticorps neutralisants dirigés contre les protéines du virus, et production de
lymphocytes T CD8+ cytotoxiques qu’on appellera CTL spécifiques du VIH-1. L’ensemble va conduire a
une diminution de la CV plasmatique jusqu’a une valeur seuil nommée « set point », variable selon les

individus.

4.2 La phase asymptomatique

Cette phase est également nommée phase de latence clinique du fait de son caractére
asymptomatique. Sa durée peut varier de 2 a 15 ans en 'absence de TAR. Durant cette phase, on
observe un équilibre entre le virus et le systeme immunitaire. La CV se stabilise : le systéme
immunitaire, grace au renouvellement constant du stock de lymphocytes T CD4+, contrdle la
réplication virale sans pour autant pouvoir I'éradiquer. Le virus continue de se répliquer, ce qui
provoque un état d’activation immunitaire chronique. Au cours des années, le systéme immunitaire
finit par s’épuiser et les organes lymphoides n’arrivent plus a compenser la déplétion lymphocytaire.
Le taux de lymphocytes CD4+ va alors lentement diminuer jusqu’a devenir inférieur a 200 cellules par

millilitre, seuil généralement associé au développement des premiéres manifestations opportunistes.

4.3 Le stade SIDA

Le déclin du taux de lymphocytes CD4+ et de la réponse immunitaire va entrainer une ré-ascension de
la CV. Le systeme immunitaire totalement affaibli n’est alors plus capable de protéger I'organisme, le
rendant vulnérable a de multiples infections opportunistes (bactériennes, virales, fongiques et
parasitaires) et au développement de cancers (lymphomes malins non Hodgkiniens, sarcomes de

Kaposi). Cette phase va aboutir en quelques mois au déces.
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4.4 Cas particulier des patients « controllers »

La majorité des patients infectés par le VIH-1 va inévitablement, en |‘absence de traitement, progresser
vers le stade SIDA. Cependant, une minorité de patients (<1%) parviennent a contréler spontanément
la réplication virale en I'absence de traitement (Figure 7). En effet, ces patients appelés controllers
parviennent naturellement a maintenir une CV faible (CV < 2000/mL) pour les patients « suppresseurs
virémiques », voire méme indétectable (CV < 50 copies/mL) pour les « elites controllers »3>3%, Ces
derniers garderont un taux élevé de lymphocytes T CD4+ et ne développeront pas (ou trés peu) de
maladie opportuniste. Les mécanismes précis mis en jeu pour controler I'infection ne sont toujours pas
élucidés et restent un enjeu majeur de la recherche sur le VIH. Plusieurs études suggerent que la
réponse cellulaire T CD8+ jouerait un réle majeur dans ce contréle. En effet, il existe chez ces patients
une surreprésentation de certains alléles du CMH de classe | tels que le HLA-B*27 et le HLA-B*57 37:38,
De plus, ce groupe de patients présenterait une réponse T CD8 + ou encore appelée réponse CTL plus
forte que chez les non controllers : leurs CTL seraient doués d’'une capacité de prolifération plus
importante en réponse aux antigénes du VIH-1 et posséderaient une capacité de cytotoxicité

supérieure340,
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Figure 7 - Différents types d’évolution de la maladie VIH

D’aprés Martinez et al. 2008
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5. Leréservoir du VIH-1

5.1 Définition du réservoir viral

Bien que les TAR permettent aux patients adhérents de contréler I'infection par le VIH-1 et d’obtenir
une CV indétectable, l'interruption du traitement entraine invariablement*? et dans un délai plus ou
moins long®, la réapparition d’une réplication virale détectable, car le VIH-1 persiste dans des
réservoirs latents viraux. Ces réservoirs peuvent étre définis comme un type de cellule ou un site
anatomique ou le virus persiste sous forme d’'un provirus latent ne s’exprimant peu ou pas, lui
permettant ainsi d’échapper au systeme immunitaire. lls constituent donc un obstacle majeur a

|'éradication virale.

La latence du VIH-1 correspond en fait a I'intégration dans le génome de la cellule hote, de provirus
latents intacts et transcriptionnellement silencieux mais ayant conservé leur capacité de réplication.
Ces cellules ne produisent pas de particules virales a I'état de repos, mais sont capables de générer des
nouveaux virions infectieux en réponse a leur activation par divers stimuli, et sont donc a I'origine du

rebond viral observé a I'arrét du TAR.

Cette latence s’établit trés tot dans I’histoire de I'infection naturelle par le VIH-1%* : des études menées
sur des primates non humains (NHP) suggérent que le réservoir latent s'établit dans les 3 jours suivant
I'infection, et qu’une détection et un traitement précoce seraient insuffisants pour prévenir
I'établissement de la latence®. D’autres études réalisées chez ’hommes ont confirmé que l'initiation
rapide d’'un TAR ne pouvait empécher I'établissement du réservoir mais qu’elle pouvait en limiter sa

taille*®47,

On distingue deux sources principales qui contribuent au réservoir viral*® :
- le réservoir cellulaire représenté par des cellules quiescentes hébergeant la latence virale
majoritairement représenté par les T CD4+ mémoires*°.
- les compartiments anatomiques, également appelés « sanctuaires » peu ou pas accessibles
au systeme immunitaire et aux TAR, qui comprennent notamment le systéme nerveux central
(SNC), le tissu lymphoide dont le GALT et le tractus génital (voir Figure 8). De plus la CV dés le
début de la primo-infection est beaucoup plus importante dans le GALT que dans le

compartiment sanguin par exemple.
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Adapté d’aprés Avettand-Fénoél et al*°

Bien que, pour des raisons pratiques évidentes, la plupart des études sur les réservoirs du VIH se
concentrent sur les lymphocytes T périphériques infectés latents, la majorité du réservoir est localisée
dans les sanctuaires et particulierement dans les tissus lymphoides. La distinction entre réservoir
cellulaire et sanctuaires est importante, car les thérapies qui seraient efficaces contre un réservoir
cellulaire latent pourraient ne pas I'étre contre les virus produits par un compartiment donné et vice

versa notamment en raison d’une mauvaise pénétration des drogues.

5.2 Meécanisme d’établissement de la latence

Il existe deux types de latences appelées pré-intégratives ou transcriptionelles, selon qu’elles aient lieu
avant ou aprés intégration du génome viral dans le génome de son héte®?. La latence pré-intégrative
survient suite a un blocage partiel ou complet du cycle viral avant I'intégration du virus dans le génome
hote par exemple a cause d’un défaut en dNTPs (DéoxyNucléotide Triphosphates) dans les cellules

métaboliquement inactives. La latence post-intégrative ou transcriptionelle survient elle, apres
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intégration dans le génome hote et résulte d'une combinaison de mécanismes moléculaires qui vont
conduire a la mise en pause de I’ARN polymérase 11°?:

i modifications de I'organisation chromatinienne en nucléosomes a proximité des sites
d’initiation de la transcription, ce qui empéche I'accés des facteurs de transcription au
promoteur.

. modifications épigénétiques de la structure de la chromatine via des modifications post-
traductionnelles des molécules d’histones, notamment méthylations et déacétylation>3
réduisant I'accessibilité des facteurs de transcription et de ’ARN polymérase II.

iii. répression de tat ce qui empéche son accumulation indispensable a I'activation de la
transcription virale.

iv. Défaut en facteurs de transcription : exemple : séquestration de NF-kB (nuclear factor kappa B)

dans le cytoplasme.

5.3 Maintien du réservoir quiescent

Comme déja évoqué, le principal obstacle a I’éradication compléte du virus et donc a la guérison de
I'infection par le VIH-1 est ce réservoir stable de provirus latent dans les cellules CD4+ au repos. Les
mesures directes du réservoir latent chez les patients sous TAR ont montré un taux de décroissance
trés lent® (T, = 3,7 ans). Il faudrait alors 73 ans sous cART>* pour éradiquer un réservoir constitué de
10° cellules, ce qui est complétement inenvisageable, si tant est que cela soit possible. La
compréhension de la nature et des caractéristiques des réservoirs latents est donc la clé pour trouver
un moyen de les purger et permettre la conception de nouvelles approches thérapeutiques visant a
guérir du VIH-1. Pour cette raison, les réservoirs du VIH-1 sont actuellement au cceur des travaux de

recherche scientifique.

Les mécanismes expliquant la stabilité du réservoir viral ne sont pas encore totalement élucidés. Une
hypothése, bien que controversée, serait la persistance d’une réplication a tres faible niveau dans les
sites sanctuaires réapprovisionnant périodiquement le réservoir latent, cependant la littérature reste
trés contradictoire sur ce sujet>>°%, Un des arguments en faveur de cette hypothése serait la faible
pénétration des TAR qui ne permettrait pas d’atteindre des concentrations suffisantes pour controler
la réplication. Mais ce mécanisme n’explique pas pourquoi il n’existe pas d’évolution des séquences
virales dans le plasma ou les cellules méme aprés des années sous TAR®’. De méme, elle ne permet pas
d’expliquer pourquoi il n'y a pas d’apparition de mutation de résistance malgré un TAR efficace. Le
réservoir latent pourrait également étre maintenu grace a la longévité et la prolifération
homéostatique des lymphocytes T mémoire infectés. Enfin, selon une hypothése plus récente, le

maintien du réservoir clonal pourrait étre di a I'expansion clonale du réservoir cellulaire latent>-°2,

32



Bien que les mécanismes ne soient pas clairs, il semblerait que l'intégration dans certains genes
favoriserait la persistance et la prolifération cellulaire®? et engendrerait une expansion clonale des
cellules infectées (Figure 9). Ainsi, le maintien des génomes infectieux se ferait par expansion clonale

des lymphocytes T CD4+ ce qui expliquerait la faible variabilité virale observée a I'interruption du TAR.

B Provirus integration (here in the opposite transcriptional orientation as the gene)

EV—r It i

Figure 9 - Expansion clonale du VIH-1 a partir de sites d'intégration identiques

D’aprés Mullins et al. 201762

Par ailleurs, la présence de provirus « défectifs » incomplets chez les patients infectés par le VIH-1 a
été bien documentée ces dernieres années. lls représenteraient plus de 90% des provirus dans le sang
périphérique®® et seraient le résultat d'altérations génétiques létales comme par exemple des
hypermutations G vers A induites par I’Apolipoprotein B Editing Complex 3G (APOBEC3G). Leur réle
dans le maintien du réservoir quiescent est encore controversé : le consensus actuel tend a dire que
ces derniers sont des produits sans issue incapables de se répliquer qui représentent donc
collectivement un « cimetiere » de virus. D’autres auteurs proposent que ces provirus ne sont pas
défectifs au sens strict du terme, mais qu’ils représenteraient plutot des formes incompléetes de
provirus capables d’exprimer certaines protéines comme gag, pol, et nef mais sans exprimer de virus
infectieux®*. Se pose alors la question de I'intérét de leur élimination dans les stratégies d’éradication

du VIH-1.

33



6. « HIV cure » : comment peut-on espérer se débarrasser du VIH ?

Les TAR mis sur le marché ces dernieres années ont permis une augmentation significative de
I’espérance de vie des PvVIH, en réduisant significativement la morbidité et la mortalité associées a
I'infection par le VIH. Cependant, leurs objectifs a I’heure actuelle sont I’'obtention et le maintien d’une
CV plasmatique < 50 copies/ml sans permettre une guérison. De plus tous les TAR (a I'exception de
Enfuvirtide) relévent d’une administration par voie orale et nécessitent une observance rigoureuse
sous peine de favoriser I'apparition de souches virales résistantes, exposant a un risque d’échec
thérapeutique. L’'instauration de la prescription de TAR a visée prophylactique (Prophylaxie pré-
exposition PrEP) se heurte au méme probleme : des études confirment que les échecs observés par
insuffisance de protection sont a rattacher en grande partie a un déficit d’observance®. Ces difficultés
ont conduit au développement de formulations de TAR a longue durée d’action (TAR-LA)®® permettant
une injection par mois, voire tous les deux mois. Les TAR-LA sont non seulement destinés a remplacer
la prise quotidienne de comprimés (et donc améliorer I’observance), mais aussi a réduire la variabilité
de la pharmacocinétique des TAR, tout en minimisant leur toxicité et en améliorant leur
biodistribution. A I’'heure actuelle, deux nouvelles formulations sont en cours d’évaluation de phase Il
chez ’lhomme sous la forme de nanosuspensions injectables : un inhibiteur d’intégrase, le cabotégravir
et un inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse, la rilpivirine. Cependant malgré leurs
avantages incontestables, ces nouvelles formulations galéniques ne permettront pas d’obtenir la

guérison.

On distingue aujourd’hui la guérison "fonctionnelle" de la guérison « virologique ». La guérison
« fonctionnelle », ou rémission, correspond a un état de contrdle stable et durable de I'infection, qui
permettrait de vivre sans traitement et sans symptome de la maladie malgré la persistance d'infimes
traces de virus. La guérison "virologique" est caractérisée par I'éradication complete du virus de

I'organisme. Deux objectifs donc, mais avec une ambition différente (Tableau 3).

Tableau 3 - Deux types de guérison du VIH-1 : guérison virologique et fonctionnelle

Guérison "virologique" Guérison "fonctionnelle"
Eradication Controle
Elimination de toutes les cellules infectées Controle de I'infection a long terme sans TAR
ARN <1 cp/ml ARN <50 cp/ml
Ex : allogreffe de moelle (patient de Berlin) Ex : controllers
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Ainsi, la recherche s’articule sur deux tableaux. Dans un futur proche, une guérison “virologique”
pourrait représenter un objectif intermédiaire raisonnable. L'étude des patients controllers qui sont
capables de contréler la réplication en I'absence de TAR, a montré que ce degré de contrble nécessite
a la fois une puissante réponse immunitaire spécifique du VIH-1 et une faible taille du réservoir. Le
premier peut étre atteint avec des vaccins thérapeutiques ou autres immunothérapies. Tandis qu’'une
limitation de la taille du réservoir peut étre obtenue grace a une initiation précoce du TAR ou via des

stratégies de type « Shock and Kill ».

6.1 La guérison "virologique"

6.1.1 La greffe de moelle osseuse

C'est, a ce jour, la stratégie qui a permis I'unique cas de guérison au monde du VIH-1. Il s’agit de
I’américain Timothy Brown, également connu comme « the Berlin patient »%’. Diagnostiqué séropositif
en 1995, il développe en 2007 une leucémie aigué lymphoide (LAL) nécessitant une greffe de cellules
souches hématopoiétiques (CSH). Son hématologue a la bonne idée d’identifier un donneur HLA-
identique homozygote pour I'allele CCR5A32, empéchant I'expression du CCR5 a la surface des cellules
et rendant celles-ci résistantes au VIH-1, du moins aux souches de tropisme R5. Alors que le TAR avait
été arrété pour la réalisation de la greffe, la CV du patient est demeurée indétectable, méme sans la
reprise du TAR. L'ADN proviral est quant a lui devenu indétectable 62 jours post-greffe, lorsque le
chimérisme complet a été atteint. En 2011, le patient de Berlin est officiellement déclaré guéri de
I'infection a VIH-1%8 et aujourd’hui, plus de dix aprés la greffe, aucune trace du virus n’a pu étre mise
en évidence avec les technologies actuellement disponibles. Ce premier cas de guérison a engendré
un élan d'espoir incommensurable pour la communauté scientifique. Cependant le succés de cette
stratégie est limité par un risque de complications élevé et une disponibilité limitée des donneurs HLA
compatible porteurs de la mutation (1% de la population caucasienne), ainsi que par le risque de
sélection de souches X4 ou de souches a tropisme double. A ce jour, 6 autres cas de greffes de CSH
avec des donneurs CCR5A32 homozygotes ont été rapportés dans la littérature, tous soldés par un

échec.

6.1.2 La thérapie génique

Le cas du patient de Berlin a ouvert une fenétre sur un espoir de guérison et sur le potentiel
de la thérapie génique cellulaire pour contrdler I'infection par le VIH-1. Depuis quelques
années, les chercheurs se sont donc penchés sur la mise au point d’outils d’ingénierie génomique

visant a inactiver ou supprimer un gene voire de le remplacer par un autre. Technologies
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particulierement intéressantes pour reproduire la mutation CCR5A32 ou encore cibler
directement le provirus dans les cellules latentes®7°. Parmi ces outils on retrouve les
technologies ZFN (Zinc Finger Nucleases) et TALEN (Transcription Activator-like Effector Nuclease) qui
font intervenir une nucléase reconnaissant I’ADN a couper. Plus récemment, la révolution CRISPR/Cas9
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) plus précise, plus rapide et surtout moins
chére, est capable d’identifier directement I’ADN grdce a un ARN guide. Des essais ciblant CCR5 et/ou
CXCR47174 réalisés dans des cellules primaires, chez I’lanimal et méme chez ’lhomme, ont d’ores et déja
montré des résultats encourageants, notamment concernant la CV et le taux de lymphocytes T CD4+.
D’autres travaux utilisant les mémes outils ont tenté d’éradiquer I’ADN proviral des réservoirs en
utilisant des séquences cibles spécifiques du VIH-17>"77 ou, plus récemment, de certaines régions trés
conservées dans les LTR du VIH-178. Ces études ont révélé que, de maniére générale, les techniques
d'édition génique peuvent prévenir en partie la réplication du virus dans les cellules T CD4+ sans
pouvoir totalement I'éliminer. En effet, il semblerait que le VIH-1 serait capable de rapidement

échapper aux techniques d’éditions géniques en adaptant son génome pour échapper aux attaques’.

6.1.3 Réversion de la latence virale : « Shock and Kill »

Le principe de cette stratégie consiste a purger les provirus intégrés dans les cellules latentes

constituant les réservoirs du VIH-1. Cette stratégie s’articule en deux étapes (Figure 10).
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Figure 10 - Principe de la stratégie « Shock and Kill »
D’aprés Kim et al.®°
La premiere étape consiste a réactiver le virus en utilisant des « agents réverseurs de latence » (LRA
pour Latency-Reversing Agents) qui permettent d’inverser la latence et de « réveiller » le virus®®#, Une

fois le virus transcriptionnellement actif, il devient accessible aux TAR et peut étre reconnu et détruit

par le systéme immunitaire.
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e Shock : réactivation pharmacologique du VIH latent

Divers LRA sont capables d’inverser le mécanisme de latence du VIH-1 : ils peuvent agir sur différentes
voies, entrainant ainsi une augmentation de la transcription du VIH et/ou de la production de virions
(Tableau 4). Ainsi de nombreuses molécules, majoritairement des anti-cancéreux, sont ou ont été
testées dans des essais thérapeutiques chez des PvVIH. C'est par exemple le cas du vorinostat®! et de
la romidepsin®?, puissants inhibiteurs des histones déacétylases (HDACi), une enzyme qui intervient
dans le maintien de la latence du virus. Le disulfiram, un médicament utilisé depuis plus de soixante
ans pour lutter contre la dépendance alcoolique a également montré sa capacité a activer la

transcription du VIH-1 dans les cellules latentes en interagissant avec la voie PI3K/Akt®3.

e Kill : destruction des cellules infectées

D’apres les premieres données, les LRA semblent représenter une piste prometteuse vers la guérison,
mais il apparait qu'une intervention supplémentaire pour détruire ces cellules infectées soit
nécessaire. En effet, globalement ils permettent d’activer efficacement la transcription virale et
d’augmenter significativement I’ARN viral dans les cellules T CD4+ voire méme dans certains cas I’ARN
plasmatique, mais ils ne suffisent pas pour diminuer significativement la taille du réservoir du VIH-184,
La aussi, de nouvelles approches intervenant notamment au niveau des protéines du VIH-1 qui
interagissent avec les voies de signalisation intracellulaires conduisant a la mort cellulaire sont a I'essai.
Par exemple, des travaux sont actuellement en cours pour tester |'efficacité du venetoclax, un
antagoniste du facteur anti-apoptotique cellulaire BCL2 (B-cell lymphoma 2). En effet, des études
préliminaires ont montré que son expression était augmentée dans les cellules infectées par le VIH-1

dans le but de prévenir I'apoptose induite par la PR virale®.

6.2 La guérison "fonctionnelle"

6.2.1 Initiation d’un TAR la plus précoce possible

En septembre 2015, I'OMS annonce que « toute personne infectée par le VIH devrait commencer le
traitement antirétroviral le plus t6t possible aprés le diagnostic ». En effet, de nombreuses études
évaluant les effets a long-terme de la mise en route d’un TAR immédiate versus différée®?’ ont
clairement démontré le bénéfice de I'instauration rapide d’'un TAR. Elle permet non seulement une
baisse de la morbi-mortalité avec notamment une diminution majeure du risque de survenue
d’évenement grave ou de décés, mais aussi une meilleure préservation du systéme immunitaire, avec
notamment le maintien ou une restauration d’'un nombre de CD4 > 500/mm3. Une initiation précoce

constitue également un moyen performant de réduction du risque de transmission du VIH-1. D’un
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point de vue virologique, I'instauration précoce d’un TAR permet de diminuer la taille du réservoir®#°,
paramétre prédictif du délai avant le rebond viral observé a I'arrét du TAR. Cependant, le délai
d’instauration du TAR permettant d’'impacter I'établissement du réservoir viral n’est pas clairement
établi. En effet, il existe trés peu d’études a ce sujet, du fait de la difficulté d’un suivi de patients a un
stade treés précoce de I'infection. Il semblerait qu’il y aurait une décroissance de I’ADN viral intégré
d’autant plus importante que le traitement est débuté précocement®. Ces observations sont

particulierement intéressantes pour les nouveau-nés de meres infectées.

6.2.2 Lastratégie « Block and Lock »

Récemment, une nouvelle approche a été proposée. C'est la stratégie « Block and Lock », qui, a
I'inverse de la stratégie « Shock and Kill », consiste a piéger le virus dans la cellule héte en induisant
une latence irréversible (Figure 11). Des résultats prometteurs ont d’ores et déja été obtenus avec le
didehydro-Cortistatin A (dCA), un inhibiteur de la protéine tat®’. Dans la cellule héte, la protéine tat
virale se lie a I'ARNm du VIH-1 et recrute efficacement les facteurs transcriptionnels nécessaires au
promoteur du VIH pour initier la transcription virale. Elle est donc indispensable a la réplication du
virus. En bloquant cette protéine, I'équipe du Pr Susana Valente a montré que I'ajout de dCA a des
souris sous TAR efficace, permettait de retarder et de réduire significativement les niveaux de rebonds

viraux lors de l'interruption du traitement®?.
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Time
Figure 11 - Principe de la stratégie « Block and Lock »

D’aprés Kessing et al.*?
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Une autre fagon de définitivement réduire au silence le virus est d’utiliser des petits ARN interférents
(siRNA pour « small interfering RNA ») ou des ARN dits « en épingle a cheveux » (shARN pour « short
hairpin RNA ») qui vont permettre d’inhiber I'expression de certains genes du VIH-1 indispensables a

sa réplication. Ces approches sont pour I'instant encore qu’a I'état de recherche.

6.2.3 Limmunothérapie

Ces dernieres années, 'immunologie a révolutionné les options thérapeutiques en oncologie, en
neurologie et dans de nombreuses autres pathologies infectieuses. Elle a pour but de contréler
I'inflammation, prévenir I'activation immunitaire ou encore promouvoir les réponses immunitaires
efficaces. Dans la lutte contre le VIH-1, 'immunothérapie a également fait son apparition depuis de

nombreuses années. Des approches diverses et variées sont ou ont été étudiées.

Une premiére approche consiste a induire la réponse immunitaire antivirale non spécifique. Elle peut
se faire via I'administration de cytokines : par exemple I'interleukine 12 (IL-12) va induire la production
d'interféron de type Il (IFN-y) par les lymphocytes T et les cellules Natural Killer (NK) et augmenter leur
capacité cytotoxique. L'administration d’IL-2 permet elle, d’augmenter le taux de lymphocytes T CD4+
circulants et I'activité cytolytique des lymphocytes T CD8+%. Les effets de I'IL-7, I'IL-15 et I'lL-21 ont
également été étudiés. Une autre stratégie consiste a utiliser des anticorps monoclonaux dirigés contre
les protéines PD-1 et son ligand PD L-1 ou CTL-4 (pour « Programmed Cell Death 1 » et « Cytolytic T-
Lymphocyte Antigen 4 » respectivement). Ces anticorps, appelés « anticorps inhibiteurs des
checkpoints immunitaires », vont permettre de lever le blocage de la réponse immunitaire observé au
cours de l'infection par le VIH-1 et ainsi permettre la destruction des cellules infectées par le systeme

immunitaire®.

Une autre approche vise a stimuler la réponse spécifiquement dirigée contre le VIH-1. Pour y parvenir,
plusieurs options sont envisageables. Il est possible d’agir au niveau de la réponse cellulaire T : c’est
une des bases de la vaccination thérapeutique qui sera développée dans un chapitre a part (voir
paragraphe 0). Une autre option, trés prometteuse, est le développement d’une nouvelle génération
d’anticorps nommés bNAbs pour « broadly neutralizing antibodies ». Ces anticorps sont développés
uniquement par une faible proportion de patients (appelés « neutralisateurs élites ») et apparaissent
en général plusieurs années aprées le début de I'infection. A I'inverse des anticorps retrouvés chez la
plupart des PvVIH, ils possedent un puissant pouvoir neutralisant actif sur une grande variabilité de
souches de VIH-1. Les avancées technologiques de ces dernieres années ont permis de produire

synthétiqguement ces anticorps afin de les utiliser pour contrdler la CV et la progression de la maladie®*.
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6.2.4 Vaccination thérapeutique

Le principe de la vaccination thérapeutique est de renforcer la réponse immunitaire spécifiquement
dirigée contre le VIH-1 chez des patients déja infectés dans le but d’obtenir un meilleur contrdle de

I'infection. C'est une forme d'immunothérapie active qui est déja largement utilisée en cancérologie.

Le concept d’'immunisation thérapeutique comme traitement du VIH a été proposé pour la premiére
fois par Jonas Salk peu aprés la découverte du virus®%, mais sans succes. Ce dernier a suggéré que la
longue période séparant la primo-infection du stade sida était due a une réponse immunitaire
spécifique qui, si elle était renforcée permettrait de ralentir la progression de la maladie. Depuis, de
nombreuses constructions vaccinales ont été testées mais les résultats obtenus ne sont pas a la
hauteur des espérances placées dans cette stratégie. En effet, jusqu’ici, aucun vaccin thérapeutique

n’a eu la capacité de limiter le rebond viral a I'arrét du TAR.

Il existe deux stratégies principales d’élaboration d’un vaccin thérapeutique. D’une part les vaccins
inducteurs d’anticorps neutralisants : on sait que la région env qui code la gp41 et la gp120 contient
des épitopes majeurs cibles des anticorps neutralisants. Cependant ces épitopes sont trés peu
immunogenes car, en plus d’étre masqués ils sont d’une variabilité extréme, rendant complexe
I’élaboration d’anticorps neutralisants actifs sur les isolats primaires du VIH%’. D’autre part, les vaccins
inducteurs de réponses d'immunité cellulaire qui vont permettre de stimuler la réponse CTL. C'est une
stratégie particulierement intéressante puisque les CTL représentent un des principaux effecteurs de
la lutte antivirale. Comme déja évoqué, I'importance de la réponse CTL dans l'infection par le VIH-1 a
été démontrée grace a I'étude des patients controllers et des patients en primo-infection®®®°. Des
résultats prometteurs ont par ailleurs été obtenus dans un modéle de NHP ou les cellules T CD8 +
induites par le vaccin contrdlaient la réplication du VIS'®, Sur ces observations, et du fait de la
complexité de la mise au point d’anticorps neutralisants, de nombreux vaccins visant a induire une
réponse immunitaire spécifique et efficace sont en cours de développement, et la plupart d'entre eux
sont destinés a promouvoir la réponse CTL. C'est par exemple le cas du vaccin HIV Lipo 5 développé
par I'Agence Nationale de Recherche sur le Sida et les hépatites virales (ANRS). Ce vaccin
lipopeptidique est constitué de 5 peptides, tous identifiés a partir de la souche de référence du VIH-1
HxB2 (gag(17-35), gag (253-284), nef(66-97), nef(116-45), pol(325-355))%01-193, Chaque peptide est
couplé a un groupement palmitoyl-lysylamide qui permet de faciliter I'entrée dans les CD présentant
I'antigene et qui améliore I'immunogénicité du vaccin. Sa capacité a induire une réponse cellulaire
spécifique a été étudiée dans divers essais cliniques chez les NHP%4 et chez des volontaires sains!®®,

Les résultats obtenus sont pour l'instant assez mitigés.
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Pour conclure, de nombreuses stratégies thérapeutiques sont actuellement a I'étude. Mais bien que
certaines d’entre elles soient prometteuses, |'espoir de guérison du VIH-1 semble encore loin. On peut
imaginer que de la méme fagon qu’une trithérapie antirétrovirale a été nécessaire pour contréler la
réplication du virus, il faudra moduler différentes approches pour enfin arriver a un contréle définitif

du réservoir.
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Tableau 4 - Résumé des nouvelles stratégies thérapeutiques du VIH-1

Mode d'action

Avantages/Inconvénients

Greffe de moelle
osseuse

— Greffe de CSH avec des donneurs CCR5A32 homozygotes

Unique cas de guérison chez le "patient de Berlin" mais rebond viral dans les autres tentatives
Faible prévalence du phénotype CCR5A32 dans une population HLA compatible
Effets indésirables séveres voir fatals du conditionnement

Thérapie génique

— Ciblant les récepteurs ou corécepteurs du VIH-1 (ZFNs,
TALENS ou CRISPR/Cas9)

— Ciblant le génome du VIH-1

(ZFNs, TALENS ou CRISPR/Cas9)

Risque d'un changement de tropisme de CCR5 to CXCR4 ou inversement
Probleme éthique de I'édition génique

Développement de souches résistantes

Probleme éthique de I'édition génique

— Inhibiteurs des histones déacétylases (HDACi) (acide
valproique, vorinostat, panobinostat, romidepsin)

Active la transcription du VIH-1/Action sur la taille du réservoir latent contreversé

Guérison Faible efficacité et peu spécifique (acide valproique)
"virologique" . . . Réactivation de I'expression des genes du VIH-1
. Activateurs de NF-kB (prostatin, bryostatin) Pourrait moduler |'expression des récepteurs et co-récepteurs CD4, CXCR4 et CCR5 (prostatin)

Agents réverseurs

de latence (LRA) | — Autres molécules -> Réactivation de |'expression des genes du VIH-1
¢ Inhibiteurs du bromodomaine (BET) Action spécifique au niveau de la transactivation de tat
® Agonistes des TLR Induit la réponse immunitaire antivirale
¢ Inhibiteurs de ’ADN méthyltransférase, Action synergique avec les HDACi
e Disulfiram Action spécifique sur la voie PI3K/Akt80
— Interaction avec les voies de signalisation conduisant a la . . . . . .

Agent du "Kill" . . & Apoptose des cellules infectées, action sur la taille du réservoir
mort cellulaire (antagoniste BCL2..)
. . . , Préservation du systéme immunitaire /Limitation de la taille du réservoir
Antirétroviraux — Initiation précoce . s
Difficulté a mettre en ceuvre
Inactivation de la transcription virale

— Inhibiteurs de tat (didehydro-Cortistatin A (dCA)) Retarde et réduit significativement les niveaux de rebonds viraux lors de I'interruption du

Agents inducteurs traitement

de latence \ . | . o \ . s
— Modulateurs de I'expression des génes du VIH-1 (siRNA, Inhibition de I'expression des génes du VIH-1
shRNA) Probleme éthique de I'édition génique
, . Amélioration non spécifique des réponses immunitaires antivirales (augmentation du taux de
Guérison — Cytokines et chémokines (IL-2, IL-7, IL-12, IL-21) pecia P (aug

"fonctionnelle"

Immunothérapie

CD4+, améliore les capacités cytotoxiques des CTL...)

— Imunnomodulateurs (anti-CTLA-4, anti-PD-1)

Réactivation de |'expression des génes du VIH-1/ Booste la clairance du virus par les cellules |
Effets indésirables sévéres

— Anticorps neutralisants (broadly neutralizing antibodies :
bNAbs)

Action neutralisante anti-VIH-1 / Action sur le rebond viral lors de I'interruption du traitement
CoUt et complexité de fabrication

— Vaccins thérapeutiques :
¢ Vaccins inducteurs d’anticorps neutralisants
¢ Vaccins stimulants la réponse CTL

Action neutralisante anti-VIH-1 / Pourrait prévenir une nouvelle infection
Faible efficacité / Hypervariabilité des épitopes de neutralisation

Booste la réponse CTL / Action possible sur le réservoir

Echappement immunitaire possible
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7. La réponse CTL HLA-classe | restreinte au cours de l'infection par le

VIH-1

7.1 Importance des CTL au cours de l'infection par le VIH-1

Les CTL constituent I'une des défenses principales de I’'hGte contre les infections virales. De nombreux
travaux ont montré qu’ils avaient un réle majeur dans le contréle de I'infection par le VIH-1 et qu'ils
influencaient le cours du développement de la maladie. Leur présence semble méme capitale puisque
gue lI'administration d’anticorps monoclonaux anti-CD8 chez le modéle macaque infecté par le SIV est
immédiatement suivie d’'un rebond de la réplication virale. Réplication virale qui est a nouveau controlée

avec la réapparition des cellules T CD8+106,

Leur réle dans I'évolution de la maladie a été largement appréhendé grace a plusieurs études de
cohortes. Les premiers CTL spécifiques du virus apparaitraient en phase aigué de I'infection (Figure 12)
et seraient responsables de la diminution de la CV jusqu’au set-point virologique!?’. S’installe ensuite un
équilibre fragile entre la réponse immunitaire et la réplication virale caractérisant la phase chronique.
Des réponses CTL spécifiques du VIH-1 sont en effet retrouvées chez la majorité des patients
asymptomatiques, mais a des intensités inférieures a celles de la primo-infection. Elles peuvent étre

dirigées contre tous les antigenes viraux mais elles concernent majoritairement gag ainsi que pol et

neflos,
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Figure 12 - Réponses immunitaires 3 médiation humorale et cellulaire lors de l'infection par le VIH-1

d’aprés Goulder et al. 2004
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7.2 Bases moléculaires de la réponse CTL : HLA et épitopes

La réponse CTL est déclenchée par la reconnaissance d’épitopes par le TCR (T Cell Receptor) présents a
la surface des lymphocytes CD8+. Ces épitopes correspondent a des peptides antigéniques dérivés de
protéines (par exemple virales) qui vont étre dégradées en petits peptides par les protéasomes qui sont
ensuite transloqués dans le réticulum endoplasmique par des transporteurs TAP (Transporter Associated
Antigen Protein). Afin d’étre reconnus, ils doivent étre présentés a la surface des cellules hétes infectées,

par I'intermédiaire des molécules du CMH de classe | (Figure 13).
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Figure 13 - Présentation des antigénes par le CMH de classe |
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I

D’aprés McMichael et al. 20021°

Nommé HLA (Human Leukocyte Antigen) chez ’'homme, le CMH correspond a un ensemble de génes,
situés sur le bras court du chromosome 6, impliqués dans la réponse immunitaire et dans la
reconnaissance du « soi » et du « non soi ». On distingue les genes HLA de classe | (HLA-A, HLA-B, HLA
C) codant pour les molécules de CMH de classe | exprimées a la surface de I'ensemble des cellules
nucléées et les génes HLA de classe Il (HLA DR, HLA DQ, HLA DP) dont I'expression est restreinte aux
cellules présentatrices d'antigénes. Ces genes présentent la particularité d’étre tous polyalléliques et
surtout extrémement polymorphes (5 091 haplotypes identifiés pour HLA-B). Les molécules du CMH-I

sont composées d’une chaine lourde a trés polymorphique et une chaine légere B invariable : la f2-
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microglobuline (B2m). La chaine o est organisée en 3 domaines extracellulaires, al, a2 et a3, une partie
transmembranaire et une courte queue intra-cytoplasmique. Les domaines al et a2 délimitent une
cavité dans laquelle viendra se loger le peptide antigénique. Elle peut accueillir des peptides d’une
longueur de 8 a 10 acides aminés (aa), le plus souvent 9. La capacité de chaque molécule du CMH de
classe | a fixer tel ou tel peptide est principalement liée a la présence de « résidus d’ancrage » dans le
peptide reconnu. Ces résidus, situés en positions 2, (3) et 9 du peptide (Figure 14), vont permettre

I’ancrage du peptide au sein de la cavité de la molécule du CMH appelée poche a peptide.

H bonds/MHC H bonds/MHC

Figure 14 - Conformation des peptides pouvant lier les molécules du CMH de classe |

D’aprés Parham P et al. 19921!!

Pour le CMH de classe |, les peptides présentables contiennent généralement un résidu d’ancrage
hydrophobe en position carboxy-terminal (position 9) comme par exemple une leucine ou une
isoleucine. Le répertoire peptidique présentable va donc varier selon la composition de la poche®!2. En
effet, ces poches sont constituées de résidus tres polymorphiques qui varient selon les différents
haplotypes. Pour cette raison, un peptide capable de stimuler une réponse CTL chez un individu peut
étre completement inactif chez la majorité des autres individus de HLA distinct. Par ailleurs, une protéine
ne contient généralement qu’un seul peptide apte a étre présenté efficacement (épitope dominant) par
une molécule du CMH donnée. A noter que des peptides différents mais qui présentent une longueur
correcte et des résidus d’ancrages identiques ou semblables vont pouvoir étre reconnus par une méme
molécule du CMH. Un méme peptide peut aussi étre reconnu par plusieurs molécules CMH différentes.
Au final, les CTL vont reconnaitre le complexe CMH-peptide exprimé a la surface de la cellule cible grace
a leur TCR. En parallele, leur récepteur CD8 reconnait le domaine proximal non polymorphique a3 de la
molécule de CMH de classe I. Il va alors y avoir activation des voies de transduction de signaux qui vont
conduire a la production de cytokines et la dégranulation (granzymes, perforines) des CTL, entrainant la
mort de la cellule infectée!3. Les CTL activés sont également capables d’induire I’apoptose de la cellule

cible via la voie de récepteurs a domaine de mort (Fas/FasL).
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Le CMH définit donc un répertoire de peptides capables d’étre présentés qui va conditionner la réponse
CTL vis-a-vis de certains antigenes. Certains individus seront capables de répondre efficacement a un
antigene donné tandis que d’autres seront incapables de le reconnaitre. On parle de bon ou de mauvais

répondeur.

7.3 HLA de classe | et progression de la maladie

Au cours de I'infection par le VIH-1, des associations ont été décrites entre certains alléles HLA de classe
| et I'évolution de la maladie. En effet, I’étude des facteurs génétiques a rapidement permis de montrer
gu’il existait une surreprésentation de certains haplotypes HLA de classe | parmi les patients controllers.
Les alleéles HLA-B*57 et HLA-B*27 ont été les premiers décrits comme étant associés a une virémie plus
faible et une progression vers le stade SIDA plus lente!!*. De nombreuses autres études ont permis de
confirmer ces premieres observations et d’identifier de nombreux autres alléles dit protecteurs, ou a
I'inverse des alleles associés a une évolution plus rapide de la maladie comme le HLA-B*35 ou HLA-B*08

(résumés dans le Tableau 5).

Le HLA-B constitue la molécule du CMH la plus souvent identifiée comme étant reliée avec la vitesse de
progression de la maladie. Une des explication est liée a la forte diversité des molécules HLA-B par
rapport aux molécules HLA-A et HLA-C, qui leur permet de fixer une plus grand nombre de peptides>1¢,
Par ailleurs, des études ont montré que les CTL restreints par les molécules HLA-B posséderaient des
capacités prolifératives plus importantes ainsi qu’un caractere polyfonctionnel leur permettant d’a la
fois de produire des cytokines et de sécréter des granules lytiques’. Toutefois, le mécanisme précis par
lequel certains alleles HLA-B conduisent au contrdle de la CV n’est pas totalement élucidé. En effet,
curieusement, ces HLA-B protecteurs sont tres différents entre eux : ils n’appartiennent pas aux mémes
supertypes et peuvent méme avoir des actions inverses selon le sous-type viral et la zone géographique
étudiée (exemple du HLA-B*51:01). De plus, le fait de posséder un HLA dit protecteur n’est pas un critere
suffisant pour controler la réplication du virus. Le VIH-1 est en effet capable d’échapper au systeme
immunitaire de I’'h6te en modulant I'expression des molécules du CMH-1 a la surface des cellules
infectées par I'intermédiaire de nef'!® ainsi qu’en introduisant des mutations au sein des épitopes CTL.

C'est I'’échappement moléculaire.
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Tableau 5 - Associations entre progression de l'infection a VIH-1 et alléles HLA-I correspondants
adapté d’apreés Goulder et al. 20121%°

Alléles protecteurs Alleéles associés a un risque de progression rapide

A*25/25:01 |Clade B : caucasiens A*36:01 Clade C : Afrique Australe
A*32/32:01 |Clade B : caucasiens, Nord/Afro-|B*07:02 Clade B : caucasiens

Américains
A*74/74:01 |Clade B : Afro-Américains, B*08/08:01 Clade B : caucasiens

Clade C: Afrique Australe Clade C: Afrique Australe

Clade A, C, D : Tanzanie
B*13:02 Clade B : caucasiens, B*18/18:01 Clade C : Afrique Australe

Clade C : Afrique du Sud
B*14/14:02 |Clade B : caucasiens, Afro-américains B*35 Clade B : caucasiens
B*27/27:05 |Clade B : caucasiens B*35:01 Clade B : Amérique du Nord, Europe
B*42:01 Clade C : Afrique Australe B*35:02/35:03 | Clade B : caucasiens
B*44:03 Clade C: Afrique Australe B*45/45:01 Clade C : Afrique Australe
B*51 Clade B : caucasiens B*51:01 Clade C : Afrique Australe
B*52:01 Clade B : caucasiens B*53:01 Clade B : caucasiens, Afro-Américains
B*57:01 Clade B : caucasiens, Hispaniques B*54/55/56 Clade B : caucasiens
B*57:02 Clade C: Afrique du Sud B*58:02 Clade C: Afrique du Sud, Zambie
B*57:03 Clade A : Rwanda

Clade B : Afro-Américains

Clade C: Afrique Australe
B*58:01 Clade C: Afrique Australe
B*81:01 Clade C: Afrique Australe

Clade B : Afro-Américains

Par ailleurs, ’'homozygotie des molécules HLA de classe | est associée a une progression plus rapide de

la maladie, probablement du fait d’un répertoire T moins diversifié.

7.4 Echappement moléculaire et évolution de la réponse cytotoxique

De la méme facon que le virus est capable d’échapper aux TAR grice a I'émergence de mutants
résistants, la pression de sélection exercée par les CTL spécifiques des épitopes dominants va également
rapidement conduire a la sélection de nouveaux variants possédant des épitopes mutés non
reconnus'?%122, Ces mutations vont pouvoir affecter la reconnaissance des épitopes par les molécules
du CMH de classe | ou par le TCR. Elles apparaissent dés la phase aigué de I'infection et vont s’accumuler
au cours de l'évolution de la maladie, ce qui impose une adaptation constante des réponses
immunitaires. Aprés un délai plus ou moins long, le déclin des fonctions auxiliaires des lymphocytes
CD4+ nécessaires a cette adaptation et I'accumulation de mutations d’échappement, vont
progressivement conduire jusqu’au stade SIDA. A ce stade, bien que des taux importants de CTL
persistent, la réponse CTL n’est plus en mesure de contrdler la réplication du virus qui échappe

totalement au systeme immunitaire.
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7.5 Epitopes CTL du VIH-1

Le premier épitope CTL du VIH-1 a été identifié au sein de gag en 1988'?3, Depuis, de nombreux épitopes
capables de stimuler une réponse CTL chez les individus infectés par le VIH-1 ont été identifiés dans le
protéome du VIH-1. Ils sont répertoriés au sein de la base de données du Laboratoire National de Los

Alamos accessible sur le lien : http://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/index.html. Les épitopes

les mieux caractérisés, c’est a dire pour lesquels on a le plus de preuves de I'immunogénicité, sont
publiés au sein de la « A-list » qui est régulierement mise a jour'?*. Un extrait de cette liste est disponible
en ANNEXE 1. La majorité de ces épitopes ont été décrits a partir de séquences de sous-type viraux de
type B, et dans une moindre mesure des autres sous-types (Figure 15. A). L’analyse de cette base donnée
révele que 80% des épitopes CTL optimaux présents dans la « A-list » ont été identifiés a partir de 5
protéines du VIH-1 : gp160, nef, p24, p17 et RT (Figure 15. B). Leur identification repose classiquement
sur I'élution des peptides a partir des cellules présentatrices d'antigenes et leur caractérisation par
spectroscopie de masse, mais aussi sur des tests in vitro d’activation et de prolifération lymphocytaires
T. Bien que non suffisants pour affirmer qu’'un peptide sera réellement présenté, des logiciels de
prédiction des affinités de liaison relative des épitopes des lymphocytes T sont disponibles. Ils tiennent
notamment compte de |'accessibilité de I'épitope au clivage par le protéasome selon la nature de ses

résidus, de sa capacité a se fixer sur TAP et de ses résidus d’ancrage.
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Figure 15 - Analyses des épitopes CTL optimaux du VIH-1 répertoriés au sein de la base de données

de Los Alamos

Adapté d’aprés Chakraborty et al. 20147%°
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OBJECTIFS DE L'ETUDE

La réponse cellulaire faisant intervenir les CTL semble jouer un réle central dans le controle de I'infection

pour le VIH-1. Un vaccin impliquant la stimulation de ces CTL constitue donc une stratégie prometteuse

dans la lutte contre le virus. Cependant, I'extréme variabilité du virus et sa capacité a muter rapidement

pour échapper au systeme immunitaire constituent des obstacles majeurs pour I’élaboration de ce type

de vaccin.

Dans cette étude, nous proposons d’identifier des épitopes CTL conservés au sein des protéines RT, INT

et PR qui seront destinés a I'élaboration d’un vaccin thérapeutique multi-peptidique, considérablement

plus complexe que ceux testés jusqu’ici, adapté aux caractéristiques génétiques dominantes de la

population (HLA).

Les objectifs de I'étude sont :

Caractériser des épitopes CTL HLA-B restreints archivés au sein de I’ADN-proviral des patients
étudiés :

o décrits dans la base de données de Los Alamos

o encore jamais décrits, grace au découpage des séquences d’ADN proviral en peptides

de 8 a 10 aa via le logiciel TutuGenetics

Evaluer leur variabilité au sein de la cohorte
Evaluer I'impact de cette variabilité sur leur affinité théorique pour la molécule HLA et donc
I'impact potentiel sur leur capacité a étre présentés
Identifier des épitopes conservés ou des épitopes dont les variants sont théoriquement toujours
reconnus par la molécule HLA-B pour entrer dans la composition d’un vaccin multi-peptidique

visant a stimuler la réponse CTL.
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MATERIELS ET METHODES

1. Population étudiée

1.1 Population source

Cette étude rétrospective a été réalisée en utilisant des données collectées chez des patients infectés
par le VIH-1 pris en charge au CHU de Bordeaux ayant bénéficié d’un typage HLA-B entre janvier 2009

et janvier 2017.

1.2 Criteres d’inclusion dans I'étude

A partir de cette population source de patients, ont été sélectionnés pour cette étude, ceux qui
répondaient aux critéres suivants :
- Etre porteur d’au moins un alléle HLA-B parmi les plus fréquents dans la population caucasienne
ou africaine.
- Avoir bénéficié d’'un génotypage de résistance aux anti-retroviraux sur I’ADN proviral.
- Etre en succes virologique depuis plus de 6 mois (seuil : CV < 50 copies).

- N'avoir jamais répliqué sous traitement (seuil : CV < 50 copies).

L’'ensemble des patients inclus dans I'étude avait donné leur consentement libre et éclairé, écrit avec

capacité requise de compréhension dans le cadre de la prescription de typage HLA hors greffe.

1.3 Recueil de données

Les caractéristiques démographiques (age, sexe), cliniques et thérapeutiques de chaque patient ont été
recueillies a partir des courriers d’hospitalisation via le logiciel DxCare® et les données biologiques ont
été extraites a partir des systémes informatiques du laboratoire (Bayer® pour les données avant 2007,
Synergie® apres 2007). Ont été retenus pour la base de données :

- La date du diagnostic

- Le sous-type viral

- Letypage HLA-B du patient

- Ladate de mise sous TAR

- L’ensemble des charges virales réalisées depuis la mise sous TAR

- La date de réalisation du génotypage sur ADN proviral
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2. Typage HLA de classe | locus B

Depuis une dizaine d’années, le typage HLA de classe | locus B doit étre réalisé avant l'instauration de
tout TAR contenant de I'abacavir (inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse) afin de
rechercher I'allele HLA-B*57:01 qui est associé a un risque significativement majoré de réaction
d’hypersensibilité!?61%7, Nous avons donc utilisé pour cette étude, les données du typage HLA-B des
patients infectés par le VIH-1 réalisé au laboratoire d’immunologie du CHU de Bordeaux. Les typages
sont réalisés par biologie moléculaire a I'aide de deux techniques: la PCR-SSO (Polymerase Chain
Reaction Sequence Specific Oligonucleotides) et PCR-SSP (Single Specific Primer). Dans les deux cas, I’ADN

est d’abord extrait a partir du sang total du patient puis amplifié par PCR.

2.1 PCR SSO reverse LUMINEX

Dans ce cas, les exons polymorphes des genes HLA sont amplifiés avec des amorces spécifiques de
chaque locus. L'ADN marqué est ensuite hybridé avec des billes fluorescentes couplées a des sondes
oligonucléotidiques spécifiques d’un ou plusieurs alléles pour chaque locus?®. Chaque bille posséde
donc une caractéristique de fluorescence. La suspension de bille est ensuite analysée par cytométrie en
flux a I'aide du Luminex LABScan (One Lambda). Le logiciel FUSION permet ensuite de compiler les

données et de déterminer le génotype du patient.

2.2 PCRSSP

En cas d’échec ou d’ambiguité, une PCR-SSP peut étre réalisée. Dans ce cas, 'amplification se fait en
présence d’un panel d’amorces spécifiques de chaque alléle. Les produits d’amplification obtenus sont
soumis a une électrophorese sur gel d’agarose 2,5% contenant un agent intercalant. Les bandes d’ADN
sont visualisées sous rayons ultra-violet. Si I'amplification a eu lieu, elle témoigne de la présence de
I'allele ou du groupe d’alléles ciblés par les amorces. Les bandes correspondant a une amplification

spécifique sont ensuite analysées afin d’assigner un alléle.
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3. Séquencage de I’ADN proviral

La détermination du génotype de résistance a partir des ARN viraux plasmatiques s’est imposée comme
la technique de référence pour le suivi des patients en routine pour évaluer la résistance aux
antirétroviraux. Cependant il présente certaines limites, notamment I'impossibilité de leur réalisation
lorsque la CV plasmatique est trop faible ou indétectable. Dans certaines situations particulieres, par
exemple en vue de l'optimisation d’'un TAR en situation de succés virologique, Il est possible de
déterminer le génotype de résistance a partir de I’ADN proviral (Optimisation d’un traitement

antirétroviral en situation de succes virologique, Rapport Morlat - Juillet 2017).

Dans cette étude, nous nous sommes servis des séquences déja générées des genes codant les protéines
cibles des ARV obtenues a partir du séquencage de I’ADN proviral réalisé en routine dans le laboratoire
de virologie du CHU de Bordeaux par la méthode Sanger automatisée. En effet I'ensemble des séquences
produites et analysées sont systématiquement archivées dans la base de données « SmartGene »
commune au laboratoire de virologie de I’'hopital Pellegrin et au laboratoire de recherche de I'université

Victor Segalen Bordeaux 2 dirigé par le Pr Fleury.

3.1 Principe du séquencage par la méthode Sanger

Découverte a la fin des année 1970, la méthode de séquencage de Sanger est aujourd’hui encore
largement employée et reste la technique de référence pour la réalisation des tests génotypique de

résistance du VIH.

Elle repose sur I'utilisation de didésoxynuléotides (ddNTP) terminateurs de chaine'® et marqués par
fluorescence qui vont bloquer I’'élongation du brin par 'ADN polymérase. Sur le principe, le mélange
réactionnel de la réaction de séquengage contient I'amplicon a séquencer, I'amorce, une ADN
polymérase, des dNTP et des ddNTP dans une proportion minoritaire par rapport au dNTP (environ 1/10)
mais suffisante pour étre statistiquement présents a chaque position du brin d’ADN. Ainsi le ddNTP va
permettre de synthétiser toutes les copies partielles intermédiaires possibles de la molécule d’ADN a
séguencer grace a son action terminateur de chaine. Ces fragments sont ensuite séparés selon leur taille
par une électrophorése capillaire et la détection des fluorochromes par laser permet de reconstituer la

séguence de départ.
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3.2 Tests génotypiques de résistance sur ADN proviral réalisés au CHU
de Bordeaux

Pour la réalisation de la réaction de séquence, le laboratoire suit le protocole régulierement mis a jour

de I'ANRS (http://www.hivfrenchresistance.org/ANRS-procedures.pdf). L’étude portant sur des

génotypages effectués entre 2010 et 2017, les réactifs ainsi que les amorces et sondes utilisés ont évolué

au cours des années mais le principe est resté le méme.

L’ADN total, contenant I’ADN proviral intégré, est extrait de facon automatisée a partir du sang total
puis deux PCR successives sont réalisées. Une premiere PCR classique suivie d’'une deuxiéme appelée
PCR nichée (nested PCR) qui va amplifier le produit issu de la premiere PCR a l'aide d’'un couple
d’amorces distinct capable de s’hybrider a une partie interne de la séquence précédemment amplifiée.
La PCR nichée a pour intérét d’augmenter la sensibilité et la spécificité de la réaction. Les produits issus
de la deuxiéme PCR sont séparés par une électrophorese sur gel d’agarose a 2% afin de vérifier
I’efficacité de I'amplification puis purifiés pour garder uniqguement les amplicons d’ADN. Enfin la réaction
de séquences bidirectionnelles selon la méthode de Sanger est réalisée sur systéme Applied Biosystems
3500 xL Dx Genetic Analyser. Les séquences nucléotidiques obtenues sont ensuite traduites en
séguences protéiques et comparées avec les séquences de référence a l'aide de I'algorithme

d’interprétation établi chaque année par le groupe Résistance de I’ANRS-AC11.
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4. Calcul du MHC ICs et logiciel TutuGenetics

L’affinité d’une molécule HLA pour un épitope peut étre évaluée par le MHC ICso que I'on abrégera par
ICso (exprimé en nM) qui correspond un indice théorique de présentation. Ce score peut étre calculé en
combinant pour un peptide donné les prédictions de dégradation par le protéasome, leur transport par
TAP et leur fixation au HLA. Pour ce faire, il est possible de croiser les séquences des épitopes avec le
HLA du patient en utilisant les algorithmes du site de I'lmmuno Epitope Data Base (IEDB)30-133

accessibles gratuitement (http://tools.immuneepitope.org/processing). Ces algorithmes vont permettre

de prédire I'affinité du HLA pour le peptide et d’identifier la capacité intrinséque de chaque peptide a
étre un épitope potentiel pour les lymphocytes T. Plus la valeur de I'lCso est basse, plus I'affinité est
bonne. Un score < 50 nM indique une forte affinité entre le HLA et le peptide. Entre 50 et 500 nM une
affinité moyenne. Au-dela de 500 nM, on considére que la reconnaissance de I'épitope par ce HLA n’est

plus possible en théorie.

Tutugenetics est un logiciel en ligne de commande programmé en langage C mis au point dans le cadre
du projet Provir'34, |l est capable a partir (i) de I'alignement nucléotidique d’une séquence virale par
rapport a la référence HxB2, (ii) d’'un géne spécifié et (iii) du typage HLA d’un patient donné,
d’instrumentaliser les algorithmes IEDB pour déterminer la prédiction de I'affinité entre un HLA et un
peptide (Figure 16). L’alignement nucléotidique est d’abord traduit en aa selon I’ORF (Open Reading
Frame) du gene spécifié. Puis, TutuGenetics effectue un découpage séquentiel de la séquence virale par
des pas de 8 a 10 aa, dans le but d’identifier de nouveaux épitopes potentiellement présentables par les
molécules HLA de classe I. Le logiciel permet ensuite d’automatiser les algorithmes IEDB pour étudier la
prédiction de reconnaissance entre un potentiel épitope et la molécule HLA. Un score ICso est ainsi
déterminé pour chaque couple HLA-peptide. Au final, le logiciel génére un fichier CVS (Comma-
Separated Values) résumant les alléles HLA du patient, la position de I'épitope par rapport a HxB2, sa
séguence, le nombre de variants, le pourcentage de lectures contenant cet épitope et la valeur de son

[Cso.
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Figure 16 - Principe de fonctionnement du logiciel TutuGenetics

D’aprés Tumiotto et al. 20173
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RESULTATS

1. Sélection des patients inclus dans I’étude

Au cours de la période allant de janvier 2009 a janvier 2017, 979 patients infectés par le VIH-1 ont
bénéficié d’un typage HLA-B au CHU de Bordeaux. Parmi eux, 417 ont d’emblée été exclus car ils ne
présentaient pas au moins un alléle appartenant aux alléles HLA-B les plus représentés dans la
population caucasienne et africaine (Tableau 6). 562 patients (57,4 %) ont donc initialement été retenus

pour I'étude.

Concernant la population caucasienne, une liste des alleles HLA-B les plus représentés a été établie en

accord avec les données du laboratoire d'immunologie de Bordeaux et la littérature®.

Pour la population africaine, peu de données sont disponibles. Devant la variabilité importante de la
répartition des différents alléles entre les pays et leur faible représentation dans notre population, seuls
les trois alleles les plus fréquents ont été retenus. Les pourcentages rapportés dans le tableau pour la
population africaine correspondent a une moyenne des fréquences alléliques publiées pour la Cote
d’lvoire, le Cameroun, I'Ouganda et le Kenya dans la base de données AFND (Allele Frequency Net

Database) accessible gratuitement en ligne.

Tableau 6 - Alleles HLA-B les plus représentés dans la population caucasienne et la population africaine

Population caucasienne'*® Population africaine
HLA HLA % HLA HLA %
moléculaire sérologique moléculaire sérologique
B*07:02 B*07 10,39 B*53:01 B*53 11,79
B*08:01 B*08 9,05 B*35:01 B*35 9,36
B*35:01 B*35 6,54 B*07:02 B*07 6,10
B*44.:02 B*44 6,36
B*15:01 B*62 5,55
B*18:01 B*18 5,46
B*51:01 B*51 5,28
B*44.:03 B*44 4,12

Le schéma de I'étude est présenté en Figure 17. Parmi les patients présentant au moins un alléle
appartenant aux alléles HLA-B les plus représentés, seuls 207 avaient bénéficié d’un génotypage a partir
de I’ADN proviral. Et parmi ces 207 patients, 154 ont été exclus car ils ont présenté au moins une fois
une CV supérieure a 50 avant la réalisation du génotypage sur I’ADN proviral. Au final, 53 patients ont

été inclus dans I'étude.
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979 Patients infectés par le VIH-1 pris en charge au CHU de Bordeaux ayant bénéficié d’un typage HLA-B

J

Patients ayant au moins un alléle appartenant a la liste des HLA majoritaires dans la population caucasienne ou africaine

! !

NON oul

562 ¢

Patients ayant bénéficié d’'un génotypage de I’ADN proviral (Sanger) ?

! l

NON oul
207 Patients n’ayant jamais répliqué (CV<50) sous TAR avant le génotypage ADN
NON Ooul

y

Extraction séquences ADN a partir de la base de données SmartGene
Alignement avec HxB2

53
TutuGenetics

Y

Liste des épitopes avec IC, par HLA et
par patient

Figure 17 - Schéma de I’étude
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2. Caractéristiques clinico-biologiques des patients inclus dans I’étude

Les caractéristiques cliniques et biologiques des patients inclus dans I'’étude sont présentées dans le

Tableau 7. Le détail pour chaque patient est disponible en ANNEXE 2. L’age médian des patients

enrdlés était de 49,9 ans (28,2-74,4 ans) avec un ratio homme/femme de 2,53. La plupart des malades

étaient infectés par un virus de sous-type B (69,81 %) tandis que le CRF 02_AG était retrouvé en

deuxiéme position (15,09 %). Trente-trois patients (62,26 %) avaient recu un TAR dans I'année qui a

suivi le diagnostic. Enfin, I'ensemble des patients avaient une CV < 50 copies/mL pendant toute la

durée de I’étude (les blips étaient un critere d’exclusion). A noter qu’un des patients était controller.

Tableau 7 - Principales caractéristiques clinico-biologiques des patients inclus dans I'étude

Parameétre n Pourcentage
Age
Médiane 49,9 ans
Extrémes 28,2-74,4 ans
Sexe
Femme 15 28,30%
Homme 38 71,70%
Sous type viral
B 37 69,81%
CRFO2_AG 8 15,09%
G 2 3,77%
Autres (<2) : CRFO6, CRFO1_B, CRF45_cpx, F1 4 7,54%
Indéterminé 1 1,89%
Délai entre le diagnostic et la mise en place d'un TAR
<lan 33 62,26%
2-5ans 9 16,98%
6-10 ans 6 11,32%
>10ans 1 1,89%
Inconnu 3 5,66%
Controller 1 1,89%
Délai entre date du diagnostic et date du génotypage ADN
lan 5 9,43%
2-5ans 20 37,74%
6-10 ans 10 18,87%
10-25 ans 14 26,42%
>25ans 2 3,77%
Inconnu 2 3,77%
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La prévalence des alléles HLA-B étudiés chez les patients sélectionnés est présentée dans la Figure 18.
L’alléle HLA-B*51:01 était le plus représenté et était présent chez 16,7% de notre population, suivi par

les alleles B*44:03, B*44*02 et B*07:02.

16.7%
14.19
Yo 12.8% 12.8% 11.5% 11.5% 10.3%
o,
6.4% 3.8% '

B*51:01 B*44:03 | B*44:02 B*07:02 B*08:01 | B*35:01 | B*15:01 | B*18:01 | B*53:01

% 16,7% 14,1% 12,8% 12,8% 11,5% 11,5% 10,3% 6,4% 3,8%

n 13/14* 11 10 10 9 9/11* 8/9* 5 3

*Patients homozygotes

Figure 18 - Répartition des alleles HLA-B majoritaires chez les patients étudiés
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3. Identification sélective d’épitopes CTL conservés restreints aux
molécules HLA-B

Les séquences nucléotidiques des génes codant pour la RT (a minima), et si disponibles, I'INT et la PR
(Tableau 8) des virus de chaque patient, ont été analysées a I'aide du logiciel TutuGenetics afin de
déterminer la présence ou non d’épitopes potentiellement présentables par le HLA-B des patients
correspondants. Conformément a ce qui est communément admis, ont été pris en compte (i) les
peptides épitopiques possédant un score 1Csp< 50 nM pour la molécule HLA étudiée présageant une
liaison de forte affinité (ii) les peptides possédant un ICsocompris entre 50 et 500 nM présageant d’une
affinité moyenne pour la molécule HLA. On admettra que les deux types d’épitopes sont donc
théoriguement présentables par la molécule HLA étudiée. Une liste d’abréviations des aa est

disponible en ANNEXE 3.

Tableau 8 - Nombre de génes séquencés en fonction du HLA-B des patients de la cohorte

B*51:01 B*44:03 B*44:02 B*07:02 B*08:01 | B*35:01 | B*15:01 | B*18:01 B*53:01
RT 12/13* 11 10 10 9 9/11* 7/8* 5 3
INT 12 10 7 9 6 7 6 5 2
PR 12/13* 11 10 10 9 8/10* 6 5 3

*Patients homozygotes
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3.1 Analyse de laRT

3.1.1 Epitopes restreints au HLA-B*07:02

L’allele HLA-B*07:02 est un alléle particulierement intéressant dans une optique de vaccination tenant
compte de la génétique des patients puisqu’il est fréquemment représenté a la fois dans la population
caucasienne et dans la population africaine. Dans notre population, 10/53 patients possédaient I'allele
HLA-B*07:02. L’analyse des séquences correspondant a ces patients a permis d’identifier I'épitope
conservé SPAIFQSSM situé en position RT(156-164) de la séquence de référence HxB2 (Tableau 9). Il
est retrouvé chez 100% des séquences étudiées, aussi bien chez les sous-types B, G et CRF02_AG.
Comme décrit dans la littérature, cet épitope présente un polymorphisme!3¢ de séquence au niveau
du résidu 162 (SPAIFQSSM), mais qui ne semble pas affecter la capacité de présentation du peptide
par la molécule HLA-B*07:02. En effet, dans sa forme sauvage I'épitope SPAIFQSSM présente un ICso
égal a 9 nM indiquant une présentation théorique optimale. Les formes mutées quant a elles
conservent toutes un ICs inférieur a 50 nM, a I'exception du peptide SPAIFQWSM qui posséde une
mutation S (sérine) 2 W (tryptophane). Cette mutation induit une augmentation de I'lCsp a 71,3 nM
prédisant une légere perte d’affinité pour la molécule HLA, tout en conservant une bonne présentation
théorique. A noter, que deux (souches 5097 et 4071) voire quatre versions (souche 6214) du peptide
peuvent étre présentes dans I’ADN proviral d’'un méme individu a une fréquence égale ou supérieure
a 20 % puisque la méthode Sanger n’est capable de détecter que les variants avec une prévalence d’au

moins 20%.

Tableau 9 - Epitope restreint par le HLA-B*07:02 présentant un ICso < 50 nM

Position

RT(156-164)
Sous (Hxb2)

Souche
type Epitope |SPAIFQSSM SPAIFQGSM SPAIFQASM SPAIFQNSM  SPAIFQCSM  SPAIFQWSM

1Cso 9nM 10,4 nM 11,4 nM 14,7 nM 20,1 nM 71,3 nM

HxB2
6469
5578
5097
4071
6214
2078
4728
1488
5179
5679 02_AG 1

Y = = =
[

O~ W ™ I W @ W™ W™ @
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Enfin, cet épitope fait partie de la « A-list » qui recence les épitopes CTL du VIH-1 les mieux définis
expérimentalement, ce qui fait un argument supplémentaire pour retenir ce peptide pour la
composition d’un vaccin lipopeptidique capable de stimuler la réponse CTL chez les patients possédant

I'alléle HLA-B*07:02.

Si I'analyse est étendue jusqu’aux peptides présentant un ICso < 500 nM, c’est-a-dire aux peptides
possédant une liaison de plus faible affinité mais potentiellement présentables par la molécule HLA-
B*07:02, la souche de référence HxB2 contient huit épitopes théoriquement présentables au sein du

géne codant la RT (Tableau 10, peptides en gras).

Tableau 10 - Epitopes restreints par le HLA-B*07:02 présentant un ICso < 500 nM

Position Peptide Taille (aa) ICs0 (NM) Fréquence Los Alamos
RT(3-12) SPIETVPVKL 10 377 10/10 Oui
RT(18-26) GPKVKQWPL 9 114,2 9/10 oui

GPRVKQWPL 9 22,5 1/10
RT(51-60) GPENPYNTPV 10 327,8 8/10
GPENPYNTPI 10 238,4 3/10 Non
RT(54-63) NPYNTPVFAI 10 460,5 8/10 Non
NPYNTPIFAI 10 452,7 3/10
RT(149-158) LPQGWKGSPA 10 78,7 10/10 Non
RT(155-164) GSPAIFQSSM 10 87 6/10
GSPAIFQGSM 10 115,5 1/10
GSPAIFQASM 10 118,4 3/10 Non
GSPAIFQNSM 10 185,2 1/10
GSPAIFQCSM 10 227,7 3/10
GSPAIFQWSM 10 1245,5 1/10
RT(156-165) SPAIFQSSMT 10 311,8 5/10
SPAIFQGSMT 10 379,7 1/10
SPAIFQASMT 10 409,4 3/10 oui
SPAIFQNSMT 10 654 1/10
SPAIFQCSMT 10 704,1 3/10
SPAIFQWSMT 10 2135,4 1/10
RT(235-244) HPDKWTVQPI 10 53,9 8/8* Non

*2 séquences avec séquengage incomplet

La colonne « Position » correspond a la position du peptide dans la séquence de référence Hxb2.

La colonne « Peptide » correspond au peptide retrouvé chez les différents patients avec en gras, le peptide
sauvage présent dans la séquence de référence HxB2.

La colonne « ICso » précise l'indice théorique de présentation calculé de chaque peptide en fonction du HLA-B, les
valeurs en rouge indiquent un ligand théoriquement non reconnu (> 500 nM).

La colonne « Fréquence » indique le nombre de séquences possédant cette version du peptide sur le nombre de
séquences totales analysées.

La colonne « Los Alamos » précise si oui ou non le peptide identifié appartient a la liste des épitopes CTL du VIH-
1 vérifiés expérimentalement et présentables par le HLA-B indiqué, ou s’il appartient a la « A-List ».
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Les épitopes RT(3-12), RT(149-158) ainsi que RT(235-244) sont retrouvés dans 100% des séquences de
notre population sous leur forme sauvage, suggérant que ces peptides sont tres conservés. A l'inverse,
les épitopes identifiés en position RT(18-26), RT(51-60) et RT(54-63) sont eux été retrouvés mutés chez
certains patients. Cependant ces mutations ne semblent pas impacter négativement la présentation
par la molécule HLA-B*07:02. Elles semblent au contraire la potentialiser comme par exemple pour
I’épitope RT(18-26) qui, lorsque le résidu lysine (K) est substitué par un résidu arginine (R), présente
une diminution de I'lCso de 114,2 a 22,5 nM. Enfin, on identifie les peptides présents en position
RT(155-165) et RT(156-165) de HxB2 qui contiennent tous les deux le résidu 162 présentant le
polymorphisme déja évoqué précédemment. A nouveau ce polymorphisme (SPAIFQSSMT/
GSPAIFQSSM) se traduit par une légére baisse d’affinité pour la molécule HLA-B*07:02 notamment
lors de la substitution de la sérine (S) par un résidu tryptophane (W) qui entraine une variation de I'lCsp

de 87 a 1245 nM pour |'épitope RT(155-165) et de 311,8 nM a 2135 nM pour RT(156-165).

3.1.2 Epitopes restreints au HLA-B*08:01

Pour I'allele HLA-B*08:01, présent chez 9/53 patients de I’étude (11,5%), a nouveau un seul épitope
présentant un ICsp < 50 nM est identifié. Il s’agit de I'épitope GPKVKQWPL situé en position RT(18-26).
Il est retrouvé chez 100% des séquences de nos patients sous sa forme sauvage (Tableau 11). Il a une
taille de 9 aa et présente un ICsp égal a 41,5 nM. De fagon intéressante, cet épitope pourrait présenter
une reconnaissance croisée avec HLA-B*07:02 (ICso égal a 114,6 nM) mais également avec HLA-
B*42:01 (ICso = 21,8 nM, données non présentées). De plus, cet épitope appartient a la liste des
épitopes les mieux définis (A-list). RT(18-26) semble donc étre un trés bon candidat pour un futur

vaccin.

Tableau 11 - Epitope restreint par le HLA-B*08:01 présentant un ICso < 50 nM

Souche Sous P(t;::;)n RT(18-26)
type Epitope GPKVKQWPL

1Ceo 41,5 nM
HxB2 B -
6306 B )
6384 B )
1399 B )
4890 B )
376 B )
6277 02_AG .
5142 02_AG 1
6508 G )
5179 G )

63



Si on s’intéresse ensuite aux peptides présentant un ICso < 500 nM, 5 peptides peuvent étre retenus
(Tableau 12). Les deux premiers, RT(17-26) et RT(19-26), bien que treés conservés, ne présentent pas
de grand intérét par rapport a I'épitope dominant RT(18-26) dont ils dérivent puisqu’ils sont
théoriquement moins bien présentés par la molécule HLA-B*08:01 (ICso égal a 379,8 et 227,5 nM
respectivement). Deux autres épitopes sont identifiés en position RT(100-108) et RT(100-109) avec un
ICsoégal 2 320,9 et 396,4 nM respectivement. Chez 7 patients sur 9, cet épitope est retrouvé identique
aI’épitope de référence HxB2. Une des souches posséde une mutation en position 2 du peptide ce qui
a pour conséquence d’augmenter I'affinité théorique de la molécule HLA pour le peptide. Il n’a donc a
priori pas de conséquence négative pour la présentation du peptide. Par contre, le peptide retrouvé
chez le sous-type G (patient 6508) présente une mutation sur le 3®™ aa qui correspond au
remplacement d’une lysine (K) par une glutamine (G). Les conséquences de cette mutation sont
dramatiques pour la reconnaissance théorique du peptide par HLA-B*08:01 puisque I'ICso du peptide
muté est égal a 1419,2 pour RT(100-108) et 1108,3 nM pour RT(100-109). Un dernier épitope peut étre
identifié : RT(141-149). Il est retrouvé dans sa forme sauvage dans 7/9 séquences avec un ICso égal a
255,8 nM. Cependant, une forme mutée est retrouvée chez trois patients (un patient possede une
double population). Une des formes mutées présente une mutation au niveau du résidu 2 du peptide.
Cette mutation provoque une légére augmentation de I'lCso, qui reste inférieur a 500 nM. A l'inverse,
la souche 6508 (sous-type G) posséde un acide glutamique (E) a la place d’une glutamine (Q) en 5™
position du peptide, ce qui impacte probablement la reconnaissance par la molécule HLA-B*08:01 (ICsp
égal a 1033,3 nM). Il conviendrait d’étudier la variabilité de cet épitope sur une plus grande population
afin de déterminer si cette mutation est retrouvée chez tous les sous-types G et si elle est présente

chez d’autres sous-types.

Tableau 12 : Epitopes restreints par le HLA-B*08:01 présentant un ICso < 500 nM

Position Peptide Taille (aa) ICso (M) Fréquence Los Alamos
RT(17-26) DGPKVKQWPL 10 379,8 9/9 Non
RT(19-26) PKVKQWPL 8 227,5 9/9 Non
RT(100-108) LKKKKSVTV 9 320,9 7/9
LRKKKSVTV 9 297,9 1/9 Non
LKQKKSVTV 9 1419,2 1/9 (G*)

RT(100-109) LKKKKSVTVL 10 396,4 7/9
LRKKKSVTVL 10 3171 1/9 Non
LKQKKSVTVL 10 1108,3 1/9 (G*)

RT(141-149) GIRYQYNVL 9 255,8 7/9
GVRYQYNVL 9 378,9 2/9 Non
GIRYEYNVL 9 1033,3 1/9 (G¥)

*Mutation retrouvée uniquement dans la souche 6508 (sous-type G)

Légende : voir Tableau 10
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3.1.3 Epitopes restreints au HLA-B*44:02 et 44:03

Bien que I'on sache qu’ils soient trés allogéniques I'un envers I'autre dans un contexte d’allogreffe,
HLA-B*44:02 et HLA-B*44:03 sont tres proches génétiquement. lls présentent seulement un aa de
différence en position 156 (Acide Aspartique vs Leucine). Par conséquent, ils possedent un répertoire
de peptides présentés trés proche®?’. Pour cette raison nous étudierons de facon simultanée les deux
alléles. lls sont fréquemment retrouvés dans la population caucasienne et donc dans notre population.
Parmi les 53 patients de I'étude, 17 possédaient I'un des deux alléles et 2 patients possédaient a la fois

I’allele HLA-B*44:02 et I’allele HLA-B*44:03.

L'étude des séquences de RT de notre population n’a pas permis d’identifier de peptide conservé

possédant un ICspinférieur a 50.

En étendant I'analyse aux peptides présentant un IC50 < 500 nM, trois peptides peuvent étre identifiés
dans la séquence de référence HxB2. Il s’agit de RT(137-146), RT(203-212) et RT(223-232) dont les
séguences sont présentées en gras dans le Tableau 13. En revanche, ils affichent tous une variabilité
tres importante chez nos patients, compromettant a la fois leur affinité pour la molécule HLA-B*44:02
et pour HLA-B*44:03. Par exemple, I'épitope EELRQHLLRW situé en position RT(203-212) de HxB2 est
présent sous sa forme sauvage dans seulement 7 séquences sur les 17 et est retrouvé sous pas moins
de 10 formes différentes avec des mutations au niveau des positions 1, 2, 5, 9 et 10. Ces mutations
entrainent majoritairement une augmentation de I'lCso, de I'épitope pour la molécule HLA et donc une
diminution de sa capacité théorique a étre présenté. Il ne semble pas y avoir de relation avec le sous-
type viral et la présence de ces mutations, puisque les sous-types B, CRF02_AG et CRF_06 présentent
tous les 3 des mutations (données non présentées). On constate également qu’il y a eu introduction
de codons-stop dans certaines séquences des épitopes RT(203-212) et RT(223-232). En effet, les
codons TGG codant pour le tryptophane (W) sont remplacés par des codons-stop TAG signant

vraisemblablement I’activité de ’APOBEC3G.
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Tableau 13 - Epitopes restreints par le HLA-B*44:02 et HLA-B*44:03

Taille HLA B*44:02 HLA B*44:03
Position Peptide Los Alamos
(aa) ICso (nM) | Fréquence | 1Cso (nM) | Fréquence
RT(137-146) | NETPGIRYQY 9 452,3 6/10 299,7 8/11
NETPGVRYQY 9 470,4 1/10 / /
NETPKIRYQY 9 483,3 1/10 / / Non
NETPGTRYQY 9 729,8 1/10 526,3 1/11
NATPGIRYQY 9 25555,7 1/10%*** 23889,6 1/11%**
NETPEIRYCY 9 / / 236,5 1/11
RT(203-212) | EELRQHLLRW 10 57,4 3/10 67,8 4/11
EELRQHLLKW 10 54,1 2/10 65,4 5/11
EELREHLLKW 10 46,5 3/10 / /
DELRQHLLRW 10 181,2 1/10 / /
AELREHLLKW 10 / / 19,9 1/11
EELRKHLLRW 10 / / 110,3 1/11 Oui
EKLREHLLKW 10 / / 7163,4 1/11
EELRQHLLR* 10 Codon stop Codon stop 1/11
EELRKHLLE* 10 / / Codon stop 1/11
EELKQHLLK* 10 Codon stop / /
RT(223-232) | KEPPFLWMGY 10 368,8 6/8** 230,4 8/10**
KEPPFL*IGY 10 Codon stop 1/8** Codon stop 1/10**
KKPPFL*IGY 10 Codon stop 1/8** / / Non
KEPPFL*|RY 10 / / Codon stop 1/10**
KEPQFL*IRY 10 / / Codon stop 1/10**

* Codon stop

** séquencage incomplet
*** patient possédant a la fois les alleles HLA-B*44:02 et HLA-B*44:03

Légende : voir Tableau 10

3.1.4 Epitopes restreints au HLA-B*35:01

L'allele HLA-B*35 a été largement décrit comme étant associé a une progression plus rapide de la

maladie. C'est aussi un allele qui est trés représenté dans la population africaine notamment en

Afrique de I'Ouest. Dans notre étude, 10 patients étaient porteurs de cet allele, dont 4 étaient infectés

par le sous-type recombinant CRF02_AG.

La RT contient 3 épitopes possédant un ICsg< 50 nM et donc potentiellement tres présentables par la

molécule HLA-B*35:01 (Tableau 14). L’épitope RT(107-115) semble particulierement conservé puisque

que dans notre population, 10/10 patients possédaient un épitope identique a I'épitope HxB2

(TVLDVGDAY). Il est par ailleurs inscrit de la « A-list » et figure donc parmi les épitopes CTL les mieux

définis pour le VIH-1. RT(107-115) est donc un trés bon candidat pour la conception d’un vaccin.
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Tableau 14 - Epitopes restreints par le HLA-B*35:01 présentant un IC50 < 50 nM

—
Ostion | p1(107-115) RT(156-164) RT(175-183)
(Hxb2)
Sous
Souche . NPDIlIYQY/
type Epitope | TVLDVGDAY | SPAIFQSSM SPAIFQCSM SPAIFQASM| NPDIVIYQY NPEIVIYQY
NPDLVIYQY
ICso 21,8 nM 435nM  428nM  339nM | 429nM  41,3/44nM  80nM
HxB2 B 1 1 1
4833 B 1 1
5448 B 1 1 1
6206 B 1 1 1 1
5274 B 1 1 1 1
6460 B 1 1
5520 02AG 1 1 1 1
5742  02AG 1 1 1 1
4805 02AG 1 1 1
5341 02AG 1 1 1

RT(156-164), déja identifié pour I'alléle B*07:02, semble également étre reconnu par la molécule HLA-
B*35:01. Bien qu’il ne soit pas dans la « A-list », il est décrit dans la base de données de Los Alamos
comme épitope CTL présentable par la molécule HLA-B*35:01. Il affiche a nouveau un polymorphisme
de séquence au niveau du résidu 162 (SPAIFQSSM) qui n’affecte pas la capacité de présentation du
peptide. En effet, les 3 formes de I'épitope présentes dans les différentes séquences de nos patients
ont toutes un ICsp< 50 nM. Enfin, I'épitope RT(175-183) est lui retrouvé sous 4 formes. Deux variants
présentent une mutation en position 4 de I'épitope qui n"affecte pas du tout I’affinité du peptide pour
la molécule HLA, le troisieme variant possede un acide glutamique (E) a la place d’un acide aspartique
(D) au niveau du 3®™e aa, ce qui induit une légére augmentation de I'ICso qui reste < 500 nM. A noter
qgue les 4 sous-types recombinant CRFO2_AG présentent tous un variant identique de I'épitope de
référence HxB2 aussi bien pour RT(156-164) et RT(175-183). Cet épitope est par ailleurs inscrit dans la
« A-list ». Les trois épitopes sont donc théoriquement trés bien présentables par le HLA-B*35:01
malgré la variabilité de RT(156-164) et RT(175-183) et pourraient étre retenus pour la conception d’un

vaccin thérapeutique.

La RT contient par ailleurs, 3 épitopes avec un ICso pour la molécule HLA-B*35:01 compris entre 50 nM
et 500 nM (Tableau 15). Le premier, RT(116_124) est retrouvé identique a I'épitope HxB2 seulement
chez 5 patients sur 9. Un variant est en effet retrouvé chez les 4 autres patients, tandis qu’un patient
possede une double population virale et donc a la fois la forme sauvage et la forme mutée. Ce variant,
est caractérisé par le remplacement d’un acide glutamique (E) par un acide aspartique (D) en position
8 de I'épitope. Il n’est théoriquement plus reconnu par la molécule HLA puisque son ICsopasse a 1104,6
nM. L’ épitope RT(224-232) est quant a lui retrouvé identique a I'épitope de référence HxB2 chez les

neuf patients, indépendamment du sous-type viral et semble donc trés conservé.
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Enfin, le troisieme : RT(246-254) possede un variant avec une mutation en position 3 (remplacement
d’un acide glutamique (E) par un acide aspartique (D)) qui est retrouvé chez un patient seulement.
Cette mutation a cette fois-ci un impact positif sur la présentation de I'épitope et entraine une

diminution de I'lCsode 456,6 a 284,38 nM.

Tableau 15 - Epitopes restreints par le HLA-B*35:01 présentant un ICsp < 500 nM

Position Peptide Taille (aa) 1Cs0 (NM) Fréquence Los Alamos
RT(116-124) FSVPLDKEF 9 247,2 5/9
FSVPLDKDF 9 1104,6 5/9 Non
RT(224-232) EPPFLWMGY 9 249,8 9/9 Non
RT(246-254) LPEKDSWTV 9 456,6 6/7* Non
LPDKDSWTV 9 284,8 1/7* (RT(242-252) : Oui)

* Séquengage incomplet

Légende : voir Tableau 10

3.1.5 Epitopes restreints au HLA-B*15:01

Seuls 7 patients sur les 8 possédant I'allele HLA-B*15:01 ont bénéficié d’un séquencage du géne de la
RT. L'analyse de ces séquences a permis d’identifier de nombreux épitopes théoriquement capables
d’étre reconnus par HLA-B*15:01. Deux épitopes voisins présentaient un ICsoinférieur a 50 et sont

présentés dans le Tableau 16.

Tableau 16 - Epitopes restreints par le HLA-B*15:01 présentant un 1C50 < 50 nM

Position
(Hxb2) RT(163-171) RT(162-171)
Souche f::: Epitope SMTKILEPF SMTRILEPF | SSMTKILEPF SSMTRILEPF g::::_ﬁ:ti::z CSMTKILEPF
ICso 24,8 nM 33,1nM 36,3 nM 33,2nM 36,7/66 nM 67,2 nM
HxB2 B 1 1
443 B 1 1
5272 B 1 1
4071 B 1 1 1
5180 B 1 1 1 1
6214 B 1 1 1/1 1
1374 C 1 1
5630 Indeter 1 1
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Il s’agit d’'une part de RT(163-171) qui est retrouvé identique a I'épitope de référence HxB2 chez tous
les patients de I'étude. Un des patients posséde également une deuxieme population virale
comportant un variant muté de I’épitope en position 4 mais qui reste théoriquement tres bien reconnu
par la molécule HLA-B*15:01. Le second, RT(162-171) qui présente un aa supplémentaire par rapport
a son homologue RT(163-171) est également théoriquement tres bien présenté par HLA-B*15:01
puisque peu importe le variant retrouvé chez les patients étudiés, I'lCso affiche toujours une valeur
traduisant une reconnaissance trées forte de I'épitope. En effet, les mutations observées en position 1
du peptide ne semble pas affecter son affinité pour la molécule HLA. A noter qu’un des patients
possede 4 versions différentes de I'épitope. Enfin, de fagon intéressante, cet épitope est inscrit dans

la base de données de Los Alamos en tant qu’épitope CTL présentable par HLA-B*15:01.

Si nous considérons ensuite les peptides dont I'lCso est compris entre 50 nM et 500 nM, onze autres
épitopes peuvent étre identifiés (Tableau 17). Parmi eux, quatre (RT(33-41), RT(172-181), RT(173-181)
et RT(160-168)) ne peuvent étre retenus pour la composition d’un vaccin peptidique puisque certains
patients possedent des variants de I'épitope de référence HxB2 qui ne sont théoriquement plus du
tout reconnus par HLA-B*15:01 comme le témoignent leurs IC50 trés élevés (exemple : le variant de
ALTAICEDM de I'épitope RT(33-41) posséde un ICso égal a 2881,2 nM). A noter que RT(173-181) est
décrit comme épitope CTL dans la base de données de Los Alamos. A l'inverse, les sept autres (RT(47-
56), RT(106-115), RT(107-115), RT(107-115), RT(179-188), RT(181-188) et RT(221-230)) sont tous des
candidats potentiels pour un vaccin puisque trés conservés dans les séquences analysées. Des tests
fonctionnels seront cependant nécessaires puisqu’aucun d’entre eux n’a encore été décrit dans la
littérature comme épitope présentable par HLA-B*15:01. L‘épitope RT(107-115) et les deux autres
épitopes voisins RT(106-115) et (107-116) sont particulierement intéressants du fait que le peptide
TVLDVGDAY qu’ils contiennent est également théoriquement bien présentable par la molécule HLA-

B*35:01.
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Tableau 17 - Epitopes restreints par le HLA-B*15:01 présentant un 1C50 < 500 nM

Position Peptide Taille (aa) ICso (nM) Fréquence Los Alamos
RT(33-41) ALVEICTEM 9 171,1 3/7
ALIEICTEM 9 117,5 1/7
ALLEICTEM 9 556,7 1/7 Non
ALTEICTEM 9 712,6 1/7
ALTAICEDM 9 2881,2 1/7
RT(47-56) ISKIGPENPY 10 280,6 7/7 Non
RT(106-115) VTVLDVGDAY 10 143,9 6/7
ITVLDVGDAY 10 194,9 1/7 Non
RT(107-115) TVLDVGDAY 9 489,8 7/7 Non
RT(107-116) TVLDVGDAYF 10 395,4 7/7 Non
RT(160-168) FQSSMTKIL 9 192,5 7/7
FQSSMTRIL 9 105,6 1/7
FQASMTKIL 9 126,2 1/7 Non
FQCSMTKIL 9 324,7 2/7
FQGSMTKIL 9 673,6 1/7
RT(172-181) RKQNPDIVIY 10 82,4 2/7
RKQNPEIIY 10 72,9 1/7
RAKNPEIVIY 10 129,4 1/7
RKQNPDMVIY 10 106,8 1/7 Non
RIKNPEIVIY 10 115,7 1/7
RKHNPDIVIY 10 1315,9 1/7
RKHNPEIIIY 10 1472 1/7
RT(173-181) KQNPDIVIY 9 45,4 2/7
KQNPEIY 9 42,1 1/7
AKNPEIVIY 9 1485,4 1/7
KQNPDMVIY 9 63,8 1/7 Oui
IKNPEIVIY 9 1662,4 1/7
KHNPDIVIY 9 5478,1 1/7
KHNPEIIIY 9 5866,1 1/7
RT(179-188) VIYQYMDDLY 10 4444 6/7
1IlYQYMDDLY 10 353,6 1/7 Non
RT(181-188) YQYMDDLY 8 404,2 7/7 Non
RT(221-230) HQKEPPFLWM 10 298,8 7/7 Non

Légende : voir Tableau 10

3.1.6 Epitopes restreints au HLA-B*18:01

L'analyse des séquences n’a pas permis d’identifier d’épitopes possédant un ICsp < 50 nM mais deux
épitopes possédant un 1Csp< 500 nM ont pu étre caractérisés (Tableau 18). Le premier, WEVQLGIPH

est situé en position RT(88-96). Il semble situé dans une région trés conservée puisque I’'ensemble des
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séquences étudiées possédaient un épitope identique a I'épitope de référence HxB2. Bien que
supérieur a 50 nM, son ICso égal a 83,9 nM prédit une bonne présentation théorique aux CTL. Par
contre, il n’est pas recensé dans la base de données de Los Alamos : son immunogénicité devra donc
étre prouvée expérimentalement avant son utilisation dans un éventuel vaccin. Le second, RT(137-
146), est par contre bien caractérisé comme présentable par HLA-B*18:01 dans la littérature (voir « A-
list »). Dans la population de I'étude, il est majoritairement retrouvé avec une séquence identique a
celle d’HxB2. Seul un patient posséde un variant avec une mutation au niveau du 6™ acide aminé
(Isoleucine (I) remplacé par un Alanine (A)) mais les conséquences de cette mutation semblent
minimes pour sa présentation, puisque I'lCso passe de 95,4 a 156,2 nM et reste donc inférieur a 500

nM.

Tableau 18 - Epitopes restreints par le HLA-B*18:01 présentant un ICsp < 500 nM

Position Peptide Taille (aa) ICso (M) Fréquence Los Alamos
RT(88-96) WEVQLGIPH 9 83,9 5/5 Non
RT(137-146) NETPGIRYQY 10 95,4 4/5 Oui

NETPGARYQY 10 156,2 1/5 Oui

Légende : voir Tableau 10

3.1.7 Epitopes restreints au HLA-B*51:01

L'allele HLA-B*51:01 est tres représenté chez les patients de I'étude puisque 12 d’entre eux en sont
porteurs. De facon trés surprenante, nous n’avons pu identifier aucun peptide possédant un ICsp< 50
ni méme < 500 nM, au sein de la RT. Ceci coincide assez bien avec le fait que de maniére générale,
I'allele HLA-B*51 est connu pour avoir un répertoire T peu diversifié. Par ailleurs, la valeur moyenne
des ICso théoriques des peptides (issus du VIH-1 ou non) potentiellement présentables par cet alléle
est supérieure a celle des autres alléles. Il se pourrait donc que la molécule HLA-B*51 soit capable de
présenter des peptides avec un ICso bien supérieur a 500 nM. En effet, la « A-list » contient deux
épitopes contenus au sein de la RT et présentables par HLA-B*51:01. Le premier TAFTIPSI situé en
position RT(128-135), est retrouvé muté au niveau de la position 8 du peptide chez la plupart des
patients de I’étude (Tableau 19) . Comme décrit dans la littérature, ces variants présentent une affinité
plus faible pour la molécule HLA-B*51:01 et seront donc moins bien présentés voire non reconnus par
celle-ci. Le présence du second (RT(293-301)) n’a pas pu étre investiguée car cet épitope est situé a
I'extrémité du gene de la RT dans une zone non séquencée dans le cadre des génotypages ADN car

non décrit pour contenir des mutations de résistance.
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Tableau 19 - Epitope RT(128-135) chez les patients HLA-B*51:01

Position
RT(128-135)
(Hxb2)
Sous ) TAFTIPSL
Souche Epitope | TAFTIPSI TAFTIPSV TAFTIPST TAFTIPSK TAFTIPSR
type TAFTIPSM
13916,6 nM
ICso 5316,3nM  8899,9 nM 34981,5nM  39166,4 nM  39576,7 nM
17991,1 nM
HxB2 B 1
659 B 1
6306 B 1 1
731 B 1
376 B 1
4837 B 1
4890 B 1
5247 B 1
6587 B 1
1399 B 1 1
4583  CRF_06 1 1
1374 C 1
5012 F1 1

3.1.8 Epitopes restreints au HLA-B*53:01

Bien que tres fréquent dans la population africaine, HLA*B*53:01 est un alléle que I'on retrouve trés
peu dans la population caucasienne. Dans notre population seuls trois patients possédaient cet alléle

et tous étaient infectés par un sous-types non-B.

Deux épitopes potentiels présentant un ICso< 500 nM ont pu étre identifiés au sein de la RT (Tableau
20). Il s’agit de RT(235-244) et RT(246-254) qui se situent tous les deux a I'extrémité du gene codant la
RT. Cependant pour des raisons analytiques, cette région du géne est souvent difficile a séquencer
dans le cadre de génotypages de résistance. De ce fait, les séquences nucléotidiques de cette région
n’ont pu étre obtenues que pour un patient sur les trois, qui était infecté par un sous-type CRF02_AG.
L’épitope RT(246-254) retrouvé chez ce patient differe de I'épitope de référence HxB2 par une
mutation au niveau de son 3™ acide aminé (remplacement de I'acide glutamique (E) par un acide
aspartique (D)). Cette mutation n’impacte par la reconnaissance de |'épitope par la molécule HLA
puisque qu’au contraire I'lCso égal est abaissé de 84,5 pour I'épitope de référence a 52,7 nM pour le
variant. Le second, RT(235-244) est lui retrouvé sous deux formes chez ce patient : HPDKWTVQSI
identique a I'épitope de référence et HPDKWTVQPI qui différe d’un aa en 9™ position et qui de la
méme fagon que pour RT(246-254), ne semble théoriquement pas impacter la reconnaissance par HLA-

B*53:01 puisque I'lCso reste relativement stable. Cependant, il faudrait un plus grand échantillonnage
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pour confirmer qu’il n’existe pas d’autres variants porteurs de mutation impactant la reconnaissance

de I'épitope.

Tableau 20 - Epitopes restreints par le HLA-B*53:01 présentant un I1Cso < 500 nM

Position Peptide Taille (aa) ICs0 (NM) Fréquence Los Alamos
RT(246-254) LPEKDSWTV 9 84,5 0/1 Non
LPDKDSWTV 9 52,7 1/1* Non
RT(235-244) HPDKWTVQSI 10 428,2 1/1* Non
HPDKWTVQPI 10 455,8 1/1* Non

* Séquence obtenue uniqguement pour 1/3 patients possédant I'allele HLA-B*53:01

Légende : voir Tableau 10
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3.2 Analyse de I'INT

L'analyse des séquences codant pour I'INT nous a permis d’identifier un nombre beaucoup moins
important d’épitopes potentiellement présentables par les différentes molécules HLA-B étudiées. Ces
observations concordent avec ce qui est décrit dans la littérature comme en témoigne le peu

d’épitopes caractérisés pour les HLA-B sélectionnés pour cette étude dans la « A-list ».

Dans un premier temps, nous avons investigué la présence d’épitopes présentant un ICso < 50 mM dans
les séquences codant I'INT de nos patients. Les résultats sont résumés dans le Tableau 21. Seuls 4
épitopes restreints au HLA-B*15:01 présentaient une liaison théorique de forte affinité pour la
molécule HLA. Parmi eux, 3 (INT(173-181), INT(176-185) INT(177-185)) sont retrouvés chez 100% des
patients avec une séquence identique a HxB2. Ces 3 épitopes constituent donc des candidats
potentiels pour le cocktail vaccinal sous réserve d’une confirmation in vitro de leur capacité a induire
une réponse CTL puisqu’aucun d’entre eux n’est répertorié dans la base de données des épitopes CTL
de Los Alamos. Le 4™, INT(215-223), est retrouvé muté au niveau des 2 premiers aa chez un des
patients de I'étude. Cette double mutation entraine une diminution drastique de I’affinité théorique
du peptide pour la molécule HLA-B*15:01 puisque I'lCso passe de 33,8 a 10 037,2 nM et donc empéche

plus que probablement la reconnaissance du peptide.

Tableau 21 — Epitopes conservés identifiés au sein de I'intégrase possédant un ICso< 50 mM

Position Peptide Taille (aa) ICso (nM1) Fréquence Los Alamos
B*07:02
B*08:01
B*35:01
 B*44:02 |
B*44:03
B*15:01 INT(173-181) KTAVQMAVF 9 48,9 6/6 Non
INT(176-185) VQMAVFIHNF 10 15,7 6/6 Non
INT(177-185) QMAVFIHNF 9 36,7 6/6 Non
INT(215-223) KQITKIQNF 9 33,8 5/6 Non
NNILKIQNF 9 10037,2 1/6 Non
B*18:01
B*51:01
B*53:01

Légende : voir Tableau 10

L'analyse des peptides possédant un |Cso compris entre 50 mM et 500 nM nous a par contre, permis
d’identifier des épitopes reconnus par tous les HLA-B sélectionnés a I'exception des HLA-B*18:01,

51:01 et 53:01. Les peptides identifiés sont présentés dans le Tableau 22.
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Tableau 22 - Epitopes conservés identifiés au sein de I'intégrase possédant un ICso< 500 mM

Position Peptide Taille (aa) 1Cs0 (NM) Fréquence Los Alamos
B*07:02 INT(260-268) VPRRKAKII 9 53,6 7/9
IPRRKAKII 9 51,1 1/9 Non
VPRRKVKII 9 74,3 1/9
B*08:01 INT(260-268) VPRRKAKII 9 168,8 4/5 Non
VPRRKVKII 9 109,8 1/5
INT(101-110) LLKLAGRWPV 10 458,1 1/5 Non
ILKLAGRWPV 10 849,6 4/5
B*35:01 INT(75-83) VAVHVASGY 9 91,4 7/7 Non
B*44:02 INT(91-100) AETGQETAYF 10 77,3 7/7
AETGQETALF 10 60,8 1/7 Non
AETGKDTAYF 10 116.6 1/7
INT(95-104) QETAYFLLKL 10 256,4 2/7
QETALFILKL 10 212,7 1/7 Non
QETAYFILKL 10 226,1 3/7
KDTAYFILKL 10 13405.4 1/7
B*44:03 INT(91-100) AETGQETAYF 10 1115 9/10 Non
EETGQETAYF 10 552,8 1/10
INT(95-104) QETAYFLLKL 10 264.6 4/10 Non
QETAYFILKL 10 223,7 6/10
B*15:01 INT(74-83) LVAVHVASGY 9 50,4 6/6 Non
INT(75-83) VAVHVASGY 9 120,9 6/6 Non
INT(134-143) GIKQEFGIPY 10 98,4 4/6 Non
GIQQEFGIPY 10 52,6 1/6 (Int(135-143) :
NVTQEFGIPY 10 573,9 1/6 oui)
INT(172-181) LKTAVQMAVF 10 93,4 6/6 Non
INT(217-226) ITKIQNFRVY 9 111,7 5/6 Non
ILKIQNFRVY 9 35 1/6
INT(214-223) QKQITKIQNF 10 160,7 5/6 Non
QNNILKIQNF 10 8893,5 1/6
INT(219-227) KIQNFRVYY 9 362,9 6/6 Non
B*18:01
B*51:01
B*53:01

Légende : voir Tableau 10

Au total, nous avons identifié 5 épitopes hautement conservés dont la séquence ne présentait pas de

variation par rapport a I'épitope de référence HXB2, et dont 4 étaient présentables par le HLA-B*15:01.

Nous avons également identifié 5 épitopes qui présentent des variants théoriquement toujours

reconnus par la molécule HLA-B concernée et enfin 5 épitopes dont les variants présentent des

mutations qui empéchent théoriquement la reconnaissance par la molécule HLA-B. Aucun d’entre eux

n’était décrit dans la base de données de Los Alamos.
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3.3 Analyse dela PR

La méme approche a été utilisée pour 'identification d’épitopes au sein de la PR. Seul 1 épitope (voir
Tableau 23) restreint par le HLA-B*15:01 présentait une liaison théorique de forte affinité (I1Csp < 50
mM). Cet épitope est un trés bon candidat pour le vaccin multi-épitopique puisqu’en plus d’étre
retrouvé sous sa forme sauvage chez tous les patients de I'étude possédant un allele HLA-B*15:01, il
est documenté dans la base de données de Los Alamos comme inducteur d’une réponse CTL via la

molécule HLA-B*15:01.

Tableau 23 - Epitopes conservés identifiés au sein de la protéase possédant un ICso< 50 mM

Position Peptide Taille (aa) 1Cso (NM) Fréquence Los Alamos

B*07:02

B*08:01

B*35:01

B*44:02

B*44:03

B*15:01 PR(45-53) KMIGGIGGF 9 13,3 6/6 Oui

B*18:01

B*51:01

B*53:01

Légende : voir Tableau 10

Concernant les épitopes présentant un I1Cso compris entre 50 mM et 500 nM, comme pour I'INT, nous
avons identifié des épitopes reconnus par tous les HLA-B sélectionnés a I’exception des HLA-B*18:01,
51:01 et 53:01. Les résultats sont résumés dans le Tableau 24. Au total, nous avons identifié 4 épitopes
hautement conservés qui ne sont pas répertoriés au sein de la base de données de Los Alamos et 3
épitopes qui présentent des variants théoriqguement toujours reconnus par la molécule HLA-B
concernée. Nous avons également identifié 8 épitopes dont les variants présentent des mutations qui
empéchent théoriquement la reconnaissance par la molécule HLA-B. A noter, que comparé aux autres
protéines, le nombre de variants identifiés pour chaque peptide est plus important, notamment pour
I’épitope PR(24-42) pour qui nous retrouvons 55 mutants différents présents chez les différents
patients. La majorité des variants étaient présents chez un méme patient. Bien que cela n’a pas pu étre
fait, il aurait fallu confirmer ces données par un nouveau séquengage ou une analyse par Next

Generation Sequencing (NGS).
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Tableau 24 - Epitopes conservés identifiés au sein de la protéase possédant un ICsp < 500 mM

Position Peptide Taille (aa) 1Cso (M) Fréquence Los Alamos
B*07:02 PR(38-46) LPGRWKPKM 9 347,8 6/10 Non*
LPGKWKPKM 9 480,7 4/10
LPGR*KPKM 9 Codon stop 1/10
PR(43-50) KPKMIGGI 8 458,5 10/10 Non
PR(43-51) KPKMIGGIG 9 274,5 10/10 Non
PR(55-63) KVRQYDQIL 9 399,8 3/10
KVRQYDQVL 9 151,3 1/10
KVRQYDQIP 9 26916 2/10
KvKQyDQIL 9 2801.3 1/10 Non
KvRQYDQIS 9 16687,1 1/10
KVKQYDQIA 9 16809,6 1/10
KVRQYEQVP 9 22783,1 1/10
KvkKQyDQIP 9 37189,9 1/10
PR(80-89) TPVNIIGRNL 10 255,3 8/10
TPINIIGRNM 10 448.1 1/10 Oui
TPVNIIGRNM 10 501,7 1/10
TPVNIIERNL 10 1151,6 1/10
B*08:01 PR(53-62) FIKVRQYDQI 10 93,1 6/9
FIKvVKQYDQI 10 166,3 3/9 Non
FIKVRQYDQV 10 169,5 1/9
B*35:01
B*44:02 PR(33-42) LEEMSLPGRW 10 27,9 1/10 Non
17 mutants différents 10 25,9-183,6 9/10
PR(34-42) EEMSLPGRW 10 10,2 1/10 . .
el Oui (A list)
17 mutants différents 10 9,4-1419 9/10
PR(35-42) EMSLPGRW 10 206,7 1/10 Non
17 mutants différents 10 145,2-15945,1 9/10
B*44.:03 PR(33-42) LEEMSLPGRW 10 45,4 1/11 Non
55 mutants différents 10 26-214,4 11/11
PR(34-42) EEMSLPGRW 10 13,2 1/11 Oui (A list)
55 mutants différents 10 8-2351,4 11/11
PR(35-42) EMSLPGRW 10 320,7 1/11 Non
55 mutants différents 10 152-18417 11/11
B*15:01 PR(44-53) PKMIGGIGGF 10 155,4 6/6 Non
PR(45-54) KMIGGIGGFI 10 325,8 6/6 Non
PR(57-66) RQYDAQILIEI 10 397 1/6
RQYEQVPIEI 10 497,8 1/6
RQYEEITIEI 10 511,4 1/6 Non
RQYDAQIPIEI 10 569,7 3/9
RQYEEIIEI 10 767,5 1/6
PR(89-97) LLTQIGCTL 9 451,5 0/6
LLTQLGCTL 9 409,7 6/6 Non
MLTQLGCTL 9 217,4 1/6
B*18:01
B*51:01
B*53:01

* PR(38-47) reconnu par HLA-B*07:01

Légende : voir Tableau 10
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4. Analyse globale et sélection des peptides vaccinaux

Cette étude nous a donc permis l'identification de 74 épitopes théoriquement présentables dans leur
forme sauvage (Hxb2) par les 9 alléles B sélectionnés : 12 avec un ICso < 50 nM et 62 avec un ICso < 500
nM (données récapitulées dans le Tableau 25). Une séquence différente (mutée) de la séquence HxB2
a été retrouvée chez au moins un patient pour 47 d’entre eux (63,5 %) et une perte d’affinité de
I’épitope pour la molécule HLA a été observée dans 25 cas sur les 47 (53,2 %). A noter que 6 épitopes
décrits dans la base de données de Los Alamos comme présentables par la molécule HLA-B étudiée

ont été retrouvés mutés et théoriquement non reconnus chez nos patients.

Tableau 25 - Récapitulatifs des épitopes identifiés dans I'étude

. Epitopes avec variants Epitopes avec variants
Epitopes .. -
conservés théoriquement reconnus | théoriquement non reconnus | Total
par la molécule HLA-B par la molécule HLA-B
1C50 < 50 nM (Los Alamos*) 6(3) 5(4) 1(0) 12
ICs0 < 500 nM (Los Alamos*) | 21 (1) 17 (2) 24 (6) 62
Total 27 22 25 74

* Epitopes décrits dans la base de données de Los Alamos comme présentables par la molécule HLA-B concernée

Nous avons notamment pu identifier 6 épitopes conservés possédant un ICsp < 50 nM, dont 3
appartenant a la base de données des épitopes CTL de Los Alamos. Nous avons également caractérisé
5 épitopes possédant un ICso < 50 nM dont les variants sont théoriquement toujours reconnus par la

molécule HLA-B. Parmi eux, 4 sont décrits dans la base de données de Los Alamos.

La compilation de ces données nous a conduit a la sélection de 10 peptides épitopiques qui pourront
entrer dans la composition d’un cocktail vaccinal peptidique, associés a d’autres. Ces peptides
pourront étre reconnus par les molécules HLA-B 35:01, 15:01, 07:02, 18:01 et 08:01 (Figure 19). De
facon intéressante, 3 d’entre eux sont théoriquement présentables par deux molécules HLA-B a la fois.
Pour 4 peptides (identifiés en gris sur la figure), il sera nécessaire de confirmer expérimentalement la
reconnaissance par la molécule HLA-B correspondante. En effet, bien que décrite pour d’autres
molécules HLA, leur association avec le HLA-B identifié dans notre étude n’a jamais été décrite dans la

littérature.

A noter qu’aucun peptide conservé et correctement présentable n’a pu étre identifié pour les

haplotypes B*51:01, B¥53:01, B*44:01 et B*44:03.
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B*35:01

B*07:02

B*15:01

RT(156-164)

RT(175-183)

RT(107-115) S

PR(45-53) RT(137-146)

B*08:01 ]

B*18:01

—mung
—gmung)

Liaison théorique de forte affinité (1Cso < 50 nM)

Liaison théorique d’affinité moyenne (50 < 1Cso < 500 nM)

Epitope CTL conservés décrits dans la base de données de Los Alamos

Figure 19 - Peptides retenus pour la composition du cocktail vaccinal thérapeutique en fonction des alléles B
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5. Visualisation 3D des peptides épitopiques

Nous nous sommes ensuite intéressés a la localisation des peptides sélectionnés au sein de la RT.
Brievement, la RT du VIH-1 est un hétérodimére composé de deux sous-unités : la p51 qui joue un réle
structural et la p66, plus grande, qui correspond a 'unité fonctionnelle de I'’enzyme. Cette sous-unité
p66 est constituée de 3 domaines dont le domaine polymérase qui s’étend du codon 1 au codon 311.
La structure cristallographique de ce domaine évoque une main droite constituée de sous-domaines
dénommés :

-« Les doigts » impliqué dans le contact avec le brin matrice

-« La paume » contenant le site catalytique de polymérisation et le motif primer grip (aa 229-

232) impliqué dans le positionnement du complexe ARN/ADN (amorce/matrice)

-« Le pouce » intervenant dans la fixation du complexe ARN/ADN?*3®

Al'aide du logiciel gratuit de visualisation moléculaire PyMOL, nous avons placé les épitopes conservés
sélectionnés pour le cocktail vaccinal au sein de la molécule de RT (Figure 20). La molécule de RT est
colorée en vert et les épitopes conservés en rose. De facon intéressante, on constate qu’ils se situent

tous dans la partie droite de la RT qui correspond au « pouce » de la main droite.

107-115

137-146

156-164
175-183

Figure 20 - Localisation des différents épitopes sélectionnés au sein de la RT

Figure réalisée avec le logiciel PyMOL
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DISCUSSION

Plusieurs études ont démontré I'importance de la réponse CTL dans le controle du VIH-1. Pour cette
raison, la recherche vaccinale anti-VIH s’intéresse depuis quelques années a I'élaboration de vaccins
capables d’induire une réponse CTL dirigée contre le virus. Cette stratégie est particulierement
intéressante dans le cadre de la vaccination thérapeutique, qui s’adresse a des patients déja infectés
par le VIH-1. En effet, elle pourrait permettre de maitriser la réplication virale qui émerge des
réservoirs viraux a I'arrét du TAR, voire méme d’éradiquer le virus dans le cadre de stratégies « Shock
and Kill ». Cependant, la capacité du virus a muter pour échapper au systéme immunitaire, associée a
la diversité génétique du VIH-1 constitue un véritable challenge pour la conception de ce type de
vaccin. Dans ce cadre, nous nous sommes intéressés dans ce travail, a la caractérisation d’épitopes
conservés au sein de I’ADN archivé et présentables par le HLA-B, de patients infectés par le VIH-1 suivis

au CHU de Bordeaux.

L’échappement du VIH-1 a la réponse cytotoxique des CTL est bien documenté!?113%-141 Des mutations
d’échappement aux CTL sont acquises trés rapidement aprés la primo-infection4? et sont ensuite
retrouvées chez plus de 98 % des provirus contenus dans les réservoirs viraux?. Certaines études
suggerent méme que l'‘apparition de ces mutations d’échappement serait un des facteurs
prépondérant de la diversité génétique des séquences observées chez les patients infectés par le VIH-
1 et contribuerait a I’évolution du virus'®. En effet, elles seraient sélectionnées par la pression
gu’exercent les CTL spécifiques sur les épitopes sauvages'** et pourraient expliquer la progression
virale malgré une réponse CTL puissante mais finalement insuffisante pour I’éradication virale. Elles
pourraient également en partie expliquer le succés minime observé de la cinquantaine d’essais
cliniques réalisés au des cours des 20 derniéres années dans le domaine des vaccins thérapeutiques
anti-VIH-1%°, Pour cause, la plupart de ces vaccins sont désignés a partir de séquences issues du virus
sauvage de référence HxB2 et ne tiennent pas compte de la présence de ces mutants d’échappement.
C'est pourquoi notre approche propose d’analyser la variabilité du virus isolé chez des patients en

succes thérapeutique, aprés archivage au sein de I’ADN proviral.

Des études préliminaires réalisées dans le cadre de Provir ont étudié la variabilité des épitopes viraux
dans les différents compartiments d’'un méme patient. Bien qu’a priori minoritaires, des différences
ont été observées entre I’ARN viral plasmatique circulant et I’ADN proviral archivé au sein des cellules
mononuclées du sang périphérique (PBMC). Il se pourrait donc que des mutants d’échappement
soient sélectionnés et archivés au cours de la phase de réduction de la CV apreés l'initiation du TAR ou

au cours de la réplication résiduelle a bas niveau qui persisterait chez les patients controlés#®. Des
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travaux sont actuellement en cours pour étudier la variabilité des épitopes CTL dans le réservoir du
GALT a partir de biopsies digestives. Le rebond viral observé a I'arrét du TAR chez les PvVIH provenant
vraisemblablement de cet ADN proviral archivé, il apparait capital de tenir compte de la variabilité des

épitopes viraux contenus dans les réservoirs latents.

Nous avons fait le choix de nous intéresser uniquement aux patients qui possédaient au moins un alléle
HLA-B parmi les plus fréquents dans la population africaine et caucasienne. En effet, une des
contraintes majeures quant a l'utilisation de peptides pour I'élaboration de vaccins visant a stimuler
les CTL est la capacité de ces peptides a se lier aux molécules polymorphes du CMH de classe I.
Cependant, au vu de la diversité du systeme HLA dans la population et du fait de contraintes de
production et rentabilité, I'élaboration de vaccins personnalisés, en fonction du systeme HLA de
chacun, est pour l'instant irréalisable. 9 alléles B sur les 90 différents représentés dans la cohorte
initiale de patients ont été choisis. lls permettent de couvrir 57,4 % de la cohorte. Ce choix parait donc
tout a fait pertinent, au moins pour la population de PvVIH suivie au CHU de Bordeaux. De plus,
I'existence de supertypes partageant des caractéristiques structurales et fonctionnelles leur
permettant de reconnaitre des motifs peptidiques semblables pourrait augmenter la portée du vaccin
multi-épitopique. En effet, par exemple les patients porteurs de l'allele B*07:03 reconnaitront
possiblement les épitopes identifiés pour I'allele B¥*07:02 appartenant au méme supertype. Cette

hypothése devra bien-slr faire I'objet de nouvelles investigations pour confirmation.

Nous avons ensuite décidé de nous focaliser sur des patients en succés virologique, n’ayant jamais
répliqué sous TAR. En effet, ces patients représentent la population cible pour les tentatives de
guérison virale. Ce critére a conduit a I'exclusion d’un grand nombre de patients. Ceci s’explique en
partie par le fait qu’avant 2010, du fait d’effets indésirables lourds et contraignants, et d’'une absence
de preuves scientifiques suffisantes le contre-indiquant, il était courant d’arréter le TAR chez les
patients asymptomatiques possédant des CD4 > 500 mm3. L'inobservance, des résistances au TAR ou
encore la survenue de blips permettent également d’expliquer le grand nombre de patients qui avaient
répliqué sous traitement. Exclus dans cette premiere étude, Il pourra étre intéressant d’étudier la
variabilité des épitopes CTL chez les patients ayant répliqué sous traitement afin de déterminer si des

mutations de résistance aux TAR croisent avec des mutations d’échappement aux CTL.

Nous avons donc finalement analysé les séquences d’ADN proviral archivé de 53 patients infectés par
le VIH-1 n’ayant jamais répliqué sous traitement et possédant au moins un alléle HLA-B parmi les plus
fréquents dans les populations caucasienne et africaine. La majorité des patients était des hommes
(71,7 %) et I’age médian était de 49,9 ans. Ces chiffres coincident exactement avec ceux des personnes

suivies pour une infection par le VIH en France en 2015 (68,3 % d’hommes, age médian de 49,7 ans)
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publiés dans le dernier rapport d’experts de recommandations pour la prise en charge du VIH

(https://cns.sante.fr/wp-content/uploads/2017/10/experts-vih _epidemio.pdf). La majorité des

patients étaient infectés par un sous-type B (69,8 %) ce qui concorde globalement avec les différentes
études épidémiologiques réalisées en France ces derniéres années, méme si ce pourcentage est
légérement plus élevé dans notre cohorte!¥. Plus de la moitié des patients avaient été mis sous TAR
dans I'année qui a suivi le diagnostic, tandis que l'initiation du TAR avait été différée jusqu’a 10 ans
apres la découverte de la séropositivité chez d’autres. Cette disparité s’explique par I'évolution des
recommandations sur les critéres d’introduction des antirétroviraux notamment chez les patients
asymptomatiques. De la méme fagon, le délai entre la mise en place du traitement et la réalisation du
génotypage qui a permis d’obtenir les séquences ADN du virus était trés variable selon les patients.
Cette homogénéité entre les patients était finalement un atout pour cette étude puisqu’elle nous a
permis d’étudier la variabilité des épitopes CTL dans de multiples situations cliniques, en conditions
réelles. Il serait intéressant d’évaluer I'impact de ces facteurs sur la variabilité des épitopes a partir
d’une cohorte plus importante. |l aurait également été intéressant d’avoir la date exacte de
contamination des patients, méme si celle-ci est régulierement méconnue du patient lui-méme. En
effet Deng et al. ont récemment montré que les mutations d’échappement aux CTL sont rares chez les
patients traités en primo-infection (< 3 mois apres la contamination), alors que pres de 100% des
séguences codant pour gag des patients traités apres la primo-infection hébergeaient des mutations

d’échappement aux CTL2.

L'analyse de ces séquences a permis de confirmer I'importante variabilité des épitopes CTL au sein de
I’ADN proviral. En effet, 63,5 % des épitopes identifiés au sein des séquences isolées chez les patients
de I'étude présentaient des mutations par rapport a la séquence de référence HxB2. Dans la moitié
des cas, I'affinité théorique du peptide pour la molécule HLA était conservée. Bien que ces résultats ne
soient que théoriques, ils s’expliquent d’une part par la capacité du TCR des lymphocytes T CD8+ 3
reconnaitre différents variants d'un méme épitope, en particulier si les mutations surviennent dans
des positions non cruciales pour I'épitope, et d’autre part, par la capacité des molécules du CMH a
reconnaitre des peptides différents mais qui présentent une longueur correcte et des résidus
d’ancrages identiques ou semblables. Dans I'autre moitié des cas, I'lCso calculé pour au moins un des
variants isolé indiquait une perte de reconnaissance par la molécule HLA. Ces variants peuvent
notamment correspondre a des mutants d’échappement aux CTL sélectionnés par le virus pour éviter
d’étre reconnus ou présentés par les CTL. Dans ce cas, les mutations surviennent au niveau des résidus
d’ancrage ou au niveau des résidus qui interagissent avec le TCR**8, Une base de données qui recense
les variants d’échappement aux CTL décrits dans la littérature est disponible sur le site internet de Los

Alamos (https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/variants/ctl variant.html). Cependant, la

majorité des variants que nous avons identifiés n’y figurent pas. Plusieurs hypothéses sont possibles.
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https://cns.sante.fr/wp-content/uploads/2017/10/experts-vih_epidemio.pdf)
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La premiere est que nous avons identifié de nouveaux variants d’échappement, jamais décrits. Cette
hypothése devra cependant étre validée sur une plus large cohorte ainsi que par des tests
complémentaires in vitro. Une autre hypothése est que ces variants contiennent des mutations qui
sont apparues indépendamment de la pression de sélection exercée par les CTL. Elles peuvent en effet
étre simplement associées a un sous type viral. Elles peuvent également correspondre a des mutations
de résistances aux TAR ou encore, étre générées par I’APOBEC3 comme observé chez certains des
patients de I'étude possédant les alleles HLA-B*44:02 et HLA-B*44:03. A noter qu’il a été démontré
que le VIH-1 pouvait tirer partie des mutations non létales induites par APOBEC3 pour générer des
variants d’échappement aux CTL*. Quoiqu’il en soit, notre étude montre qu’il est indispensable de
tenir compte de I'ensemble des variants, quelle que soit leur origine pour la conception d’un vaccin

efficace.

Ce travail nous a par ailleurs permis d’identifier 27 épitopes hautement conservés dont 6 possédant
un ICso < 50 nM ainsi que 22 épitopes dont les variants sont théoriquement toujours reconnus par la
molécule HLA-B, dont 5 possedant un ICsp < 50 nM. Ce sont donc potentiellement 49 épitopes qui
présentent un intérét pour la conception d’un vaccin peptidique. L'interprétation de ces résultats doit
cependant rester prudente. Seuls 10 de ces épitopes sont recensés dans la base de données de Los
Alamos et ont donc été rapportés dans la littérature comme capable d’induire une réponse CTL
efficiente. Par conséquent, Il est indispensable de confirmer I'immunogénicité des épitopes théoriques
par le biais de tests fonctionnels in vitro type IFN-y ELISpot (Enzyme-Linked ImmunoSpot) qui
permettent d’évaluer la réponse T. En effet, ces résultats ont été obtenus a partir de logiciels de
prédictions qui calculent I'affinité d’une molécule HLA pour un peptide donné. Pour chaque peptide,
sont pris en compte : son accessibilité au clivage par le protéasome, la nature biochimique de ses
résidus, sa capacité a se fixer sur les protéines TAP et ses résidus d’ancrage définis pour chacune des
molécules HLAYC, Cependant, la capacité d’un épitope a induire une réponse cytotoxique et
notamment la production de cytokines par les lymphocytes ne dépend pas uniquement de son affinité
pour la molécule du CMH-I. Elle dépendrait également de I'avidité du TCR pour le complexe CMH-
I/épitope/B2m. Ainsi, des CTL qui posséde une forte avidité pour le complexe CMH-I/épitope/B2m
produiraient davantage de cytokines et induiraient plus rapidement la mort des cellules infectées!>%:152,
Cependant, du fait de la plasticité du TCR, ce facteur est certainement moins important a prendre en
compte. En effet, des études cristallographiques ont montré que chaque TCR ne reconnait en fait qu’un
a trois résidus du peptide associé au CMH?3, ce qui confere aux lymphocytes T CD8+ une capacité a
reconnaitre différents variants d’'un méme épitope. Par ailleurs, d’autres études ont montré que
des mutations au sein des séquences avoisinant I'épitope pouvaient également influencer son
« processing » et sa présentation par les molécules du CMH-I, jusqu’a abolir la réponse CTL¥*%, Enfin,

ces logiciels ne tiennent pas compte d’autres facteurs importants tels que le type de cellules impliqués
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dans la présentation ou encore la quantité de protéine dégradée. Pour toutes ces raisons, dans un
premier temps, seront retenus pour la composition du cocktail vaccinal thérapeutique, les épitopes
qui présentent une forte affinité pour les molécules HLA de classe | (ICso < 50 nM) et préférentiellement

ceux qui ont été décrits dans la littérature comme induisant une réponse CTL.

Au final, nous avons donc sélectionné 10 peptides qui pourront étre reconnus par les molécules HLA-
B*35:01, 15:01, 07:02, 18:01 et 08:01. Ces peptides seront associés a d’autres dans le but d’augmenter
le potentiel immunogeéne du vaccin d’une part, et d’autre part d’élargir la population ciblée. Une étude
a plus grande échelle est actuellement en cours dans le cadre du projet Provir/Latitude 45. Cette étude
réalisée sur des patients recrutés a Bordeaux, Rio de Janeiro (Brésil) et Montréal (Canada), s’intéresse
également a l'identification d’épitopes CTL dans I’ADN proviral de patients en succes thérapeutique
mais en prenant en compte a la fois le HLA-A et le HLA-B des patients. En combinant Sanger/NGS
comme méthodes de séquencgage, I'analyse s’étend aussi a d’autres protéines du VIH dont notamment
gag et nef qui sont connues pour contenir la densité la plus élevée d’épitopes CTL'®, L’analyse des
premiers résultats de cette étude a grande échelle concorde avec les résultats de ce travail, bien que
I‘abord de séquencage soit différent. En effet, dans ce travail de these, nous avons utilisé les séquences
nucléotidiques obtenues a I'issue des génotypages de résistance réalisés en routine chez les patients
par méthode Sanger. Ce type de méthode, largement utilisée en France dans le cadre des génotypages
de résistance, ne permet la détection que des variants avec une prévalence d’environ 20%'>’. De
nombreuses études comparatives réalisées sur les mutations de résistances aux antirétroviraux ont
permis de montrer que la meilleure sensibilité du NGS permet d’augmenter significativement la
détection des mutations minoritaires'®®*>°, La présence de ces mutations minoritaires a clairement été
associée a un risque d’échec pour les INNTI*®® mais reste controversée pour les autres classes
thérapeutiques!®!. Cependant, peu de données sont disponibles concernant I'apport du NGS dans la
détection de mutations d’échappement aux CTL. Une étude réalisée sur les épitopes CTL présents chez
gag et pol montre une concordance entre les deux méthodes supérieure a 90%*3*. Seule une infime
partie des variants minoritaires était théoriquement non reconnue par les CTL dans cette étude. Nous
ne pouvons donc exclure que d’autres variants épitopiques non détectés par méthode Sanger dans

cette étude puissent étre identifiés par NGS.

Nous avons ensuite utilisé le logiciel de visualisation moléculaire PyMol (http://www.pymol.org) afin
de localiser les régions comportant les épitopes conservés identifiés. Nous nous sommes focalisés
uniquement sur les épitopes sélectionnés au sein de la RT du fait de leur majorité. De fagon
intéressante, ils se situent tous au niveau du « pouce » du domaine polymérase ce qui suggere que
peu de mutations ont été sélectionnées dans cette zone. En effet, malgré I'extréme plasticité du

protéome du VIH-1, la variabilité du virus n’est pas illimitée. Certains domaines, du fait d’exigences
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structurelles et fonctionnelles, possédent une variabilité trés limitée voire nulle!®?, Il existe pour le
virus une balance entre maintien de ces capacités réplicatives (fitness) et mutation du génome pour

échapper a la réponse immunitaire. Seules les mutations avantageuses pour le virus seront

sélectionnées. De fagon, intéressante, il a été montré que les alléles B*57/58:01, associés a une
progression lente de la maladie, reconnaissent des épitopes extrémement conservés dont tout
échappement survient au prix d’une altération drastique de la capacité réplicative du virus®3. Dans
notre étude, nous n’avions pas sélectionné les patients porteurs des alleles HLA-B*57 et HLA-B*27 qui
sont les alléles les plus décrits comme étant associés a une progression lente vers le stade SIDA. Nous
ne pouvons donc rechercher une éventuelle association avec la présence plus importante d’épitopes
conservés chez ces patients. Cependant, nous avions sélectionné les alleles HLA-B*35:01 et B*08:01
qui ont été largement décrits comme associés a une évolution plus rapide de la maladie®?®. En émettant
I’hypothése que des mutations d’échappement seraient a I'origine de cette progression accélérée, on
aurait pu s’attendre a identifier un nombre limité d’épitopes ou en tout cas, un nombre limité
d’épitopes conservés. Etonnamment, a I'inverse, nous avons identifié chez les patients porteurs de ces
alléles, un grand nombre d’épitopes hautement conservés ou dont les variants sont théoriquement
toujours reconnus par la molécule HLA. Il a été montré que les épitopes CTL restreints aux alleles HLA
de classe | associés a une progression lente de la maladie possedent une meilleure reconnaissance
croisée de certains de leur variants épitopiques par rapport aux alléles associés a une progression
normale ou accélérée de la maladie®®. Il se pourrait donc qu’au-dela des molécules HLA de classe |, ce
soient les épitopes qui possedent une meilleure reconnaissance croisée de leur variants par la
molécule HLA qui seraient associés a une progression lente de la maladie. Une reconnaissance plus
efficace des variants pourrait en effet limiter I'échappement viral et contribuer a un controle continu

de la réplication chez les controllers.
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CONCLUSION & PERSPECTIVES

Dans cette étude, nous confirmons I'importante variabilité des épitopes CTL au sein de I’ADN proviral
archivé. Nous montrons également que les mutations a l'origine de cette variabilité peuvent diminuer
I'affinité théorique de ces épitopes pour la molécule HLA-B et empécher leur présentation. En
admettant que les virus archivés sous forme d’ADN proviral sont a I'origine de la réplication virale
émergente a I'échec ou a I'interruption du TAR, ces résultats montrent que la mise au point d’un vaccin
efficace doit inévitablement tenir compte de la variabilité des épitopes CTL dans les réservoirs viraux
et de leur présentation par les molécules HLA de classe I. Dans cette optique, nous avons identifié des
épitopes présentables par les alleles HLA-B les plus fréquents dans la population caucasienne et

africaine, hautement conservés, ou dont la variabilité n’affecte pas I'affinité pour la molécule HLA-B.

Cette étude s’intégre dans une étude plus large, pour l'instant théorique, mais qui ouvre des
perspectives sur un cocktail polypeptidique vaccinal thérapeutique destiné a promouvoir la réponse
CTL existante chez des patients déja infectés par le VIH-1. Chez des patients en succés thérapeutique,
un tel type de vaccin pourrait permettre de contrdler durablement la réplication du virus apres
interruption du traitement et donc éviter le rebond viral généralement observé. On pourrait alors
parler de guérison fonctionnelle ou encore de vacance thérapeutique. Combiné avec d’autres
stratégies permettant de diminuer le niveau du réservoir viral, il pourrait conduire a I'éradication

compléte du virus et permettre d’atteindre le graal thérapeutique : la guérison virologique.
Le cocktail vaccinal est aujourd’hui proche de sa définition et va maintenant mériter d’arriver a I’étape

d’'immunologie fonctionnelle et d’injection expérimentale a des primates afin de prouver son

efficacité.
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ANNEXES

ANNEXE 1 - Extrait de la liste des épitopes CTL les mieux définis « A-list »

Epitope Protéine H?(BZ, Protéine Sous-type HLA
localisation

EEMNLPGRW pol 90-98 PR(34-42) B44
GKKAIGTVL pol 124-132 PR(68-76) B*15:03
GPKVKQWPL pol 173-181 RT(18-26) B B*08:01
TVLDVGDAY pol 262-270 RT(107-115) B*35:01
VPLDEDFRKY pol 273-282 RT(118-127) B*35:01
TAFTIPSI pol 283-290 RT(128-135) B*51:01

NETPGIRYQY pol 292-301 RT(137-146) B18

SPAIFQSSM pol 311-319 RT(156-164) B7

NPEIVIYQY pol 330-338 RT(175-183) B18
HPDIVIYQY pol 330-338 RT(175-183) B B*35:01
LVGKLNWASQIY pol 415-426 RT(260-271) B*15:01
YPGIKVRQL pol 426-434 RT(271-279) B B*42:01

IPLTEEAEL pol 448-456 RT(293-301) B*3501, B*5101
ILKEPVHGVY pol 464-473 RT(309-318) B B*1501, Cw*1202

VTDSQYALGI pol 651-660 RT(496-505) B*1503
LPPIVAKEI pol 743-751 INT(28-36) B*4201
IQQEFGIPY pol 850-858 INT(135-143) B*1503
FKRKGGIGGY pol 900-909 INT(185-194) B*1503

VPRRKAKII pol 975-983 INT(260-268) B42
RKAKIIRDY pol 978-986 INT(263-271) B*1503
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https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html?results=Search&epitope=EEMNLPGRW&epitope_exact=exact
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https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html?results=Search&epitope=TVLDVGDAY&epitope_exact=exact
https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html?results=Search&epitope=VPLDEDFRKY&epitope_exact=exact
https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html?results=Search&epitope=TAFTIPSI&epitope_exact=exact
https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html?results=Search&epitope=NETPGIRYQY&epitope_exact=exact
https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html?results=Search&epitope=SPAIFQSSM&epitope_exact=exact
https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html?results=Search&epitope=NPEIVIYQY&epitope_exact=exact
https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html?results=Search&epitope=HPDIVIYQY&epitope_exact=exact
https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html?results=Search&epitope=LVGKLNWASQIY&epitope_exact=exact
https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html?results=Search&epitope=YPGIKVRQL&epitope_exact=exact
https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html?results=Search&epitope=IPLTEEAEL&epitope_exact=exact
https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html?results=Search&epitope=ILKEPVHGVY&epitope_exact=exact
https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html?results=Search&epitope=VTDSQYALGI&epitope_exact=exact
https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html?results=Search&epitope=LPPIVAKEI&epitope_exact=exact
https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html?results=Search&epitope=IQQEFGIPY&epitope_exact=exact
https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html?results=Search&epitope=FKRKGGIGGY&epitope_exact=exact
https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html?results=Search&epitope=VPRRKAKII&epitope_exact=exact
https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html?results=Search&epitope=RKAKIIRDY&epitope_exact=exact

ANNEXE 2 — Caractéristiques des patients de I'étude

Charge Délai entre le Nombre
Nom dela Virale HLA-B HLA-B Année du Année du diagnostic et le \ ; . ; ;
séquence Sous type plasmatique | allele 1 allele 2 | diagnostic | début du TAR début du TAR d'année Genes sequences
(copies/ml) (année) sous TAR
. owe | e [ [ [ [ [ [ ]

5630 indéterminé <50 B*15:01 | B*15:01 2002 2002 <1 12 RT, INT
5272 B <50 B*15:01 | B*18:01 1998 1998 <1 15 RT, INT, PR
5278 B <50 B*44:02 | B*49:01 2003 2003 <1 14 RT, INT, PR
4551 CRFO1_B <50 B*35:03 B*53:01 2011 2011 <1 2 RT, INT, PR
4553 B <50 B*44:02 | B*40:01 2011 2011 <1 4 RT, INT, PR
5219 B <50 B*44:02 B*44:03 2013 2013 <1 4 RT, INT, PR
1374 C <50 B*15:01 | B*51:01 2007 2007 <1 9 RT, INT, PR
0659 B <50 B*44:02 | B*51:01 2006 2006 <1 10 RT, PR
5934 B <50 B*14:02 | B*44:02 2012 2012 <1 3 RT, INT, PR
5341 CRF02_AG <50 B*35:01 | B*44:03 2013 2013 <1 4 RT, INT, PR
4728 B <50 B*07:02 | B*14:02 2012 2012 <1 3 RT, INT, PR
4833 B <50 B*35:01 | B*55:01 2012 2012 <1 4 RT
5742 CRF02_AG <50 B*35:01 B*35:01 2014 2014 <1 2 RT, INT, PR
5247 B <50 B*49:01 | B*51:01 2005 2005 <1 8 RT, INT, PR
6277 CRF02_AG <50 B*08:01 B*44:02 2015 2015 <1 1 RT, PR
4508 CRF45_cpx <50 B*53:01 | B*58:01 2009 2009 <1 1 RT, PR
6469 B <50 B*07:02 | B*44:03 2016 2016 <1 1 RT, INT, PR
5520 CRFO2_AG <50 B*35:01 | B*35:01 2001 2001 <1 15 RT, INT, PR
6306 B <50 B*08:01 | B*51:01 2016 2016 <1 1 RT, INT, PR
5070 B <50 B*35:02 | B*44:03 2007 2007 <1 6 RT, PR
5679 CRFO2_AG <50 B*07:02 | B*18:01 2014 2014 <1 1 RT, INT, PR
4463 CRFO2_AG <50 B*53:01 | B*58:02 2011 2011 <1 2 RT, PR
5180 B <50 B*15:01 | B*55:01 2011 2011 <1 2 RT, PR
6508 G <50 B*08:01 B*81 2014 2014 <1 2 RT, INT, PR
5560 B <50 B*15:01 | B*51:01 2014 2014 <1 3 INT
5142 CRF02_AG <50 B*08:01 | B*44:02 2009 2010 1 3 RT, PR
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Charge

Délai entre le

Nom dela Virale HLA-B HLA-B | Année du Année du diagnostic et le Nomblre . ; ;
i Sous type . . . i . i . d'année Geénes séquencés
séquence plasmatique | allele 1 allele 2 | diagnostic | début du TAR début du TAR
(copies/ml) (année) sous TAR

6460 B <50 B*35:01 | B*44:03 2003 2004 1 12 RT, INT, PR
4071 B <50 B*07:02 | B*15:01 2009 2010 1 2 RT, PR

6137 B <50 B*44:02 | B*55:01 1998 1999 1 16 RT, INT, PR
1826 B <50 B*18:01 | B*44:03 2007 2008 1 2 RT, INT, PR
4852 B <50 B*38:01 | B*44:02 2009 2010 1 2 RT, INT, PR
5722 B <50 B*44:03 | B*14:02 2009 2010 1 6 RT, INT, PR
6587 B <50 B*44:03 B*51:01 2014 2015 1 1 RT, INT, PR
0731 B <50 B*51:01 | B*51:01 2005 2007 2 9 RT, INT, PR
4837 B <50 B*38:01 | B*51:01 2010 2012 2 5 RT, INT, PR
4583 CRF_06 <50 B*44:03 | B*51:01 2011 2013 2 3 RT, INT, PR
0443 B <50 B*15:01 | B*18:01 2001 2004 3 12 RT, INT, PR
5164 B <50 B*44:02 B*44:03 2009 2012 3 1 RT, INT, PR
2078 B <50 B*07:02 | B*35:03 2006 2009 3 7 RT, INT, PR
6206 B <50 B*18:01 | B*35:01 2008 2012 4 3 RT, INT, PR
5012 F1 <50 B*51:01 | B*57:01 2009 2013 4 4 RT, INT, PR
5274 B <50 B*27:05 B*35:01 1990 1995 5 18 RT, INT, PR
5448 B <50 B*35:01 | B*37:01 1991 1997 6 16 RT, PR

1399 B <50 B*08:01 | B*51:01 2000 2007 7 9 RT, INT, PR
6214 B <50 B*07:02 | B*15:01 1995 2003 8 13 RT, INT, PR
5578 B <50 B*07:02 | B*27:05 1988 1996 8 18 RT, INT, PR
4890 B <50 B*08:01 | B*51:01 2002 2011 9 1 RT, RT

0376 B <50 B*08:01 | B*51:01 1995 2005 1<1 11 RT, INT, PR
6384 B <50 B*08:01 B*44:03 1984 2004 2<1 12 RT, INT, PR
4805 CRFO2_AG <50 B*35:01 | B*57:03 2009 INCONNU Controler Controler RT, INT, PR
5179 <50 B*07:02 B*08:01 2002 INCONNU INCONNU INCONNU RT, INT, PR
5097 <50 B*07:02 | B*46:01 | INCONNU 2008 INCONNU 5 RT, INT, PR
1488 <50 B*07:02 B*58:01 | INCONNU 2000 Inconnu 12 RT, INT, PR
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ANNEXE 3 - Liste d’abréviations des acides aminés

A = Alanine

C = Cystéine

D = Acide aspartique
E = Acide glutamique
F = Phenylalanine

G = Glycine

H = Histidine

I = Isoleucine

K = Lysine

L = Leucine

M = Methionine

N = Asparagine

P = Proline

Q = Glutamine

R = Arginine

S = Serine

T =Threonine

V = Valine

W = Tryptophane

Y = Tyrosine
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Définition d’épitopes CTL dans I’ADN VIH-1 archivé et présentables par le HLA-B :
perspective vaccinale

Grace aux antirétrovirauy, il est désormais possible de controler durablement la réplication du
VIH-1 chez les patients sous traitement. L’objectif est maintenant de trouver de nouvelles stratégies
thérapeutiques visant soit une éradication du virus soit une guérison « fonctionnelle ». L’'une d’entre
elles consiste en I’élaboration d’un vaccin thérapeutique impliquant les lymphocytes T cytotoxiques
(CTL). La mise au point d’un vaccin efficace doit inévitablement tenir compte de la variabilité des
épitopes CTL dans les réservoirs viraux et de leur présentation par les molécules HLA de classe I.

Dans cette étude réalisée sur des virus archivés chez des patients infectés par le VIH-1 suivis
au CHU de Bordeaux, nous confirmons I'importante variabilité des épitopes CTL au sein de I’ADN
proviral a partir duquel la réplication virale sera généralement réinitiée lors d’un arrét thérapeutique.
Nos résultats montrent que les mutations a I'origine de cette variabilité peuvent diminuer I'affinité
théorique de ces épitopes pour les molécules HLA et empécher leur présentation. Par ailleurs, nous
avons identifié des épitopes présentables par les alléles HLA-B les plus fréquents dans la population
caucasienne et africaine, épitopes hautement conservés ou dont la variabilité n’affecte pas I'affinité
pour les molécules HLA. Ces épitopes pourraient étre utilisés pour I’élaboration d’un vaccin
lipopeptidique qui tiendra compte de la génétique immunitaire de I'héte.

Mots clés : VIH-1, Vaccination thérapeutique, Epitopes CTL, HLA de classe |, Inmunogénétique,
Guérison

Definition of HLA-B restricted CTL epitopes in archived HIV-1 DNA: towards a vaccine

Due to advances in antiretroviral therapy (ART), HIV-1 replication can nowadays be controlled
among treated patients. Now, the objective is to find new therapeutic strategies to either eradicate
the virus or achieve a “functional cure”. Therapeutic vaccines inducing cytotoxic T lymphocytes (CTL)
are one of the most promising approaches. An effective vaccine must take into account the CTL
epitopes variability in viral reservoirs and the human leukocytes antigen (HLA)-class I- allele-specific
restriction.

Using data from archived virus in HIV-1-infected patients from the Bordeaux University
Hospital, we provide confirmation of important CTL epitope variability in HIV-1 proviral DNA, a major
source contributing to viral rebound after stopping ART. We also found that mutations leading to this
variability can affect the predicting MHC-I-epitope binding affinity and prevent their recognition.
Moreover, we have identified highly conserved epitopes and epitopes carrying mutations with no
significant effect on binding affinity, which are restricted by the most common HLA-B alleles in
Caucasians and Africans. These epitopes could be used for the development of a multi-epitope-based
peptide vaccine according to the genetics of patients.

Keywords: HIV-1, Therapeutic vaccines, CTL epitopes, HLA alleles, Immunogenetics, Viral cure
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