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RESUME

Un obstacle important dans I’éradication du virus de I’'immunodéfience humaine (VIH-1) est
I’établissement de réservoirs viraux ou le virus reste a 1’état latent ainsi que 1’absence de vaccin
efficace. Bien que les molécules antivirales actuelles permettent d’augmenter I’espérance de vie
des personnes vivant avec le VIH-1 (PLWH) ainsi que de diminuer la réplication virale chez celles-
ci, elles ne contribuent pas a 1’¢limination de ces réservoirs. La hausse de résistance envers ces
molécules inhibitrices nécessite le développement constant de nouvelles molécules. L une d’entre
elles, temsavir (BMS-626529), est un nouvel inhibiteur d’attachement approuvé par la FDA depuis
2020. Sa cible, la glycoprotéine d’enveloppe (Env), est le seul antigéne viral présent a la surface
des cellules infectées et des virions, représentant donc la cible idéale des anticorps. L’Env mature
se trouve sous forme d’hétérodimere (gp120 et gp41) suite au clivage de son précurseur gpl160.
Temsavir lie sous la boucle f20-f21 de la gp120 et prévient donc, par compétition, I’interaction
entre ’Env et le récepteur CD4 de 1’hote. En plus de son rdle en tant qu’inhibiteur d’attachement,
temsavir permet de stabiliser le trimere dans sa conformation dite «fermée». Un ancien analogue
de temsavir, BMS-806, a montr¢ réduire 1’addition de glycans ainsi que de diminuer le clivage du
précurseur gpl60. Nos études démontrent que temsavir posseéde €galement un impact sur ces
mécanismes impliqués dans la maturation et la flexibilité de I’Env de plusieurs souches du VIH-1.
De ce fait, nous avons investigué I’effet de cette altération sur la conformation des différentes Env.
Nos observations montrent que I’effet de temsavir sur le clivage protéolytique est associé¢ a une
diminution de la reconnaissance de I’Env par des anticorps ciblant différentes régions de celle-ci.
Cette modification de la reconnaissance de I’Env est également associée a I’efficacité de la réponse
cytotoxique cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) a éliminer les cellules infectées. Les
résultats présentés dans ce mémoire, notamment 1’effet de temsavir sur la conformation de I’Env,

devrait étre considéré lors du développement d’immunothérapies ciblant le réservoir viral.

Mots-clés : VIH-1, glycoprotéine d’enveloppe (Env), temsavir (BMS-626529), anticorps,
glycosylation, clivage protéolytique.
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ABSTRACT

An important obstacle in the eradication of the human immunodeficiency virus (HIV-1) is the
establishment of viral reservoirs where the virus remains in a latent state and the absence of a potent
vaccine. Although current antiretroviral molecules increase the life expectancy of people living
with HIV-1 (PLWH) as well as reduce viral replication, they do not contribute to the elimination
of these reservoirs. Also, the increase in drugs resistances towards these inhibitory molecules
requires the constant development of new molecules. One of them, temsavir (BMS-626529), is a
new attachment inhibitor approved by the FDA since 2020. Its target, the envelope glycoprotein
(Env), is the only viral antigen present at the surface of infected cells and virions and thus, is also
the main target of antibodies. This mature Env consists of three gp120-gp41 heterodimers after the
proteolytic cleavage of its gp160 precursor. Temsavir binds under the 20-f21 loop of gp120 and
prevents the interaction between Env and the host CD4 receptor. In addition to its role as an
attachment inhibitor, temsavir stabilizes the trimer in its "closed" conformation. A previous analog
of temsavir, BMS-806, has been shown to affect the addition of glycans as well as the cleavage of
the gp160 precursor. Our studies demonstrate that temsavir also has an impact on these mechanisms
involved in the maturation and flexibility of Env of several strains of HIV-1. Therefore, we
investigated the effect of this alteration on the conformation of different Env. Our observations
showed that the effect of temsavir on proteolytic cleavage is associated with a decrease in Env
recognition by antibodies targeting different regions of Env. This modification in Env recognition
also appears to be associated with the efficacy of antibody to mediate potent antibody-dependent
cellular cytotoxicity (ADCC) against infected-cells. The results presented in this master thesis,
should be considered when developing immunotherapies aimed at targeting the viral reservoir in

Fostemsavir-treated individuals.

Keywords : HIV-1, envelope glycoprotein (Env), temsavir (BMS-626529), antibodies,
glycosylation, proteolytic cleavage.
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CHAPITRE I - INTRODUCTION

1. Le virus de ’'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1)
1.1 Classification du VIH-1

Le virus de I’'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) est un Lentivirus appartenant a la
famille des rétrovirus (Retroviridae) (1, 2). Dans cette méme famille, il est également possible d’y
retrouver le VIH de type 2 et le virus de I’'immunodéficience simienne (SIV), soit le virus qui aurait
été¢ transmis du singe a ’homme entre les années 1920 et 1940 (3-5). Le VIH, soit [’agent
étiologique du syndrome de I’immunodéficience acquise (SIDA), est un virus & ARN simple brin.
Une des caractéristiques différenciant cette famille de virus est la présence d’une enzyme nommeée
transcriptase inverse. Celle-ci permet de générer de I’ADN a partir de ’ARN (6). Cet ADN proviral
nouvellement synthétisé peut ensuite étre intégré au génome de cellules ciblées par ce virus (7).
Lors de I’étape de transcription inverse, de multiples mutations sont produites. La transcriptase
inverse est donc la source de DI'importante diversité génétique observée (8). Les études
phylogénétiques divisent présentement le VIH-1 en 4 groupes distincts, soit le groupe M
responsable de la pandémie mondiale et les groupes N, O et P. Le groupe pandémique M est lui-
méme divisé en différents sous-types (A, B, C, D, F, G, H, J et K) ainsi que de multiples formes
recombinantes circulantes (CRF) (9-11). Suite a la découverte du groupe M, certains virus,
représentant moins de 1% des infections a travers le monde, ont été classés dans le nouveau groupe
O (12, 13). Ensuite, le groupe N (non O et non M) a été¢ découvert et celui-ci est encore moins
observé que le groupe précédent (14). Finalement, trés peu de cas sont détectés dans le groupe P,
soit un groupe découvert plus récemment (2009) (15, 16). Les cas des groupes minoritaires sont

majoritairement retrouvés au Cameroun (12, 14-16).

1.2 Epidémiologie

Le virus responsable du SIDA est I’un des plus grands problémes dans le domaine de la santé
depuis les 40 derniéres années. Selon les dernieéres données (2021) du Programme commun des
Nations Unies sur le VIH/SIDA (ONUSIDA), 38.4 millions de personnes vivaient avec le virus et
1.5 million de personnes ont été infectées. Uniquement en 2021, 650 000 personnes sont décédées

d’une maladie reliée au SIDA (17). A ce jour, bien que de nombreux progrés soient effectués



concernant les traitements et [’acces au service de santé, ceci n’est pas observé de manicre égale a
travers le monde. Effectivement, encore dix millions de personnes n’ont toujours pas acces a ceux-
ci. Par exemple, en plus d’étre la région la plus touchée par cette maladie s’attaquant au systéme
immunitaire, I’ Afrique subsaharienne fait partie des régions en voie de développement ayant un

acces plus restreint a ces traitements (17).

1.3 Phases d’infection du VIH-1 et progression vers le SIDA

Le VIH-1 peut se transmettre de différentes facons. L’une des voies de transmissions les plus
observées est lors des relations sexuelles non protégées avec une personne infectée. Le VIH-1 se
transmet également a 1’aide des fluides corporels, tel que le sang, le sperme, le lait maternel et
autres sécrétions (vaginales, pré-séminaux et rectales). La transmission du virus peut également
survenir lors du contact mére-enfant ou lors de ['utilisation d’aiguilles souillées servant aux
injections de drogues (18). L’infection non traitée est divisée en trois phases importantes : la phase
aigué, la phase chronique ainsi que la phase SIDA. La phase aigué¢ est caractérisée par
I’établissement de I’infection dans les muqueuses ainsi qu’a la multiplication et la propagation
exponentielle du virus. En effet, le virus est rapidement observé dans le sang ainsi que les tissus
lymphoides (18). Infectant majoritairement les cellules T CD4*, une déplétion importante de ce
type cellulaire est observée lors de cette phase (19, 20). DG a au taux de virémie élevé, cette phase
est critique pour 1’établissement des réservoirs viraux ainsi que la transmission du virus (21, 22).
Les personnes vivant avec le VIH-1 a cette étape-ci de I’infection possédent des symptomes
normalement associés a ceux de la grippe, soient la fievre, la fatigue, des maux de téte, etc (23).
Pour sa part, la phase chronique débute lorsque la réponse anti-virale est amorcée. En effet, bien
que la multiplication du virus soit toujours pergue, celle-ci est plus faible et donc un niveau d’ARN
viraux relativement stable est observé. Cette phase est donc souvent caractérisée comme étant
asymptomatique et peut durer plusieurs années (24). Malgré que la virémie soit contrdlée, il y a
toujours une diminution graduelle des niveaux de cellules T CD4". En effet, I’hyper-activation du
systéme immunitaire favorise la mort des cellules T CD4" infectées et non infectées. Lorsque le

niveau de cellules T CD4" est sous 200 cellules / mm?, la phase SIDA est alors observée (25). Lors



de celle-ci, les pathogeénes opportunistes profitent de la dysfonction du systéme immunitaire pour

s’établir et ainsi, éventuellement causer la mort des individus infectés (Figure 1.1) (26).
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Figure 1.1 Infection naturelle par le VIH-1 et progression vers la phase SIDA. Schématisation de
I’infection par le VIH-1 non traitée, divisée en trois phases : phase aigug€, phase chronique et la phase SIDA.
11 est possible d’observer que dés I’infection primaire, il y a une diminution de cellules T CD4" ainsi qu’une
augmentation de la charge virale. Lors d’un certain contrdle immunologique, la charge virale diminue et
permet donc une récupération du niveau de cellules T CD4", pour ensuite atteindre un certain plateau.
Cependant, lors de I’atteinte d’un faible niveau de ces cellules T, I’apparition d’infections opportunistes
mene au déces des gens vivant avec le virus. Diagramme fait a partir de BioRender.com (inspiré de (27)).



1.4 Structure de la particule virale du VIH-1

Le diametre d’une particule virale sphérique du VIH-1 est d’une taille moyenne de 80 a 120 nm
(28, 29). Celle-ci contient toutes les protéines nécessaires pour I’infection et la réplication du virus
(Figure 1.2). Le virion est couvert d’une bicouche lipidique provenant de la membrane de la cellule
infectée (30). A sa surface se trouvent de 8 a 10 glycoprotéines d’enveloppe composées de trois
sous-unités de surface gp120 et de trois sous-unités transmembranaires gp41 (31, 32). Sous la
membrane lipidique se situent les protéines de la matrice (MA) qui interagissent avec la queue
cytoplasmique de la gp41 afin de faciliter I’incorporation, 1’assemblage et le transport de I’Env
(33-36). MA recouvre la capside conique composée des protéines de la capside (CA). Cette capside
contient deux copies d’ARN génomique monocaténaires de polarité positive en complexe avec les
protéines de la nucléocapside (NC), la transcriptase inverse (RT) et I’intégrase (IN) (37-39).
D’autres protéines importantes sont également présentes au sein de la particule virale, soit la

protéase virale (PR), la protéine p6 et certaines protéines accessoires (Vpr, Vif et Nef) (40-42).

Protéines accessoires
Vif, Vpr, Nef

Gag

Matrice (MA, p17)
Capside (CA, p24)
Nucléocapside (NC, p7)
p6

Pol
Transcriptase inverse (RT, p65 ou p51)

Protéase virale (PR, p11)
Intégrase (IN, p31)

alp

CooooP®”

ARN génomique (simple brin) Env

gp41 (transmembranaire)
gp120 (surfacique)

Figure 1.2 Structure de la particule virale du VIH-1. Schématisation d’une particule virale du VIH-1.
Les protéines enzymatiques codées par la polyprotéine Gag-Pol, soit la RT, la PR et IN sont présentes dans
le virion mature, en plus de celles encodées par Gag, soit la MA, la CA, la NC et p6. L’Env est composée
des sous-unités de surface gp120 et transmembranaires gp41. Les protéines accessoires Vif, Vpr ainsi que
Nef sont également présentes dans le virus. Finalement, le virus posséde son matériel génétique.
Diagramme fait a partir de BioRender.com



1.5 Organisation génomique

Le VIH de type 1 code pour 15 protéines virales distinctes (Figure 1.3). Les protéines structurelles
sont produites a partir de trois génes importants, soit gag, pol et env, situés entre deux longues
répétitions terminales (« Long Terminal Repeats, LTR »). Ces génes sont synthétisés sous forme
de précurseurs polyprotéiques clivés par la protéase présente dans le virion ou par des protéases
cellulaires (43, 44). Pour sa part, Gag (Pr559%¢) code pour les protéines de la matrice (MA, p17),
de la capside (CA, p24), de la nucléocapside (NC, p7), la protéine p6 et les peptides SP1 et SP2
(45, 46). Ensuite, les protéines enzymatiques, soit la protéase (PR, p11), la transcriptase inverse
(RT, p51/p65 (domaine RNase H)) et I'intégrase (IN, p31) sont formées a partir du précurseur
Pr1609aePol généré par un changement de cadre de lecture des ribosomes lors de la traduction (47,
48). A la suite du géne pol, le précurseur de la glycoprotéine d’enveloppe (gp160) est a son tour
synthétisé, pour ensuite étre clivé par des protéases cellulaires de type furine en deux sous-unités
distinctes, soit la gp120 (sous-unité de surface) et la gp41 (sous-unité transmembranaire) (49). En
plus de ces protéines structurelles, le VIH code pour des protéines régulatrices nécessaires a
I’initiation de la réplication du virus, tel que Tat (transactivator protein) et Rev (RNA splicing-
regulator). Finalement, le VIH-1 code pour des protéines accessoires, telles que Nef (negative

factor), Vpu (viral protein u), Vif (viral infectivity factor) et Vpr (viral protein r) (44).
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Figure 1.3 Organisation provirale du VIH-1. Le génome possede des séquences LTR a ses deux
extrémités, soit 5° et 3°. Entre celles-ci se retrouvent plusieurs polyprotéines (gag, pol, env) ainsi que
d’autres geénes (vif, vpr, vpu, rev, tat et nef) codants pour les autres protéines. Diagramme fait a partir de
BioRender.com



1.6 Cycle réplicatif

La premiere étape du cycle de réplication du VIH-1 est I’entrée virale (Figure 1.4). Celle-ci débute
par I’adhésion du virion a la cellule hote a I’aide de différentes interactions, soit a 1’aide de la
glycoprotéine d’enveloppe (Env) ou a I’aide de protéines cellulaires intégrées a la membrane de la
particule virale, telle que ICAM-1, CD44 et CD62L avec leurs ligands (50-54). L’interaction peut
étre non-spécifique, telle que I’interaction entre I’Env et des protéoglycanes de sulfates d’héparanes
de surface ou spécifique, telle que I’interaction a des intégrines ou protéines d’adhérence cellulaires
spécifiques aux cellules dendritiques (DC-SIGN) avec les sucres de la gp120 (55-57). Bien que ces
associations entre différentes protéines soient non essentielles a I’infection, elles permettent
probablement d’augmenter I’infection en rapprochant I’Env du récepteur CD4, soit une interaction
essentielle a ’entrée du virus dans la cellule hote (58, 59). Cette interaction entre la sous-unité
gpl20 de I’Env et le récepteur primaire permet plusieurs réarrangements de conformation
permettant I’exposition du site du co-récepteur (CoRBS). Le choix de celui-ci permet de classer
les virus selon leur tropisme, RS si le virus utilise le récepteur de chimiokine CCRS ou X4 s’il
utilise préférentiellement CXCR4 (60-63). 11 est également possible que le virus soit en mesure
d’utiliser les deux récepteurs (R5X4) (64). Cette interaction permet d’exposer le peptide de fusion
de la sous-unité gp41 de I’Env qui s’insére dans la membrane de la cellule hote (65, 66). Les régions
de répétitions d’heptades (HR1 et HR2) de la sous-unité de la gp41 s’associent et permettent de
former un fagot a six hélices rapprochant ainsi la membrane virale et cellulaire nécessaire a la
formation du pore de fusion (67, 68). Suite a ceci, le contenu viral peut donc entrer dans le

cytoplasme de la cellule hote.
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Figure 1.4 Processus d’entrée virale du VIH-1. La premiére étape de I’entrée du virus dans la cellule cible
est ’attachement au récepteur CD4, menant ensuite a I’attachement au co-récepteur CCRS ou CXCR4. Des
réarrangements de conformation permettent la formation d’un fagot de six-hélices et du pore de fusion.
Diagramme fait a partir de BioRender.com

Le principe de la décapsidation du noyau viral semble encore trés controversé. Certaines études
suggerent que la déstabilisation de la capside s’effectue des I’arrivée de celle-ci au cytoplasme,
donc immédiatement apres la fusion entre la membrane virale et cellulaire (69-71). Des études plus
récentes proposent que la décapsidation soit effectuée aux pores nucléaires (72). En effet, la capside
virale semble avoir des fonctions importantes lors du cycle de réplication en protégeant le début de
la transcription inverse et ainsi permettre d’échapper au systéme immunitaire innée. Une
décapsidation précoce pourrait donc avoir un impact sur le taux et I’efficacité de I’infection virale
(73, 74). Finalement, un autre modele proposé serait que le noyau intact ou presque intact du VIH-
1 pénetre dans le noyau de la cellulaire et finalise la décapsidation une fois arrivé pres des sites
d’intégration (72, 75-78). Néanmoins, la conversion de I’ARN viral en ADN par le complexe de
rétrotranscription (RTC) est enclenchée lors de son transport vers le noyau. Cette étape est assurée
par la transcriptase inverse (RT) qui possede plusieurs activités distinctes : une polymérase d’ ARN-
dépendante (polymériser I’ADN a partir d’un brin d’ARN), une activité ribonucléase permettant
de dégrader I’ARN associ¢ a I’ADN (RNase H) et une polymérase ADN-dépendante (polymériser
I’ADN a partir d’un brin d’ADN) (79). La transcription inverse permet également de générer les
régions LTR a chaque extrémité des régions codantes, dont I’un d’entre eux servira de promoteur
pour la transcription. Ensuite, le RTC est transformé en complexe de pré-intégration (PIC). Ce

complexe nouvellement formé contient I’ADN viral, I’intégrase, les protéines de la matrice, la RT



ainsi que la protéine accessoire Vpr (80-82). Une autre étape essentielle a I’infection du VIH-1 est
I’intégration du génome viral dans celui de la cellule hote, soit une étape médiée par la protéine
virale IN (83). Une des protéines de 1’hote requise pour I’intégration est le facteur LEDGF/p75 qui
interagit directement avec IN et aide 1’association au chromosome aux sites privilégiés, soit les
unités de transcription actives (84-86). L’intégration de I’ADN proviral compléte donc la phase

précoce du cycle de réplication du VIH-1.

Les étapes tardives du cycle débutent avec la transcription de I’ADN proviral et se terminent avec
le relachement de virions matures. L’expression des geénes viraux est dépendante de SP1, AP1, NF-
kB et NFAT, soit des facteurs de transcription cellulaire liant des séquences promotrice dans la
région LTR. Ceux-ci permettent le recrutement de I’ARN polymérase II cellulaire qui transcrit en
premier lieu les génes Tat, Rev et Nef (87-89). Etant complétement épissé, ’ARNm de ces génes
peut étre exporté du noyau au cytoplasme. Tat est une protéine transactivatrice nécessaire pour
I’expression efficace des genes (90, 91). Une fois produite, elle retourne au noyau afin d’augmenter
la processivité de la polymérase. Pour ce faire, Tat se lie a une région nommeée 1’élément de réponse
a la transactivation (TAR) et recrute le facteur positif d’élongation de la transcription (P-TEFb)
(92-95). Ensuite, les ARNm codants pour les protéines virales structurelles, accessoires et pour
I’ARN génomique du virus sont produits. Ces ARN viraux possédent des introns et sont donc
retenus au noyau (91). C’est le role de la protéine Rev, qui retourne également au noyau une fois
produite, de transporter ces ARNm partiellement ou non épissés du noyau au cytoplasme par la
voie d’exportation nucléaire Crml en interagissant avec 1’¢élément de réponse a Rev (RRE) de
I’ARN viral (96, 97). Les ARNm mono-¢€pissés codent pour les protéines Vif, Vpr, Vpu et Env
tandis que les ARNm non épissés codent pour les précurseurs protéiques de Gag et Gag-Pol et sont
utilis¢ comme ARN génomique (98, 99). Suite a leur multimérisation, les précurseurs myristoylés
a DPextrémité N-terminale peuvent donc s’associer a la membrane plasmique dans les radeaux
lipidiques ou les glycoprotéines d’enveloppe (Env) seront également recrutées via 1’interaction
avec la matrice. Le domaine NC de Gag recrute I’ARN génomique tandis que le domaine p6 recrute
le complexe de tri endosomaux requis pour le transport (ESCRT) qui permet le déclenchement du
processus de bourgeonnement (100-102). Les particules virales libérées sont présentes sous une
forme immature. Afin de permettre leur maturation, la protéase virale activée lors du processus

d’assemblage et codée par la polyprotéine Gag-Pol clive le précurseur Gag. Ceci permet la



réorganisation morphologique des protéines présentes dans le virion, tel que les protéines de la

capside formant le noyau, afin rendre celui-ci infectieux (102, 103) (Figure 1.5).
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Figure 1.5 Cycle réplicatif du VIH-1. Schématisation représentant les étapes principales du cycle réplicatif
du VIH-1. La premiére étape consiste a 1’attachement (1) du virus a la cellule cible en liant le CD4 et
CCRS5/CXCR4, menant ainsi a la fusion (2) entre les deux membranes. La décapsidation (3) et la
transcription inverse (4) ont ensuite lieu avant I’intégration (5) de ’ADN proviral au génome cellulaire.
L’ADN viral est transcrit (6) comme un géne cellulaire et est ensuite traduit (7). Finalement, le virus
s’assemble (8) et bourgeonne (9) de la cellule cible afin d’étre relaché et clivé par la protéase virale (10)
afin de produire une particule virale mature. Diagramme fait a partir de BioRender.com

1.7 Facteurs de restrictions

L’un des mécanismes de défense de 1’hdte est la présence de protéines cellulaires nommées facteurs
de restriction. Ces protéines antivirales, APOBEC3G, BST-2 (tétherine), TRIM5a et SAMHDI,

permettent de bloquer différentes étapes du cycle de réplication du virus et sont donc connues pour



contrecarrer I’infection du VIH-1. Cependant, le virus a élaboré des stratégies afin d’empécher

I’action de ces protéines cellulaires (104).

APOBEC3G est une enzyme appartenant a la famille des cytidine désaminases (105). Lorsque la
protéine Vif, soit ’antagoniste de ce facteur de restriction, est absente, APOBEC3G est incorporé
dans les virions grace a son association avec la protéine de la nucléocapside (106, 107). Bien que
présent dans la particule virale, APOBEC3G n’agit seulement qu’une fois la cellule cible infectée.
En effet, cette protéine agit sur ’ADN simple brin et permet la modification des cytidines en
uridines (C a U) sur le brin d’ADN a polarité négative. Ceci provoque donc un phénomene
d’hypermutation dans I’ADN proviral ou la présence de guanines (G) est remplacée par une
accumulation d’adénines (A) (108, 109). APOBEC3G permet donc d’altérer la transcription
inverse, soit par le changement d’acides aminés menant a des mutations non-synonymes ou par la
présence de codons de terminaison prématurés (108, 110, 111). Dans les deux cas, ceci peut mener

a ’inactivation virale en créant des protéines virales défectueuses.

BST-2, également connu sous le nom de tétherine ou CD317, est une protéine cellulaire ayant un
impact lors du relachement des virions nouvellement synthétisés (112, 113). BST-2 est ancré a la
membrane plasmique par son extrémit¢ N-terminale et son ancre lipidique GPI
(glycosylphosphatidylinositol) en C-terminale situé¢ dans les radeaux lipidiques de la membrane
cellulaire (114, 115). D au fait que le VIH-1 bourgeonne principalement a cet endroit enrichi de
cholestérol, BST-2 peut donc lier la membrane plasmique et virale de fagon simultanée, permettant
ainsi une accumulation de virions a la surface de la cellule infectée (102). Cette protéine induite
par I’interféron de type I est contrecarrée par la protéine accessoire Vpu, limitant ainsi I’exposition

des virons au systéeme immunitaire (112, 113).

TRIMS5a est un facteur de restriction permettant de bloquer I’infection du VIH-1 lors des étapes
précoces de sa réplication. En effet, TRIMSa est une protéine cytoplasmique interagissant avec les
protéines de la capside du virus dés I’arrivée de celle-ci dans le cytoplasme de la cellule cible (116).
Ce facteur de restriction est composé de quatre domaines distincts, dont le domaine RING qui
posséde une activité E3 ubiquitine ligase. Cette activité permet une auto-ubiquitination de la

protéine, favorisant ainsi la dissociation précoce de la capside et donc D’inhibition de la
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transcription inverse (117, 118). Cependant, I’interaction entre la Cyclophile A et la capside

prévient I’impact de ce facteur de restriction et rend ainsi le VIH-1 peu sensible a son effet (119).

SAMHDI est une enzyme ayant comme activit¢ [’hydrolase des désoxyribonucléotides
triphosphates (dNTPs). Ce facteur de restriction permet de diminuer la quantit¢é de dNTPs
disponibles en clivant ceux-ci (120). De ce fait, le taux faible de nucléotides ne permet pas a 1’étape
de transcription inverse de procéder normalement et empéche donc une réplication virale
productive. Contrairement au VIH-2 ou la protéine Vpx prévient I’action de SAMHDI, le VIH-1
ne possede aucune défense directe envers cette protéine cellulaire (104, 121). Cependant, la
transcriptase inverse du VIH-1 aurait la capacité de fonctionner méme lorsque le nombre de dNTPs

est restreint (122).

1.8 Protéines accessoires

Les protéines accessoires du VIH-1 sont facultatives pour la réplication in vitro, mais possedent
des fonctions essentielles pour la réplication in vivo. Ces protéines (Vif, Vpr, Nef et Vpu) jouent
un role important dans la progression de la maladie ainsi que dans I’intensité de I’infection virale

en empéchant 1’action de protéines bloquant certaines étapes du cycle de réplication du virus.

1.8.1 Vif

Vif est une protéine de 23 kDa exprimée tardivement lors du cycle réplicatif (123). Cette protéine
accessoire est principalement connue pour son role en tant qu’antagoniste de la cytidine désaminase
APOBEC3G. Vif interagit avec un complexe E3 ubiquitine ligase permettant ainsi la poly-
ubiquitination d’APOBEC3G dirigeant cet enzyme vers le protéasome pour sa dégradation (124,
125). De ce fait, Vif inhibe I’incorporation de ce facteur de restriction dans les nouvelles particules
virales produites. Vif est également connu pour son role dans I’arrét du cycle cellulaire. En effet,
Vif lie et active le géne suppresseur de tumeur p53, entrainant ainsi une cascade d’évenement

conduisant a I’arrét de la phase G2 (126-128).

1.8.2 Vpr

Vpr est une protéine multifonctionnelle de 14 kDa exprimée tardivement lors du cycle viral (129,

130). Etant une protéine incorporée au niveau de la particule virale grace a son interaction avec le
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précurseur de la protéine p6, cette protéine accessoire joue un rdle précoce lors de I’infection (41).
L’une des fonctions principales de cette protéine hautement conservée chez les lentivirus est son
role dans I’arrét du cycle cellulaire a la phase G2/M. Vpr induit cette fonction en liant DCAF1, un
¢lément permettant de recruter le complexe DCAF1-DDB1-Cul4 E3 ubiquitine ligase. Cette
interaction mene principalement a I’arrét du cycle cellulaire ainsi qu’a I’activation de la voie de
dommages a I’ADN (131-135). Il est maintenant connu que la protéine Vpr permet la dégradation
par le protéasome de CCDC137, ce qui permettrait I’induction de 1’arrét de cycle cellulaire G2/M
ainsi que la régulation positive de 1I’expression des génes du VIH-1 (136). Vpr possede également
plusieurs autres fonctions, dont un réle dans I’importation du complexe du pré-intégration (PIC)

au noyau (137).

1.8.3 Nef

Nef est une protéine de 27 kDa exprimée simultanément avec Tat et Rev lors de la phase précoce
de I’infection du VIH-1 (91). Nef possede la capacité de moduler a la baisse plusieurs protéines
présentes a la surface de la cellule hote, permettant ainsi de promouvoir la pathogénicité virale.
L’une des principales cibles de cette protéine accessoire est le récepteur CD4 de la cellule hote
(138). Bien que ce récepteur soit nécessaire a I’entrée du virus dans la cellule, la présence de celui-
cia la surface des cellules infectées devient problématique a plusieurs niveaux. En effet, la présence
de ce récepteur peut prévenir la maturation adéquate de ’Env ainsi que la relache de nouveaux
virions. De plus, en étant présent a la surface, le récepteur peut lier I’Env a nouveau et ainsi exposer
des épitopes vulnérables aux réponses humorales. Effectivement, ces épitopes sont reconnus par
des anticorps nnAbs ayant la capacité de médier les réponses de cytotoxicité cellulaire dépendante
des anticorps (ADCC) (139). En régulant I’expression de ce récepteur, Nef prévient également la
surinfection pouvant causer la mort prématurée de la cellule productrice de nouveaux virus (140-
142). Nef est une protéine cytoplasmique associée a la membrane plasmique grace a son
groupement myristoyl en position N-terminale (42). De ce fait, par ’entremise du complexe de
protéines adaptatrices de la clathrine AP-2, Nef interagit avec le récepteur CD4 présent a la surface
de la cellule et induit I’endocytose de ce récepteur vers la voie de dégradation lysosomale (143,
144). Nef joue également un role dans la modulation de I’expression des CMH de classe I et II,

assurant ainsi une faible présentation des antigénes du VIH-1 au systéme immunitaire (145).
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1.8.4 Vpu

La protéine transmembranaire Vpu de 16 kDa est connue pour étre spécifique au VIH-1, ainsi que
certains virus simiens (SIVcpz, SIVgor, SIVgsn, SIVmon, SIVmus, SIVdent) (146, 147). Vpu est
généré tardivement lors du cycle de réplication du virus a partir de I’ARNm bicistronique encodant
les génes de I’Env et Vpu (148, 149). Les fonctions principales de cette protéine accessoire sont de
moduler la présence de protéines de surface, telles que CD4 et BST-2 (112, 113, 150). En ce qui
concerne le récepteur d’entrée CD4, contrairement a la protéine Nef, Vpu cible les CD4
nouvellement synthétisés. Afin de procéder a la dégradation de ce récepteur, la protéine Vpu est
phosphorylée aux sérines en position 52 et 56 (151). Vpu interagit avec plusieurs protéines, tel que
B-TrCP, des molécules adaptatrices (SKP1-cullin-F-Box) ainsi que le complexe E3 ubiquitine
ligase (152, 153). Ceci permet donc aux CD4 d’étre poly-ubiquitinés et d’étre dirigés, a I’aide de
la voie de transport ERAD (ER-associated degradation), a I’extérieur du réticulum endoplasmique
pour étre dégradé par le protéasome (154). Tout comme la protéine Nef, la présence de Vpu
diminue la capacité des anticorps a médier de fagon efficace I’ADCC en permettant de garder I’Env
sous sa conformation «fermée» (139). Vpu favorise également la relache des virions en étant un
antagoniste de BST-2 (112, 113). Le domaine transmembranaire (TMD) de Vpu interagit avec le
TMD de BST-2 afin de réguler les niveaux du facteur de restriction a la surface cellulaire avec
I’aide des adaptateurs de clathrine (155-160). De plus, Vpu limite le recyclage de la protéine ainsi
que le transport de celle-ci a la membrane plasmique (161-164). Par le méme processus que le
récepteur CD4, Vpu séquestre BST-2. Cependant, le facteur de restriction est dégradé dans les
lysosomes (113). Finalement, Vpu module le niveau de plusieurs autres substrats, tel que les
ligands nécessaires a 1’activation des cellules NK (Natural-killer), permettant ainsi d’évader les

réponses du systeme immunitaire innées (165).

1.9 Les glycoprotéines d’enveloppe virales
1.9.1 Synthese et maturation de I’enveloppe

La formation des glycoprotéines d’enveloppe (Env) débute avec la synthése d’'un ARNm
bicistronique comprenant les génes codant pour Vpu et Env (148, 149). Le précurseur de la
glycoprotéine (gp160) se lie au réticulum endoplasmique rugueux (RER) a 1’aide de sa séquence

signal en position N-terminale, soit un peptide signal éventuellement clivé par des peptidases
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cellulaires (166, 167). Lorsque la traduction du précurseur est amorcée, la gp160 est glycosylée
principalement aux résidus asparagines (N-glycans) et se produit ensuite 1’oligomérisation des
monomeéres de gp160 en triméres (168). Les trimeres de gp160 sont alors transportés vers le réseau
trans-Golgi (TGN) ou les modifications du précurseur continuent, dont 1’addition
d’oligosaccharides riches en mannoses (169, 170). Une fois dans le Golgi, des protéases cellulaires
de type furine procédent au clivage protéolytique de la gp160 en avant du motif *®REKR>!'!,
permettant ainsi de créer la sous-unité surfacique gp120 et la sous-unité transmembranaire gp41
(171-173). Cette étape est essentielle a la maturation de I’Env pour la production de virus
infectieux. Suite au clivage, les trois sous-unités gp120 et gp41 restent liées de facon non-covalente
pour former une glycoprotéine hétérodimére. Cette glycoprotéine mature se retrouve a la
membrane plasmique ou elle pourra étre internalisée a 1’aide de facteurs cellulaire ou incorporé en

faible quantité aux virions avant leur relache.

1.9.2 Structure de 1a gp120

La sous-unité de surface gpl120 posséde cinq régions variables (V1-V5) ainsi que cinq régions
constantes (C1-C5) (Figure 1.6) (174, 175). Une importante partie de la masse moléculaire de la
gp120, plus particulierement dans la boucle V1/V2, est composée de glycans permettant de mieux
échapper au systtme immunitaire de 1’hote en camouflant des épitopes importants pour la
reconnaissance de ’Env (168, 176). La gp120 posséde trois domaines principaux, soit le domaine
interne, le domaine externe ainsi qu’une passerelle en feuillet B (bridging sheet). Le domaine
interne est celui responsable de ’association entre la gp120 et la gp41. Pour ce qui a trait a la liaison
du virus a la cellule cible, les domaines C1, C3 et C4 sont principalement responsables de la liaison
au récepteur primaire CD4 (177-179). Plus précisément, le résidu phénylalanine 43 du récepteur
CD4 interagit dans la cavité hydrophobique Phe43 retrouvée a I’intersection des trois domaines de
la gpl120 (180, 181). Dans le domaine externe se trouve la boucle 20-f21, soit une région
¢galement importante pour la liaison du récepteur primaire (182, 183). En plus de son interaction
avec le récepteur CD4, la région V3 est importante, car elle interagit avec le co-récepteur
CCRS5/CXCR4, permettant ainsi de déterminer le tropisme du virus. Cette interaction fournit
I’énergie requise afin de procéder a I’exposition de régions importantes pour la fusion membranaire

(184).
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1.9.3 Structure de 1a gp41

La sous-unité transmembranaire gp41 est responsable de la fusion entre les membranes cellulaire
et virale. Trois domaines distincts composent cette sous-unité, soit le domaine extracellulaire, un
domaine transmembranaire (TMD) ainsi qu’une queue cytoplasmique en position C-terminale
(Figure 1.6) (68, 185, 186). Le domaine extracellulaire est celui possédant les régions importantes
essentielles a la fusion. Entre autres, il contient le peptide de fusion, les régions de répétitions
d’heptades (HR1 et HR2) et un domaine externe proximal a la membrane (MPER). Le TMD, un
domaine trés conservé, permet a I’Env d’étre ancrée dans la bicouche lipidique (187). L une des
particularités du VIH-1 est sa longue queue cytoplasmique d’environ 150 acides aminés (188). La
queue cytoplasmique (CT) posséde plusieurs fonctions, telles que 1’incorporation de ’Env aux
virions. En effet, la CT code pour plusieurs signaux facilitant le transport des Envs au site
d’assemblage. Elle peut également influencer la conformation de I’Env, son niveau d’expression a
la surface des cellules et elle joue un role dans I’infectivité virale. Celle-ci est composée de
séquences peptidiques lytiques du lentivirus (LLP1, LLP2 et LLP3), soit des structures conservées
et impliquées dans plusieurs propriétés de la CT, dont la stabilité et I’incorporation (188-195). La
CT détient également un motif "?YXXL’!®> permettant I’endocytose dépendante de la clathrine

(196).

Glycans gp120 gp41
Y Y Y WYY WYYy
[ps][e1 Jwi|v2| 2 |vs]| ca [va] ca |vecs] [ HR2 | [rmo] et
1 1 l
Site de clivage Site de clivage MPER
par les peptidases par la furine

Figure 1.6 Composition de la glycoprotéine d’enveloppe du VIH-1. Schématisation du précurseur de la
glycoprotéine d’enveloppe (gp160) et des deux sous-unités gpl120 et gp41 composant la glycoprotéine
d’enveloppe mature. La séquence débute avec le peptide signal (PS) éventuellement clivé par des peptidases
pour permettre au précurseur de quitter le RER. La sous-unité¢ gpl20 est composée de cinq régions
constantes (C1-C5) ainsi que cinq régions variables (V1-V5). La gp120 est également tres glycosylée. Suite
au site de clivage par la furine, se retrouve le peptide de fusion (PF) qui débute la sous-unité gp41. Celle-ci
comprend les régions de répétitions d’heptades (HR1 et HR2), le domaine externe proximal a la membrane
(MPER), le domaine transmembranaire (TMD) ainsi que la longue queue cytoplasmique (CT). Diagramme
fait a partir de BioRender.com
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1.9.4 Conformation de I’enveloppe

La glycoprotéine d’enveloppe du VIH-1 est trés dynamique et peut étre pergue sous plusieurs
conformations. Cependant, celle-ci est principalement caractérisée par trois conformations : une
conformation dite «fermée» (State 1), une conformation intermédiaire asymétrique (State 2) ainsi
qu’une conformation «ouverte» (State 3) (197, 198). La conformation «fermée» de I’Env est celle
retrouvée a la surface des virions et est celle majoritairement percue a la surface des cellules
infectées. L’Env non liée posséde une tres forte énergie potentielle, permettant la fusion entre les
membranes cellulaires et virales (199, 200). Les conformations subséquentes sont dépendantes de
la liaison de I’Env avec les récepteurs et co-récepteurs. En effet, lorsque le récepteur CD4 interagit
avec un protomere de I’Env dans la cavité Phe43, la transition entre la conformation fermée et
intermédiaire est enclenchée (199). La présence du petit résidu sérine en position 375 permet
¢galement de conserver I’Env dans une conformation de pré-fusion. Par contre, certaines souches
possédent de gros résidus hydrophobiques, tels que I’histidine ou le tryptophane, et ont
naturellement une conformation plus ouverte (201, 202). Une fois chaque protomére lié, la
conformation ouverte est atteinte par des réarrangements des boucles V1/V2 et V3. Cette
conformation permet donc 1’exposition du site du co-récepteur CCR5 ou CXCR4 (203-205).
Récemment, une nouvelle conformation, nommée State 2A, a été étudiée. Celle-ci est induite
lorsque les cellules exposant ’Env sont traitées avec des mimétiques moléculaires de CD4
(CD4mc), dans anticorps liant le site du co-récepteurs ainsi que 1’anti-cluster A ou lorsque I’Env
est li¢ au CD4 membranaire en cis (206). La technique smFRET démontre cette conformation
asymétrique qui ne correspond ni a la conformation intermédiaire, ni a la conformation «ouverte»

(206).

1.10 Anticorps neutralisants et non-neutralisants

La glycoprotéine d’enveloppe est le seul antigéne viral présent a la surface du virion et est donc la
cible des anticorps. Une des caractéristiques de I’Env est la présence importante de glycans. Bien
que principalement connus pour contribuer a 1’évasion du systéme immunitaire di au fait ou ceux-
ci sont reconnus comme du «soi», les glycans représentent des épitopes conservés entre les

différentes souches du VIH-1 pouvant étre ciblés par les anticorps neutralisants a large spectre
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(bNADbs) (207). Ces anticorps reconnaissent particulierement I’Env sous sa conformation non liée,
soit «fermée» et possedent une activité neutralisante efficace pour contrer I’infection du VIH-1.
Cependant, suite a 1’exposition virale pendant 2 a 3 ans, seulement 10 a 30% des individus vivant
avec ce virus développent ce type d’anticorps (208-210). La génération de ce type d’anticorps est
en effet trés complexe et dépend de plusieurs facteurs, tels que la charge virale, la diversité virale
et la stimulation antigénique requis pour les mutations hyper somatiques (211, 212). Pour leur part,
les anticorps non-neutralisants (nnAbs) sont produits dés le début de I’infection et sont donc
abondants dans le plasma des individus infectés par le VIH-1. Cependant, ces anticorps ne

reconnaissent que des épitopes exposés lorsque I’Env posséde une conformation «ouvertey.

1.10.1 Anticorps neutralisants a large spectre (bNAbs)

Les anticorps neutralisants a large spectre possedent la capacité de neutraliser le VIH-1 en ciblant
des régions nécessaires a 1’entrée virale. Ceux-ci sont regroupé€s selon différentes classes ciblant
des sites distincts. L une des classes importantes est celle des anticorps ciblant le site de liaison du
récepteur CD4, soit I'une des premiéres interactions entre le virus et la cellule hote. Certains des
anticorps de cette catégorie sont les suivants : VRCO1, VRCO03, 3BNC117,N6,b12 et CH106 (213-
216). Une autre classe importante est celle des anticorps ciblant les glycans de la boucle V3 : 10-
1074, PGT121, PGT122, PGT125, PGT126, PGT128, PGT130 et PGT135 (217-219). 2G12 estun
anticorps particulier puisqu’il cible spécifiquement les glycans du domaine externe de la gp120 et
reconnait I’Env sous sa conformation fermée et ouverte (139, 220, 221). D’autres bNAbs connus
ciblent la boule V2 située a I’apex du trimére : PG9, PG16 et PGT145 (217, 222, 223). L’anticorps
PGT151 cible I’interface entre la gp120 et la gp41 d’une enveloppe clivée (224, 225). Certains
anticorps ciblent la région externe proximale a la membrane, tels que 10E8, 4E10 et 2F5 (226-228).
Finalement, la facade silencieuse de 1’enveloppe du VIH-1 est également reconnue par des

anticorps neutralisants, tels que SF12 (229, 230) (Figure 1.7).
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Figure 1.7 Site de liaison des différents anticorps sur ’Env du VIH-1 (231). Schématisation des
principaux sites de liaison des bNAbs, soit le site de liaison du récepteur CD4, les glycans de la boucle V3,
la boule V2 située a I’apex du trimere, I’interface entre la gp120 et la gp41 ainsi que la fagade silencieuse.

1.10.2 Anticorps non-neutralisants (nnAbs)

Les anticorps non-neutralisants sont nommés ainsi di a leur incapacité de reconnaitre la
glycoprotéine d’enveloppe a la surface de virions ou de cellules infectées. En effet, pour avoir acces
aux épitopes, I’enveloppe doit subir des changements de conformation normalement induits par la
présence du récepteur CD4 (CD41) (232-237). Durant I’infection, cette conformation «ouverte» est
prévenue par les protéines accessoires Nef et Vpu, tel que discuté précédemment (139, 238). Les
anticorps non-neutralisants sont également divisés en plusieurs classes ciblant des régions
distinctes : le site de liaison du co-récepteur (17b) (239), I’extrémité de la boucle V3 (19b) (240),
le domaine interne de la gp120 (Cluster A) (A32) (241-243) et les épitopes du Cluster I (F240 et
246D) et 11 (244-246).
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1.11 Fonctions effectrices des anticorps

Les anticorps posseédent un rdle important lors du contrdle de I’infection du VIH-1. En effet, bien
qu’ils aient un réle bien connu dans la neutralisation des pathogenes, ils ont également la capacité
d’initier des fonctions effectrices a médiation cellulaire. Pour ce faire, une interaction entre le
récepteur Fc (FcR), présent a la surface de multiples cellules, et la région Fc de I’anticorps doit étre
effectuée. Cette interaction peut par la suite mener a plusieurs réponses immunitaires, telles que la
cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC), la phagocytose cellulaire dépendante des

anticorps (ADCP) et la lyse par le complément dépendante des anticorps (ADCML).

1.11.1 La cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC)

La cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) est médi¢e par différents types
cellulaires, tels que les cellules tueuses naturelles (NK), les monocytes/macrophages et les
neutrophiles (247). Cette fonction cellulaire survient lorsqu’un anticorps reconnait sa cible et que
celui-ci est reconnu par une cellule immunitaire exprimant un récepteur FcyR, majoritairement les
cellules NK. Cette interaction permet une cascade de signalisation déclenchant la relache de
perforines et de granzymes, des molécules lytiques menant a la lyse de la cellule cible. Les cellules

produisant activement du virus peuvent ainsi étre éliminées (248).

1.11.2 La phagocytose cellulaire dépendante des anticorps (ADCP)

Cette fonction effectrice médiée par les anticorps survient lorsqu’un anticorps procéde a
I’opsonisation d’un pathogéne, ce qui favorise donc la phagocytose du virion ou de la cellule
infectée. Suite a ’internalisation, la cellule infectée peut étre dégradée dans les phagolysosomes
(248). Ce processus peut étre assuré par les cellules dendritiques, les monocytes/macrophages, les

neutrophiles et les éosinophiles (249, 250).

1.11.3 La lyse par le complément dépendante des anticorps (ADCML)

La lyse par le complément est un mécanisme important de I’immunité innée et acquise. Ce
mécanisme est enclenché lorsqu’un anticorps est reconnu par la molécule Clq. A la suite de
plusieurs évenements, la convertase C3 clive C3 en C3a et C3b. Une cascade d’activation et de
signalisation permet donc la formation de plusieurs autres molécules, résultant éventuellement au

complexe d’attaque membranaire (MAC). Ce complexe possede la capacité de former des pores
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dans la bicouche lipidique, permettant ainsi le passage de I’eau et de soluté dans la cellule.
L’intégrité de la membrane est compromise et ceci meéne donc a la mort cellulaire ou du virus (251,

252).

1.12 Traitements

L’un des obstacles majeurs empéchant la guérison compléte du VIH-1 est la présence de réservoirs
cellulaires stables. Ces réservoirs peuvent se retrouver dans différents tissus et types cellulaires,
tels que les cellules lymphocytes T CD4", les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules
Langerhans, les lymphocytes B ainsi que les granulocytes (253, 254). Les traitements
antirétroviraux actuels permettent de diminuer la charge virale a un niveau indétectable et donc
intransmissible. Par contre, ceux-ci ne permettent pas d’éradiquer complétement la présence du
virus chez les gens vivant avec celui-ci (255). L’objectif est de trouver une solution curative
permettant I’arrét de prise de médicaments tous les jours afin de minimiser la toxicité. Pour ce faire,

les études afin de trouver un vaccin thérapeutique ou prophylactique devront continuer.

1.12.1 Stratégies vaccinales

Les défis actuels pour la conception d’un vaccin sont nombreux : la diversité entre les différentes
souches du VIH-1, I’établissement de réservoirs viraux tot lors de I’infection, 1’évasion virale au
systéme immunitaire de 1’hote, la difficulté de générer une réponse humorale efficace, etc. Depuis
la découverte du VIH-1, plusieurs essais vaccinaux ont vu le jour. Les premiéres approches
vaccinales étaient des vaccins bivalents comprenant la gp120 : du clade B et E (Vax 003) et du
clade B seulement (Vax 004). Par contre, ces deux stratégies ne se sont pas avérées efficaces (256).
Ensuite, 1’essai vaccinal le plus connu est celui du RV144 pour son efficacité de 31.2%. Il a été
démontré que son efficacité serait due a la souche utilisée (CRFO1_AE). En effet, di a la présence
d’un résidu histidine en position 375, ’Env est normalement plus «ouverte» et donc plus propice
d’étre reconnue par le systéme immunitaire et ainsi, d’étre éliminée par ADCC (257). Pour sa part,
I’essai vaccinal HVTN 505, soit un vecteur Ad5 codant pour les protéines Gag, Pol, Env et Nef du
VIH-1, n’a montré aucune efficacité (256). L une des approches présentement convoitées est le
développement d’un vaccin en mesure d’induire une réponse immunitaire capable de produire des
bNAbs ou un traitement impliquant 1’administration de ceux-ci. La conception d’un

vaccin/traitement est complexe, car il est important de bien comprendre les différentes voies de
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développement de ces anticorps, incluant I’importance des mutations hyper somatiques ainsi que

des délétions et/ou insertions lors de leur formation.

1.12.2 Inhibiteurs du VIH-1

Le cycle de réplication du VIH-1 est complexe et nécessite plusieurs enzymes, récepteurs, et
différentes interactions pour sa complétion. De ce fait, chacun de ces facteurs est une cible
potentielle pour les inhibiteurs. A ce jour, 50 molécules antirétrovirales sont approuvées par la
Federal Drugs Administration (FDA) (258). Celles-ci sont divisées en six classes distinctes : les
inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (NRTI) (259, 260), les inhibiteurs non
nucléosidiques de la transcriptase inverse (NNRTI) (261, 262), les inhibiteurs de la protéase virale
(263-265), les inhibiteurs de fusion, les inhibiteurs d’entrée (266) et les inhibiteurs d’intégrase
(267). La premiére molécule anti-virale a avoir été approuvé par la FDA est la zidovudine,
¢galement connue sous le nom de AZT. Cette molécule appartenant a la classe des NRTI est un
analogue de la thymidine ne possédant pas de groupement -OH en 3’. Lorsque la RT incorpore cet
analogue, ceci cause I’arrét de la synthése du brin d’ADN. Le VIH-1 est un virus possédant un taux
de mutations important et donc des résistances aux médicaments peuvent souvent étre observées.
Pour cette raison, les traitements actuels combinent les différentes molécules afin de permettre une
charge virale indétectable et une augmentation de I’espérance de vie (258). Bien que les inhibiteurs
les plus couramment utilisés sont ceux ciblant la transcriptase inverse, la protéase et 1’intégrase, il
y a de nombreux avantages a cibler le processus d’entrée du virus (268). En effet, le virus est
bloqué avant méme d’entrer dans la cellule, la molécule inhibitrice n’a pas besoin d’entrer dans la
cellule cible et plusieurs facteurs peuvent étre ciblés. Deux inhibiteurs d’entrée bien connus sont le
Maraviroc qui agit comme un antagoniste du co-récepteur CCRS et T20 (Enfuvirtide) qui prévient
les changements de conformation nécessaire pour la fusion entre la membrane cellulaire et virale

(269-272).

1.12.3 Molécules inhibitrices d’Env

En plus de ces nombreux inhibiteurs, certaines molécules inhibitrices ciblent directement I’Env.
Le mimétique moléculaire de CD4 (CD4mc) n’est toujours pas approuvé pour 1’utilisation en tant
que traitement, mais semble prometteur lorsque combiné avec des anticorps non-neutralisants

(273-277). Effectivement, en liant la cavité¢ Phe43, la molécule prévient I’interaction entre Env et
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le récepteur primaire CD4. De plus, cette molécule enclenche I’Env de fagon prématurée menant
ainsi a son inactivation. Une autre caractéristique encourageante de cette molécule est sa capacité
d’¢éliciter une réponse immunitaire. En effet, en liant la cavité Phe43, le CD4mc permet des
changements de conformation de I’Env semblable & ceux observés lorsque la glycoprotéine
d’enveloppe lie le récepteur CD4. Le systéme immunitaire a donc acces aux épitopes normalement
occlus dans la forme native de I’Env, ce qui favorise les réponses ADCC (206, 275, 278-280).
Récemment, une molécule inhibitrice d’attachement ciblant directement la gp120 de I’Env a été
approuvée par la FDA en combinaison avec d’autres molécules antirétrovirales. Fostemsavir
(BMS-663068/GSK3684934/Rukobia), un composé chimique synthétisé, est présentement
administré aux patients vivant avec le VIH-1 ayant des options thérapeutiques limitées dues a de
multiples résistances/toxicité aux traitements actuels (281-284). La molécule active de ce
médicament, temsavir (BMS-626529/ GSK2616713), lie sous la boucle 20-B21, soit une région
conservée de la gp120, prévenant ainsi I’interaction entre I’Env et le récepteur CD4 (282, 285).
Temsavir lie la gp120 principalement a I’aide d’interactions hydrophobes avec de multiples résidus
(Figure 1.8). Par contre, certaines mutations de ces résidus importants pour la liaison de temsavir
sont déja percues chez certaines personnes, telles que M426L, M4341/V, M4751 et S375M/H/W
(282, 285). Par exemple, en ce qui concerne la mutation S375W, la substitution de la sérine pour
le tryptophane remplit la cavité Phe43 et prévient ainsi la liaison de I’inhibiteur a la gp120. De
plus, il a également ét¢ démontré que la liaison de ce petit inhibiteur a I’Env prévient des
changements de conformation subséquents et donc stabilise I’Env dans sa conformation «fermée»

(198, 286-288).

22



Figure 1.8 Interaction entre temsavir (BMS-626529) et la gp120 de I’Env du VIH-1 (285).
Schématisation de I’inhibiteur d’attachement temsavir (jaune) lors de sa liaison avec I’Env du VIH-1.
L’illustration a gauche représente la vue selon la membrane virale tandis que celle a droite est selon la vue
du haut du trimére. Les résidus pres de la molécule inhibitrice sont indiqués.
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CHAPITRE II — JUSTIFICATION ET HYPOTHESE

D0 au nombre important de résistances continuellement percues lors du traitement des personnes
vivant avec le VIH-1, la quéte vers de nouvelles molécules, stratégies vaccinales ou thérapeutiques
est primordiale. En effet, bien que la thérapie antirétrovirale permette de réduire le taux de mortalité
associ¢ a ce virus ainsi que d’augmenter 1’espérance de vie de ces individus, cette médication n’est
pas curative. De ce fait, la recherche constante de nouvelles approches qui permettraient

I’¢élimination compléte des réservoirs viraux est nécessaire.

Etant une nouvelle molécule approuvée par la FDA, la caractérisation de I’inhibiteur d’attachement
temsavir est importante. Bien que cette molécule ne soit présentement pas connue pour affecter les
réservoirs viraux, temsavir est un puissant inhibiteur d’attachement qui pourrait réduire
I’établissement des réservoirs en étant administré rapidement. Il était préalablement connu que
temsavir posseéde la capacité de stabiliser le trimere de I’Env ainsi que d’empécher I’entrée virale

en liant prés de la cavité ou interagit le récepteur primaire CD4.

Le commencement de cette étude a débuté par 1’observation d’'une modification au niveau de la
gpl20 suite au traitement de cellules exprimant I’Env a 1’aide de temsavir. D’autres études
effectuées en parallele a la ndtre suggéraient qu’un analogue de temsavir, BMS-378806, empéchait
’addition de glycans a la surface de ’Env en plus de moduler le clivage du précurseur. De ce fait,
les hypotheses étaient que temsavir aurait un effet similaire a cet analogue et que ces modifications
au niveau de la maturation de I’Env auraient un impact sur la conformation de celle-ci. Les objectifs

de ce mémoire étaient donc les suivants :

e Caractériser I’effet de temsavir sur la maturation de I’Env.

e Déterminer I’impact de ’altération de ces mécanismes sur la conformation de ’Env a la

surface des virions, des cellules transfectées ainsi que des cellules primaires infectées.

e Investiguer I’effet a large spectre de ce nouvel inhibiteur.

24



o Evaluer si ’impact de temsavir sur la conformation de I’Env pourrait affecter les réponses

effectrices médiées par les anticorps tels que I’ADCC.
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3.1.1 RESUME

La glycoprotéine d’enveloppe (Env) du VIH-1 est le seul antigéne présent a la surface des virions
et des cellules infectées, représentant donc la cible principale de la réponse humorale. Temsavir
(BMS-626529), un inhibiteur d’attachement approuvé par la FDA, prévient I’interaction entre Env
et le récepteur CD4 de la cellule hote en liant la gp120 de I’Env. Cette molécule stabilise également
I’Env dans sa conformation «fermée», soit une conformation connue pour étre principalement
ciblée par les anticorps neutralisants a large spectre (bNAbs). Une étude récente a démontré que
I’analogue de temsavir (BMS-377806) affecte le clivage et 1’addition de glycans complexes a la
surface de I’Env. Lors de cette étude, nous avons investigué I’impact de temsavir sur la
glycosylation, le clivage protéolytique, I’expression de surface ainsi que 1’antigénicité de I’Env.
Nous avons observé que temsavir impact la glycosylation et le clivage a des concentrations
physiologiques. Ceci affecte significativement la reconnaissance de I’Env présente a la surface des
virions et des cellules infectées par plusieurs bNAbs. Le traitement des cellules par temsavir réduit
¢galement la capacité des bNADbs a éliminer les cellules infectées par le VIH-1 par la cytotoxicité
cellulaire dépendante des anticorps (ADCC). Dans I’ensemble, I'impact de temsavir sur la
glycosylation et I’antigénicité devrait étre considéré pour le développement de nouvelles approches

basées sur les anticorps chez les individus traités avec temsavir.

3.1.2 ABSTRACT

The heavily glycosylated HIV-1 envelope glycoprotein (Env) is the sole viral antigen present at
the surface of virions and infected cells, representing the main target for antibody responses. The
FDA-approved small molecule temsavir acts as an HIV-1 attachment inhibitor by preventing Env-
CD4 interaction. This molecule also stabilizes Env in a prefusion “closed” conformation that is
preferentially targeted by several broadly neutralizing antibodies (bNAbs). A recent study showed
that an analog of temsavir (BMS-377806) affects the cleavage and addition of complex glycans on
Env. In this study, we investigated the impact of temsavir on the overall glycosylation, proteolytic
cleavage, cell surface expression, and antigenicity of Env. We found that temsavir impacts Env
glycosylation and processing at physiological concentrations. This significantly alters the capacity
of several bNADbs to recognize Env present on virions and HIV-1-infected cells. Temsavir treatment
also reduces the capacity of bNAbs to eliminate HIV-1-infected cells by antibody-dependent

cellular cytotoxicity (ADCC). Consequently, the impact of temsavir on Env glycosylation and
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antigenicity should be considered for the development of new antibody-based approaches in

temsavir-treated individuals.
3.1.3 MAIN TEXT

HIV-1 envelope glycoproteins (Env) mediate viral entry and are synthetized as a gp160 precursor,
which is then trimerized and cleaved by host furin-like proteases (1, 2). This generates the mature
Env composed of three gp120 exterior and three gp41 transmembrane subunits. Env is the only
virus-specific antigen on the surface of the virus and infected cells, and as such, it is the target of
neutralizing and nonneutralizing antibodies (nnAbs) (3). Over the years, significant developments
have been made in the generation of HIV-1 entry inhibitors, such as maraviroc (CCRS5 antagonist),
enfuvirtide (gp41 fusion inhibitor), and ibalizumab (CD4 antagonist): however, none of them
directly targets gp120 (4—6). In July 2020, a new small molecule attachment inhibitor, fostemsavir
(BMS-663068 [Rukobia]), obtained FDA approval to treat HIV-1-infected individuals who had

developed multidrug resistance (7).

Temsavir (BMS-626529), the active compound of fostemsavir, binds a conserved pocket under the
B20-B21 loop of gpl120 (8). The binding of this drug prevents the interaction with CD4 and
stabilizes Env in a prefusion “closed” state 1 conformation, which is preferentially targeted by
broadly neutralizing antibodies (bNAbs) (8—11). By stabilizing Env in this “closed” conformation,
temsavir might be helpful in exposing Env in its untriggered native state to the immune system.
However, an analog of temsavir, BMS-377806, was recently shown to decrease the cleavage of
gpl60 as well as the addition of complex glycans, two processes related to Env conformational
flexibility (12). Since most bNAbs preferentially recognize conformation-dependent epitopes that
are composed of or adjacent to glycans, we evaluated the impact of temsavir on overall Env
glycosylation, its proteolytic cleavage, and the binding capacity of bNAbs to Env present on the
surface of virions and infected primary CD4" T cells. Since the combination of temsavir with
certain bNADbs is being explored (13), we also evaluated whether temsavir treatment affected the

capacity of bNADbs to eliminate infected cells by antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC).

Because BMS-377806 limits Env conformational flexibility (12), we first investigated the impact

of temsavir on overall Env processing and glycosylation. To do this, HEK 293T cells were
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transfected with a plasmid encoding the gp160 of the primary tier 2 JR-FL isolate. This Env was
selected since it has been extensively characterized structurally (14), used for ADCC responses
(15, 16), and was previously used to measure the impact of short-term temsavir treatment on the
conformational landscape of incorporated Env (9, 10). Transfected cells were radioactively labeled,
followed by immunoprecipitation of whole-cell lysates and supernatants with HIV+ plasma, as
previously reported (17). We observed an impact of temsavir on gp120 glycosylation, as illustrated
by the presence of a lower-molecular-weight band of gp120 in the cell lysate and the supernatant
from treated cells (Fig. 3.1.1). This phenotype was dose dependent and observed at biologically
relevant doses (see Fig. 3.1.S1A in the supplemental material) since its effect was visualized at
100 nM, which is below the concentration achieved in treated individuals (18). As previously
observed with BMS-377806, temsavir treatment also significantly (P <0.01) reduced Env
processing (12) (Fig. 3.1.1A and B; Fig. 3.1.S1A).
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Figure 3.1.1 Temsavir alters Env glycosylation, cleavage, and bNAb binding. (A) HEK 293T
cells were transfected with a plasmid expressing JR-FL Env and metabolically labeled for 24 h
with [¥S]methionine and [**S]cysteine in the presence of 10 uM temsavir or the equivalent volume
of DMSO. Cell lysates and supernatants were immunoprecipitated with plasma from HIV-1-
infected individuals. The precipitated proteins were loaded onto SDS-PAGE gels and analyzed by
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autoradiography. (B) Quantification of the impact of temsavir on Env processing on Env-
expressing HEK 293T cells in cell lysates and supernatants. (C) HEK 293T cells were transfected
with a plasmid expressing JR-FL Env together with a plasmid expressing the GF and treated with
10 uM temsavir for 24 h or the equivalent volume of DMSO. Cells were than stained for
recognition of cell-surface Env by the indicated ligands in the presence (30 min) or absence of
temsavir (10 uM). Shown are the mean fluorescence intensities (MFI) using the different ligands
normalized to the signal obtained with the glycan-independent 10E8 MAb. MFI values were
measured on the transfected (green fluorescent protein-positive [GFP*]) population. (D) The graph
shown represents the compilation of normalized MFI for all bNAbs for each condition. (E) The
capacity of the indicated ligands to capture viral particles bearing HIV-1JR-FL Env was assessed
by a virus capture assay. Temsavir was added for 24 h on virus-producing cells or only during the
assay (30 min). Relative light units (RLU) obtained using a given ligand were normalized to the
signal obtained with the I0E8 MAD. (F) The graph shown represents the compilation of normalized
RLU for all bNAbs for each condition. Error bars indicate the mean + standard error of the mean
(SEM). The data shown are representative of results from at least three independent experiments.
Statistical significance was tested using (B) a Mann-Whitney test or (C to F) one-way analysis of
variance (ANOVA) (*, P <0.05; **, P <0.01; *** P <0.001; **** P <0.0001).

Having corroborated that treatment of Env-expressing cells with temsavir decreases Env
glycosylation and cleavage, we then evaluated whether it affects its recognition by a panel of
bNAbs and nonneutralizing antibodies. Our panel comprises the gp120 outer domain glycan-
dependent 2G12 antibody (Ab), V3 glycan (10-1074, PGT121, PGT122, PGT125, PGT126,
PGTI128, PGT130, and PGT135), gpl120-gp41 interface (PGT151), silent face (SF12), CD4-
binding site (VRCO1, 3BNC117, and N6), as well as CD4-induced (CD41) antibodies (A32, 17b,
246D, and 19b). The CD4-Ig protein was used as a readout for CD4 binding. HEK 293T cells were
transfected with a plasmid expressing the full-length HIV-1 isolate JR-FL Env wild type (WT) and
subsequently treated with temsavir for 24 h. To differentiate the impact of temsavir on Env
glycosylation/cleavage from its state 1 stabilizing effect, temsavir was also added only during the
30-min incubation period with monoclonal antibodies (MAbs). Since no major effects were
observed with the anti-gp41 MPER 10E8 bNAb upon short or long treatment (see Fig. S2 in the
supplemental material), we used this antibody to normalize cell surface Env expression. We
observed no major changes in the recognition of Env by our panel of bNAbs when temsavir was
added at the same time as the antibodies. Remarkably, long temsavir treatment (24 h) significantly
decreased recognition by several bNAbs targeting the outer domain, the V3-glycans, the gp120-
gp41 interface, or the CD4-binding site (P <0.0001) (Fig. 3.1.1C and and D)), thus, suggesting
that modulation of Env glycosylation/cleavage by temsavir significantly affects Env antigenicity.

The intrinsic contribution of each of these mechanisms (i.e., impaired Env cleavage and/or
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glycosylation changes) to the overall decrease in bNAD recognition remains unknown. Importantly,
this effect was dose dependent and observed with concentrations as low as 10 nM (Fig. 3.1.S1B).
While temsavir also reduced CD4-Ig binding, this phenotype could be linked to its capacity to
compete with CD4 and the treatment’s effect on glycosylation (8), especially since CD4-Ig binding
was also reduced upon short-term temsavir treatment. As previously reported, nonneutralizing
epitopes were poorly exposed at the surface of Env-expressing cells (19). Env proteolytic cleavage
decreases its flexibility and exposure of epitopes recognized by nnAbs (15, 20, 21). Accordingly,
uncleaved Envs are readily recognized by CD4i nnAbs (20). Despite its effect on Env cleavage,
temsavir treatment did not significantly increase Env recognition by CD4i nnAbs (Fig. 3.1.1C).
This is likely due to its capacity to stabilize Env in its “closed” state 1 conformation (10).
Importantly, the impact of temsavir on Env antigenicity was specific since no effect was observed

with the temsavir-resistant Env S375W mutant (see Fig. 3.1.S3 in the supplemental material) (22).

To evaluate whether temsavir treatment also affected the capacity of bNAbs to bind Env presented
at the surface of viral particles, we used a previously described virus capture assay (VCA) (23).
Viral particles expressing the JR-FL Env produced in the presence or absence of temsavir were
added to plates coated with bNAbs or CD4-Ig, and viral capture was measured as previously
described (23). Similar to the observations with Env-expressing cells, temsavir treatment of virus-
producing cells significantly decreased Env recognition by multiple bNAbs and ligands, including
10-1074 (P <0.05), PGT126 (P <0.05), PGT128 (P <0.05), PGT151 (P <0.01), VRCO1 (P <0.01),
and CD4-Ig (P <0.0001) (Fig. 3.1.1E). Taking all tested bNabs together, a significant reduction of
binding was observed upon 24 h of temsavir treatment (P < 0.0001) (Fig. 3.1.1F). In contrast, short-
term (30 min) temsavir treatment did not significantly reduce the capacity of bNabs to capture viral
particles bearing JR-FL Env. This result suggests that the impact of temsavir on Env glycosylation
and/or cleavage, rather than its direct impact on Env conformation, decreases the capacity of tested

anti-Env ligands to bind viral particles.

To evaluate the impact of temsavir treatment on the capacity of bNAbs to recognize HIV-1-infected
cells, we used HIV-1JR-FL-infected primary CD4" T cells subjected to temsavir or dimethyl
sulfoxide (DMSO) treatment for 24 h prior to measuring MAb binding. Consistent with our
observations obtained using Env-expressing HEK 293T cells, productively infected cells (p24")
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were significantly less recognized by several bNAbs upon temsavir treatment (P < 0.0001) (Fig.

3.1.2A and and B).
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Figure 3.1.2 Impact of temsavir treatment on the recognition and elimination of infected
primary CD4" T cells by ADCC. (A) Primary CD4" T cells infected with HIV-1r-pr virus were
treated with 10 pM temsavir for 24 h or the equivalent volume of DMSO and were stained for
recognition of cell surface Env by the indicated ligands. Mock-infected cells were used as a control
for anti-Env ligand specificity. Shown are the mean fluorescence intensities (MFI) measured on
the infected (p24+) population of the average of 3 different donors. (B) The graph shown represents
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the compilation of MFI for all bNAbs for each condition. (C) Primary CD4" T cells infected with
HIV-1r-rL virus were used as target cells and autologous peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) as effector cells in a FACS-based ADCC assay. The graphs shown represent the
percentages of ADCC mediated by 2G12, 10-1074, PGT121, PGT126, PGT151, 3BNC117, and
N6 with target cells treated for 24 h with 10 uM temsavir or the equivalent volume of DMSO. (D)
The graph shown represents the mean percentage of ADCC obtain for each tested antibody with
DMSO and temsavir treatment. Ligand binding and ADCC responses were obtained in at least 5
independent experiments using cells from 6 different donors. Error bars indicate means = SEM.
Statistical significance was tested using a paired t test (*, P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001;
*akx P <0.0001).

With this phenotype, we next evaluated whether the capacity of bNAbs to eliminate infected cells
by ADCC was also affected. After a 24 h treatment, ADCC mediated by the bNAbs 2G12, 10-
1074, PGT121, PGT126, PGTI151, 3BNC117, and N6 was measured using a fluorescence-
activated cell sorter (FACS)-based assay that measures the elimination of productively infected
cells (24). In agreement with decreased recognition, temsavir-treated cells were significantly more
resistant to ADCC responses mediated by the majority of these bNAbs (P <0.01) (Fig. 3.1.2C and
D).

In summary, we have demonstrated that temsavir treatment of Env-producing cells alters the
overall antigenicity of Env present at the surface of virions and infected cells. This information is
important for the development of immunotherapies aimed at decreasing the size of the viral

reservoir in temsavir-treated individuals.
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Figure 3.1.S1. Temsavir’s effect on Env glycosylation and ligand binding at different
concentrations. (A) HEK 293T cells were transfected with a plasmid expressing JR-FL Env and
metabolically labeled for 24 h with [¥*S]methionine and [**S]cysteine in the presence of increasing
concentrations of temsavir (0.1, 0.5, 1, 5, and 10 uM) or the equivalent volume of DMSO. Cell
lysates and supernatants were immunoprecipitated with plasma from HIV-1-infected individuals.
The precipitated proteins were loaded onto SDS-PAGE gels and analyzed by autoradiography (B)
HEK 293T cells were transfected with a plasmid expressing JR-FL Env together with a plasmid
expressing the green fluorescence protein (GFP) and treated with increasing concentrations of
temsavir (0.001, 0.01, 0.1, 1, and 10 uM) for 24 h or with the equivalent volume of DMSO. Cells
were then stained for recognition of cell surface Env by 2G12 and PGT151. Shown are the mean
fluorescence intensities (MFI) using the different ligands normalized to the signal obtained with
the glycan-independent 10E8 MAb. MFI values were measured on the transfected (GFP")
population.
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expressing the GFP and treated with 10 pM temsavir for 24 h or the equivalent volume of DMSO.
Cells were than stained for recognition of cell surface Env by the indicated ligands in the presence
(30 min) or absence of temsavir (10 pM). Shown are the mean fluorescence intensities (MFI) using
the glycan-independent 10E8 MAb. MFI values were measured on the transfected (GFP")
population. Statistical significance was measured using ordinary one-way ANOVA. The data
shown are representative of results from 14 experiments.
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Figure 3.1.S3. Impact of temsavir treatment on the recognition of the Env S375W mutant by
bNADbs. HEK 293T cells were transfected with a plasmid expressing JR-FL Env WT together with
a plasmid expressing the GFP or the temsavir-resistant S375W mutant. Cells were treated with 10
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uM temsavir for 24 h or the equivalent volume of DMSO. Cells were than stained for recognition
of cell surface Env by the indicated ligands in the presence or absence of temsavir (10 uM). Shown
are the mean fluorescence intensities (MFI) using the different ligands normalized to the signal
obtained with the glycan-independent 10E8 MAb. MFI values were measured on the transfected
(GFP") population. Error bars indicate the mean = SEM. The data shown are representative of

results from five experiments. Statistical significance was tested using ordinary one-way ANOVA
(*, P<0.05; **, P<0.01; *** P <0.001; **** P <0.0001).
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3.1.6 SUPPLEMENTAL MATERIALS AND METHODS

Ethics Statement

Written informed consent was obtained from all study participants and research adhered to the
ethical guidelines of CRCHUM and was reviewed and approved by the CRCHUM institutional
review board (ethics committee, approval number CE 16.164 - CA). Research adhered to the
standards indicated by the Declaration of Helsinki. All participants were adult and provided
informed written consent prior to enrolment in accordance with Institutional Review Board

approval.

Cell lines and primary cells.

HEK 293T human embryonic kidney cells (obtained from ATCC) were maintained at 37°C under
5% CO; in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM; Wisent) containing 5% fetal bovine
serum (FBS; VWR) and 100 pg/mL of penicillin—streptomycin (Wisent). Primary human PBMCs
and CD4" T cells were isolated, activated and cultured as previously described (1). Briefly, PBMCs
were obtained by leukapheresis from seven HIV-negative individuals (five males and two females).
CD4" T cells were purified from rested PBMCs by negative selection kit (EasySep human CD4" T
cell enrichment kit; STEMCELL Technologies) and were activated with phytohemagglutinin-L
(10png/mL) for 48 hours and then maintained in RPMI 1640 complete medium supplemented with
rIL-2 (100 U/mL).

Plasmids.

The sequence of full-length clade B JR-FL Env was codon optimized (GenScript) and cloned into
expression plasmid pcDNA3.1(-) (Invitrogen) (2). The S375W mutation was introduced in the JR-
FL Env expressor using the QuikChange II XL site-directed mutagenesis protocol (Agilent
Technologies) (3). The presence of the desired mutations was determined by automated DNA
sequencing. The HIV-1;rrL IMC was previously described (4). Vesicular stomatitis virus G (VSV-
G)-encoding plasmid was also previously reported (5). The reporter proviral vector pNL4.3 Luc
R-E- was obtained through the NIH AIDS Reagent Program.
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Antibodies.

The following Abs were used as primary antibodies for cell-surface Env staining: 10e8, 2G12,
VRCO1, N6, CD4-Ig, A32, 17b and 19b (NIH AIDS Reagent Program), 10-1074, 3BNC117, SF12
(kindly provided by Michel Nussenzweig), 246D (kindly provided by Susan Zolla-Pazner),
PGT121, PGT122, PGT125, PGT126, PGT128, PGT130, PGT135, PGT151 (IAVI) and the
soluble CD4-immunoglobulin fusion protein (CD4-Ig) (NIH AIDS Reagent Program). Goat anti-
human IgG (H+L) antibodies pre-coupled to Alexa Fluor 647 (Invitrogen) were used as secondary

antibodies in flow cytometry experiments.

Small molecules.

The HIV-1 attachment inhibitor temsavir (BMS-626529) was purchased from APExBIO. The
compounds were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) at a stock concentration of 10 mM and
diluted to 10 uM in phosphate-buffered saline (PBS) for cell-surface staining and virus capture
assay or RPMI 1640 complete medium for ADCC assays or for 24h treatment.

Radioactive labeling and immunoprecipitation of envelope glycoproteins.

HEK 293T cells (5 x 10°) were transfected by the calcium phosphate method with the JR-FL Env
expressor. One day after transfection, cells were metabolically labeled for 16-24 h with 100 pCi/mL
of [**S] methionine-cysteine ([*°S] Protein Labeling Mix; PerkinElmer) in DMEM lacking
methionine and cysteine and supplemented with 10% dialyzed fetal bovine serum and 1%
GlutaMAX™ supplement (Thermo Fisher Scientific). Cells were subsequently lysed in RIPA
buffer (140 mM NaCl, 8 mM Na,HPO4, 2 mM NaH>POy4, 1% IGEPAL® CA-630 (Sigma-Aldrich),
0.05% sodium dodecyl sulfate (SDS), 1.2 mM sodium deoxycholate). Precipitation of radiolabeled
envelope glycoproteins from the whole-cell lysates or found in the supernatant was performed with
a pool of sera from HIV-1-infected individuals in the presence of 45 uL of 10% Protein A-
Sepharose beads (Cytiva) at 4 °C. The precipitated proteins were loaded onto SDS-PAGE gels and
analyzed by autoradiography and densitometry to calculate their processing indices. The
processing index is a measure of the conversion of the temsavir-treated gp160 Env precursor to
mature gp120, relative to mock-treated Env trimers and takes into account the total amount of Env-
related bands present in the cell lysate and supernatant. The processing index is calculated with the

following formula: processing index = ([total gpl20]treated X [gpl60]mock-
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treated)/([gp160]treated x [total gpl120]mock-treated). Total refers to the gp120 in the cell lysate

and supernatant.

Transfection.

HEK 293T cells (3 x 10°) were transfected with 10 pug of a plasmid expressing JR-FL WT gp160,
JRFL S375W gp160 (or pcDNA3.1 as negative control) and 2.5 pg of a green fluorescent protein
(GFP) expressor (pIRES2-GFP; Clontech) using the standard calcium phosphate method. The next
day, media were changed for fresh media containing 10uM of temsavir (temsavir 24h) or the

equivalent volume of DMSO (conditions DMSO and temsavir 30 min)

Virus production and infections.

To obtain the same level of infection among the different experiments, vesicular stomatitis virus G
(VSV-G)-pseudotyped HIV-1;r-FL viruses were produced and titrated as previously described (6).
HIV-1r-rL viruses were used to infect activated primary CD4" T cells from healthy donors by spin

infection at 800 x g for 1h in 96-well plates at room temperature.

Virus capture assay.

The assay was modified from a previous published method (7). Briefly, pseudoviral particles were
produced by transfecting 2x10® HEK 293T cells with pNL4.3 Luc R-E- (3.5 pg), plasmids
encoding for JR-FL. WT gp160 or JR-FL S375W gp160 (3.5 pg) and VSV-G (1pg) using the
standard calcium phosphate protocol. Twenty-four hours later, media of the transfected cells was
changed with full DMEM medium containing 10uM temsavir or the equivalent volume of DMSO.
Virion-containing supernatants were collected after 24h treatment and cell debris were removed
through centrifugation (486 x g for 10 min). Half of the supernatant treated with DMSO was
incubated with 10uM temsavir for 30 minutes before adding to the ELISA plate. To immobilize
antibodies on ELISA plates, white MaxiSorp ELISA plates (Thermo Fisher Scientific) were
incubated with 5 pg/mL of antibodies in 100 pL PBS overnight at 4°C. Unbound antibodies were
removed by washing the plates twice with PBS. Plates were subsequently blocked with 3% bovine
serum albumin (BSA) in PBS for 1h at room temperature. After two washes with PBS, 200 pL of
virion-containing supernatant were added per well. After 4 to 6 hours incubation, supernatants were

removed, and the wells were washed with PBS 3 times. Viral capture by any given antibody was

43



visualized by adding 1 x10* HIV-1 resistant 293T cells in full DMEM medium per well. Forty-
eight hours post-infection, cells were lysed by the addition of 30 pL of passive lysis buffer
(Promega) and one freeze-thaw cycle. An LB942 TriStar luminometer (Berthold Technologies)
was used to measure the luciferase activity of each well after the addition of 100 pL of luciferin
buffer (15 mM MgSOs4, 15 mM KH,PO4 [pH 7.8], 1 mM ATP, and 1mM dithiothreitol) and 50 pL.

of 1 mM D-luciferin potassium salt (Prolume).

Flow cytometry analysis of cell-surface staining

For cell surface staining, HEK 293T or primary CD4" T cells were incubated for 30 min at 37°C
48h post-transfection/infection with 5 pg/mL of anti-Env monoclonal antibodies in PBS. Cells
were then washed twice with PBS and stained with 2 pg/mL goat anti-human IgG Alexa Fluor 647
secondary antibodies for 20 min in PBS. After two more PBS washing, cells were fixed in a 2%
PBS-formaldehyde solution. For the detection of intracellular p24 protein, infected primary CD4"
T cells were permeabilized using the Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization Kit (BD
Biosciences) and stained intracellularly using the PE-conjugated mouse anti-p24 mAb (clone
KC57; Beckman Coulter; 1:100 final concentration). The percentage of infected cells (p24* cells)
was determined by gating the living cell population on the basis of viability dye staining
(AquaVivid, Thermo Fisher Scientific). Samples were analyzed on an LSRII cytometer (BD

Biosciences), and data analysis was performed using FlowJo v10.5.3 (Tree Star).

FACS-based ADCC assay

Measurement of ADCC using the FACS-based assay was performed at 48h post- infection as
previously described (1, 8). Briefly, HIV-1-infected primary CD4" T cells were stained with
AquaVivid viability dye and cell proliferation dye (eFluor670; eBioscience) and used as target
cells. Autologous PBMC effector cells, stained with another cellular marker (cell proliferation dye
eFluor450; eBioscience), were added at an effector: target ratio of 10:1 in 96-well V-bottom plates
(Corning). For evaluation of antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC), 5 pg/mL of anti-
Env mAbs were added to appropriate wells and cells were incubated for 5 min at room temperature.
The plates were subsequently centrifuged for 1 min at 300 % g, and incubated at 37°C, 5% CO- for
5 h before being fixed in a 2% PBS-formaldehyde solution. Cells were than permeabilized using

the Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization Kit (BD Biosciences) and stained intracellularly
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using the PE-conjugated mouse anti-p24 mAb (clone KC57; Beckman Coulter; 1:100 final
concentration). Samples were acquired on an LSRII cytometer (BD Biosciences) and data analysis
was performed using FlowJo v10.5.3 (Tree Star). The percentage of ADCC was calculated with
the following formula: (% of p24+ cells in Targets plus Effectors) — (% of p24+ cells in Targets
plus Effectors plus antibody) / (% of p24+ cells in Targets) by gating on infected lived target cells.

Statistical analyses

Statistics were analyzed using GraphPad Prism version 9.1.0 (GraphPad). Every dataset was tested
for statistical normality and this information was used to apply the appropriate (parametric or
nonparametric) statistical test. P values < 0.05 were considered significant; significance values are
indicated as * p < 0.05, ** p< 0.01, *x* p < 0.001, **** p < 0.0001. Corrections for multiple

comparisons were performed with the Holm-Sidak post-test.
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3.2.1 RESUME

Les glycoprotéines d'enveloppe du VIH-1 (Env) médient I'entrée virale et représentent une cible de
choix pour les petites molécules inhibitrices. L'une d'entre elles, temsavir (BMS-626529), empéche
l'interaction entre le récepteur CD4 de 1’hote et I’Env en se liant sous la boucle f20-21 de la sous-
unité gpl20. En plus de sa capacité a prévenir l'entrée virale, temsavir stabilise I’Env dans sa
conformation « fermée ». Nous avons récemment observé que temsavir affecte la glycosylation, le
clivage protéolytique ainsi que la conformation globale de I'Env. Nous avons donc étendu ces
résultats a un panel d'Env primaire et de clones moléculaires infectieux (IMC) ou nous observons
un impact hétérogene sur le clivage et la conformation d'Env. Nos résultats suggerent que l'effet de
temsavir sur la conformation d’Env est associé a sa capacité a diminuer le clivage de I’Env. En
effet, nous montrons que l'effet de temsavir sur le clivage de I’Env affecte la reconnaissance des
cellules infectées par le VIH-1 par les bNADbs et correle avec leur capacité a médier la cytotoxicité

cellulaire dépendante des anticorps (ADCC).

3.2.2 ABSTRACT

HIV-1 envelope glycoproteins (Envs) mediate viral entry and represent a target of choice for small
molecule inhibitors. One of them, temsavir (BMS-626529) prevents the interaction of the host cell
receptor CD4 with Env by binding the pocket under the f20—321 loop of the Env subunit gp120.
Along with its capacity to prevent viral entry, temsavir stabilizes Env in its “closed” conformation.
We recently reported that temsavir affects glycosylation, proteolytic processing, and overall
conformation of Env. Here, we extend these results to a panel of primary Envs and infectious
molecular clones (IMCs), where we observe a heterogeneous impact on Env cleavage and
conformation. Our results suggest that the effect of temsavir on Env conformation is associated
with its capacity to decrease Env processing. Indeed, we found that the effect of temsavir on Env
processing affects the recognition of HIV-1-infected cells by broadly neutralizing antibodies and

correlates with their capacity to mediate antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC).

3.2.3 INTRODUCTION

The human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) envelope glycoprotein (Env) is synthetized in
the endoplasmic reticulum, where the gp160 precursor undergoes trimerization and the addition of

glycans. During its transport to the Golgi, in addition to further modifications of complex sugars,
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each gp160 molecule is proteolytically cleaved by cellular proteases into the gp120 surface protein
and a gp41 transmembrane subunit [1,2,3]. Env is then transported to the cell surface, where it is
incorporated into budding viral particles. Env interaction with CD4 enables coreceptor binding and
the subsequent gp41 conformational changes required for a fusion between the virus and the cell
membrane [4]. The native unliganded Env is a metastable molecule sampling different
conformations. Non-neutralizing antibodies (nnAbs) bind epitopes that are normally occluded in
the unliganded trimer and, therefore, fail to recognize the native “closed” trimer, whereas broadly
neutralizing antibodies (bNAbs) preferentially recognize this Env conformation [5,6,7,8,9,10].
Clinical trials are currently evaluating the potential of several bNAbs to control viral replication

and decrease the size of the viral reservoir [11,12].

In addition to the recent progress made with the development of bNAbs used as prevention and
treatment, new inhibitors of HIV-1 are being considered to treat infected individuals. Among them,
temsavir (BMS-626529 and GSK2616713), a small molecule entry inhibitor administrated as a
prodrug for fostemsavir (BMS-663068, GSK3684934, and RUKOBIA), was recently approved for
the treatment of patients who have limited therapeutic options [13,14]. Temsavir is known to bind
a conserved pocket in gp120 under its 20—p21 loop, thereby preventing CD4 interaction [15,16].
This molecule also stabilizes the “closed” State 1 Env conformation, which is preferentially

recognized by bNADbs [5,7].

We and others have reported that temsavir or its BMS-806 analog alter Env glycosylation and
cleavage, thereby impacting its recognition by bNAbs [17,18]. Here, we used a panel of primary
infectious molecular clones of HIV-1, expression plasmids for wild-type Env, or a cleavage-
deficient mutant to evaluate the impact of temsavir on proteolytic Env processing and the
recognition of bNAbs. Our findings suggest that the effect of temsavir on Env conformation is
linked to its impact on Env cleavage. Albeit to different extents, this effect was observed with
multiple Envs and was generally associated with a decreased recognition and antibody-dependent

cellular cytotoxicity (ADCC) response mediated by bNADbs.
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3.2.4 MATERIALS AND METHODS
Ethics statement

Written informed consent was obtained from all study participants, and research adhered to the
ethical guidelines of the Centre de recherche du Centre hospitalier de I’Université de Montréal
(CRCHUM), which was reviewed and approved by the CRCHUM institutional review board
(ethics committee; approval number: CE 16.164—CA; approval date: 19 October 2021). The

research adhered to the standards indicated by the Declaration of Helsinki.

Cell lines and isolation of primary cells

HEK 293T human embryonic kidney cells (obtained from ATCC) were maintained at 37 °C under
5% CO2 in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Wisent, St. Bruno, QC, Canada)
containing 5% fetal bovine serum (FBS; VWR, Radnor, PA, USA) and 100 pg/mL penicillin—
streptomycin (Wisent). Primary human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and CD4* T
cells were isolated, activated, and cultured, as previously described [19]. Briefly, PBMCs were
obtained by leukapheresis from six HIV-negative individuals (3 males and 3 females). CD4" T
cells were purified from rested PBMCs by negative selection (EasySep human CD4" T cell
enrichment kit; STEMCELL Technologies, Vancouver, BC, Canada) and were activated with
phytohemagglutinin-L. (10 pg/mL) for 48 h and then maintained in an RPMI 1640 complete
medium supplemented with rIL-2 (100 U/mL).

Plasmids and proviral constructs

The vesicular stomatitis virus G (VSV-G)-encoding plasmid was previously described [20]. The
sequence of full-length clade B HIV-1JRFL Env and clade A HIV-1BG505 (N332) were codon-
optimized (GenScript) and cloned into the pcDNA3.1(-) expression plasmid (Invitrogen, Rockford,
IL, USA) [21,22]. The plasmids expressing full-length S375W or cleavage-deficient (Cl-)
(R508S/R511S) HIV-1JRFL Env were previously described [9]. The R508S/R511S mutations
were introduced into the full-length HIV-1JRFL Env S375W by overlapping the PCR to generate
the S375W Cl- mutant. The presence of the desired mutations was confirmed by automated DNA
sequencing. pSVIllenv-expressing full-length HIV-1YU2 Env and Tat-expressing plasmid pLTR-
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Tat were previously described [23]. Transmitted/Founder (T/F) and chronic infectious molecular
clones (IMCs) of patients CH058, CHO077, RHGA, STCOI1, and ZM246F-10 were inferred,
constructed, and biologically characterized, as previously described [24,25,26,27]. The IMCs
encoding for the HIV-1 reference strains JRFL, YU2, and BG505 (T332N) were described
elsewhere [28,29,30,31]. Expression plasmids for CH040, RHGA, STCO1, CH198, and ZM246F-
10 Env were generated by PCR amplification, inserting the respective Env genes into pCAGGS
via EcoRI/Xmal.

Viral production and infections

To obtain similar levels of infection in primary CD4" T cells for the different IMCs tested, VSV-
G-pseudotyped HIV-1 was produced and titrated as previously described [32]. Viruses were then
used to infect activated primary CD4" T cells from healthy HIV-1-negative donors by spin
infection at 800% g for 1 h in 96-well plates at 25 °C.

Antibodies and HIV+ plasma

The following Abs were used as primary antibodies for cell-surface Env staining: 10E8, 2G12, N6,
VRCO1, VRCO03, F105, b12, CH106, CD4-Ig, A32, 17b and 19b (NIH AIDS Reagent Program),
3BNC117 (kindly provided by Michel Nussenzweig), F240 (kindly provided by Marzena Pazgier),
PGT126, and PGT151 (IAVI). Goat anti-human IgG (H+L) antibodies pre-coupled to Alexa Fluor

647 (Invitrogen) were used as secondary antibodies in the flow cytometry experiments.

Small molecules

The HIV-1 attachment inhibitor temsavir (BMS-626529) was purchased from APExBIO. The
compound was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) at a stock concentration of 10 mM and
diluted to 10 uM in the RPMI 1640 complete medium for cell-surface staining and ADCC assays

for a 24 h treatment.

Radioactive labeling and immunoprecipitation of envelope glycoproteins.

HEK 293T cells (5 x 10°) were transfected with an expression plasmid for JRFL Env using the
calcium phosphate method. One day post-transfection, cells were metabolically labeled for 16-24

h with 100 uCi/mL of [*>S] methionine—cysteine ([*>S] Protein Labeling Mix; PerkinElmer,
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Waltham, MA, USA) in DMEM lacking methionine and cysteine and supplemented with 10%
dialyzed fetal bovine serum and a 1% GlutaMAX™ supplement (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Cells were then lysed with a RIPA buffer (140 mM NaCl, 8 mM Na;HPOs,
2 mM NaH;POs4, 1% IGEPAL® CA-630 (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA), 0.05% sodium
dodecyl sulfate (SDS), and 1.2 mM sodium deoxycholate). Precipitation of radiolabeled envelope
glycoproteins from the whole-cell lysates or found in the supernatant was performed with a pool
of plasma from HIV-1-infected individuals in the presence of 45 pL of 10% Protein A-Sepharose
beads (Cytiva, Marlborough, MA) at 4 °C. We then loaded the precipitated proteins onto SDS-
PAGE gels and analyzed them using autoradiography and densitometry to calculate their
processing indices. The processing index was a measure of the conversion of the temsavir-treated
gp160 Env precursor to mature gp120 relative to mock-treated Env trimers and took into account
the total amount of Env-related bands present in the cell lysate and supernatant. The processing
index was calculated with the following formula: processing index = ([total gp120] treated X
[gp160] mock-treated)/([gp160] treated x [total gp120] mock-treated). Total referred to gp120 in
the cell lysate and supernatant [18,33].

Transfection

Using a standard calcium phosphate method, HEK 293T cells (3 x 10°) were co-transfected with
10 pg of a plasmid expressing the gp160 (JRFL WT, JRFL Cl- (R508S/R511S), JRFL S375W,
JRFL S375W CI- (R508S/R511S), CHO58, CHO077, YU2, BG505, ZM246F-10, STCO1, RHGA,
CHO040, or CH198) or the pcDNA3.1 plasmid (as a negative control) and 2.5 ug of a green
fluorescent protein (GFP) expression plasmid (pIRES2-GFP; Clontech, Mountain View, CA,
USA). Cells transfected with the pSVIIlenv YU2 plasmid were co-transfected with 1 pg of a
plasmid-encoding pLTR-Tat. Alternatively, cells were transfected with 7 pg of a provirus (CH058
(WT, Cl-) and CHO77 (WT, Cl-)) using the calcium phosphate method [33]. The next day, the
media were changed for fresh media containing 10 uM temsavir or the equivalent volume of

DMSO.

Virus neutralization assay

JRFL, CH058, CH077, YU2, BG505, ZM246F-10, STCO1, RHGA, CH040, and CH198 infectious
molecular clones of HIV-1 were produced by the calcium phosphate transfection of HEK 293T
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cells. Two days after transfection, the cell supernatants were harvested. Twenty-four hours before
infection, the Cf2Th-T4R5 cells were seeded at a density of 6 x 10° cells/well in 96-well
luminometer-compatible tissue culture white plates (Perkin Elmer). Viruses at a final volume of
200 pL were incubated with the indicated temsavir or DMSO dilution (5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125,
0.156, or 0.078 nM) for 1 h at 37 °C and were then added to the target cells in triplicate, followed
by an incubation of 48 h at 37 °C. Cells were then lysed by the addition of 40 pL of a lysis buffer
(Promega, Madison, WI, USA), followed by at least 1 h at =80 °C. An LB942 Tri-Star luminometer
(Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany) was used to measure the luciferase activity of
each well after the addition of 100 mL of a luciferin buffer (15 mM MgSOs, 15 mM KPO4 (pH
7.8), 1 mM ATP, and 1 mM dithiothreitol) and 50 mL of 1 mM d-luciferin potassium salt
(ThermoFisher Scientific). The neutralization half-maximal inhibitory dilution (ICso) represented
the temsavir dilution to inhibit 50% of the infection of Cf2Th-T4RS5 cells by viruses bearing the

indicated surface glycoproteins.
Flow cytometry analysis of cell-surface staining

For cell-surface staining, HEK 293T or primary CD4" T cells were incubated for 30 min at 37 °C
for 48 h post-transfection/infection with 5 pg/mL of anti-Env monoclonal antibodies or 1:1000 of
HIV-1+ plasma in PBS. Cells were then washed twice with PBS and stained with 2 pg/mL goat
anti-human IgG Alexa Fluor 647 secondary antibodies for 20 min in PBS. After two more PBS
washing steps, cells were fixed in a 2% PBS-formaldehyde solution. For the detection of
intracellular p24 protein, infected primary CD4" T cells or transfected HEK293T cells were
permeabilized using a Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization Kit (BD Biosciences,
Mississauga, ON, Canada) and intracellularly stained using a PE-conjugated mouse anti-p24 mAb
(clone KC57; Beckman Coulter; 1:100 final dilution). The percentage of infected cells (p24™ cells)
was determined by gating the living cell population on the basis of viability dye staining
(AquaVivid, Thermo Fisher Scientific). Samples were analyzed on an LSRII cytometer (BD

Biosciences) and the data analysis was performed using FlowJo v10.5.3 (Tree Star).

FACS-based ADCC assay

ADCC was measured with a FACS-based assay 48 h post-infection, as previously described
[18,19]. HIV-1-infected primary CD4" T cells were used as target cells and stained with AquaVivid
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viability dye and cell proliferation dye (eFluor670; eBioscience). Autologous PBMC effector cells,
stained with another cellular marker (cell proliferation dye eFluor450; eBioscience, Waltham, MA,
USA), were added at an effector:target ratio of 10:1 in 96-well V-bottom plates (Corning, Glendale,
AZ, USA). mAbs (5 pg/mL) were added to the appropriate wells and the cells were incubated for
5 min at room temperature. The plates were subsequently centrifuged for 1 min at 300% g and
incubated at 37 °C and 5% CO2 for 5 h before being fixed in a 2% PBS-formaldehyde solution.
Cells were then permeabilized using a Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization Kit (BD
Biosciences) and intracellularly stained using a PE-conjugated mouse anti-p24 mAb (clone KC57;
Beckman Coulter; 1:100 final dilution). Samples were acquired on an LSRII cytometer (BD
Biosciences) and the data analysis was performed using FlowJo v10.5.3 (Tree Star). ADCC (%)
was calculated with the following formula: (% of p24+ cells in targets plus effectors) — (% of p24+
cells in targets plus effectors plus antibody)/(% of p24+ cells in targets) by gating on living target

cells.

Detection of soluble gp120 by sandwich ELISA

The concentration of soluble gp120 in the supernatant of gp160-expressing cells was determined
by an anti-gp120 sandwich ELISA. A combination of nnAbs 17b and A32 was prepared in PBS
and adsorbed to plates (MaxiSorp; Nunc) overnight at 4 °C. The coated wells were subsequently
blocked with a blocking buffer (Tris-buffered saline (TBS) containing 0.1% Tween 20 and 2%
BSA) for 90 min at room temperature. The wells were then washed four times with a washing
buffer (Tris-buffered saline (TBS) containing 0.1% Tween 20). Supernatants from gpl60-
expressing cells were incubated with the nnAbs-coated wells for 120 min at room temperature. The
plates were washed four times with a washing buffer, followed by incubation with HRP-conjugated
C11 nnAbs (3 mg/mL) for 90 min at room temperature. HRP enzyme activity was determined after
the addition of a 1:1 mix of Western Lightning oxidizing and luminol reagents (Perkin Elmer Life
Sciences, Waltham, MA, USA). Light emission was measured with an LB942 Tri-Star
luminometer (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany). A standard curve using known
concentrations of purified recombinant gp120YU2 was used to quantify the precise concentration

of soluble gp120 in each supernatant.
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Statistical analysis

Statistics were analyzed using GraphPad Prism version 9.1.0 (GraphPad). Every dataset was tested
for statistical normality and this information was used to apply the appropriate (parametric or non-
parametric) statistical test based on statistical normality. p values < 0.05 were considered to be
significant; significance values were indicated as * p < 0.05, ** p <0.01, *** p <0.001, **** p <

0.0001.

3.2.5 RESULTS

3.2.5.1 The Effect of Temsavir on Env Depends on Proteolytic Env Processing

We recently reported that the treatment of Env-expressing cells with temsavir for 24 h resulted in
a decrease in the proteolytic processing and bNAbs recognition of HIV-1JRFL Env [18]. To better
characterize the role of Env cleavage in bNAbs recognition, we evaluated the impact of temsavir
on a gp160 cleavage-deficient (Cl-) Env mutant. In this mutant, the two conserved arginine residues
at positions 508 and 511 were replaced by two serine residues. Mutations of the primary cleavage
site were shown to almost completely abrogate the JRFL Env cleavage [34]. To confirm the impact
of these mutations on Env processing, we used the cleavage-dependent PGT151 bNAD as a control.
As expected, PGT151 recognized Cl- Env less efficiently than its wild-type counterpart (Figure
3.2.1 and Figures 3.2.S1 and 3.2.S2). Of note, previous work has shown that nnAbs do not bind
the unliganded “closed” Env trimer [9,33,35], which is stabilized by Env cleavage [17,36,37,38].
A mutation of the furin cleavage site results in the spontaneous sampling of downstream “open”
conformations, thus enabling recognition by nnAbs [9,17,39]. We, therefore, evaluated the effect
of temsavir on bNAbs recognition. Env-expressing cells (Figure 3.2.1 and Figure 3.2.S1) and
infected primary CD4" T cells (Figure 3.2.S2) were treated (or not) with temsavir for 24 h before
measuring the binding of bNAbs by flow cytometry. Although the temsavir treatment significantly
reduced the detection of wild-type Env by bNAbs at the cell surface, no major differences were
observed for its cleavage-deficient counterpart. As controls, we included CD4 binding site mAbs
(3BNC117, N6, VRCO1, VRCO03, bl2, and CH106) and ligands (CD4-Ig), and observed that
temsavir competed with them, with the most profound effect detected in CD4-Ig (Figure 3.2.1).
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Similar results were obtained with the CH058 and CH077 CI- strains (Figures 3.2.S1 and 3.2.S2).
Finally, the effect of temsavir was specific because no effect was observed with the temsavir-
resistant Env S375W mutant (Figure 3.2.S3) [18]. The presence of tryptophan residue instead of a

serine filled the cavity and, therefore, prevented temsavir from binding [40].
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Figure 3.2.1 Env cleavage affects the capacity of temsavir to modulate bNAD recognition. HEK 293T cells were
transfected with a plasmid expressing the (A) HIV-1rr. Env WT or (B) its cleavage deficient counterpart (Cl-),
together with a plasmid expressing GFP. Cells were then treated with 10 uM temsavir (TMR) or the equivalent volume
of DMSO for 24 h. Cell surface staining was performed using a panel of bNAbs (10E8, 2G12, PGT126, PGT151,
3BNCI117, N6, VRCO1, VRCO03, bl2, and CH106), nnAbs (F105, 19b, A32, 17b, and F240), and CD4-Ig. Shown are
mean fluorescence intensities (MFI) = standard error of the mean (SEM). MFI values were determined on the
transfected (GFP+) population. The data shown represents results obtained from at least four independent experiments
per ligand. Statistical significance was tested using a two-way analysis of variance (ANOVA) (**, P <0.01; ****
P <0.0001).

3.2.5.2 Temsavir Decreases Glycosylation and the Proteolytic Cleavage of Env, Resulting in

Decreased Recognition by bNAbs

As Env cleavage appeared to be important for the effect of temsavir on recognition by some bNAbs,
we investigated the impact of temsavir on the processing of Env from different HIV-1 strains,
including transmitted/founder and chronic viruses. Briefly, we transfected HEK 293T cells with
plasmids encoding Env from HIV-1 clades A (BG505), B (JRFL, CH058, CH077, YU2, CH040,
RHGA, and STCOL1), or C (ZM246F and CH198). Cells were treated (or not) with temsavir for 24
h before measuring Env processing by radioactive labelling, followed by immunoprecipitation. The
treatment of Env-expressing cells with temsavir decreased the cleavage of most of the Envs tested

(Figure 3.2.2 and Figure 3.2.S4), thereby confirming the broad impact of temsavir on Env
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processing. Of note, we observed that upon temsavir treatment, gpl120 migrated faster for the
different Envs tested, particularly evident in the supernatant (Figure 3.2.2A). This accelerated
migration pattern was consistent with the effect of temsavir on glycosylation. In addition, the levels

of shed gp120 in the supernatant decreased upon temsavir treatment, as previously shown [41].
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Figure 3.2.2 Temsavir modifies glycosylation and processing of HIV-1 Env. (A) HEK 293T cells were transfected
with a plasmid expressing HIV-1 Env (JRFL, CH058, CH077, YU2, CH040, BG505) and labeled for 24 h with [35S]
methionine and [35S] cysteine. Cells were then treated with 10 uM temsavir (TMR) or the equivalent volume of
DMSO. Cell lysates and supernatants were immunoprecipitated with plasma from HIV-1-infected individuals. The
precipitated proteins were loaded on SDS-PAGE gels and analyzed by autoradiography. (B) Quantification of the ef-
fect of temsavir on Env processing normalized to YU?2 in the presence of the vehicle (DMSO).

+ -+

gp160——»

Processing index

To determine if the changes in Env processing and glycosylation described above affected Env
conformation, we analyzed Env recognition with a panel of bNAbs. Briefly, HEK 293T cells
transfected with plasmids encoding Env from HIV-1 clades A, B, and C were treated with temsavir,
or the vehicle alone (DMSO), 24 h post-transfection. The binding of bNAbs was evaluated by flow
cytometry 48 h post-transfection. The most striking phenotype observed was a significant decrease
in PGT151 recognition upon temsavir treatment for all Envs tested (Figure 3.2.3A). As expected,
from competition for the CD4 binding site, CD4BS antibodies (3BNC117 and N6) and CD4-Ig
bound cell-surface Env less efficiently upon temsavir treatment. Of note, we observed a positive
correlation between a temsavir-mediated decrease in Env processing and bNAbs (2G12, PGT126,
PGT151, 3BNC117, and N6) recognition (Figure 3.2.3B), suggesting that bNAbs interaction in
the presence of temsavir is affected by Env cleavage. Accordingly, the effect of temsavir on bNAbs
recognition was also associated, albeit not statistically significantly, with its effect on gp120

shedding (Figure 3.2.3C).
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Figure 3.2.3 Temsavir treatment affects Env recognition by bNAbs. (A) HEK 293T cells were transfected with a
plasmid expressing HIV-1 clade A (BG505), B (JRFL, YU2, CHO058, CH077, CH040, RHGA, and STCO), or C
(ZM246F and CH198) Env, together with a plasmid expressing GFP. Cells were then treated with 10 uM temsavir
(TMR) or the equivalent volume of DMSO for 24 h. Cell surface staining was performed using a panel of bNAbs
(10E8, 2G12,PGT126, PGT151, 3BNC117, N6) and the ligand CD4-Ig 24 h post-treatment and 48 h post-transfection.
Shown are the mean fluorescence intensities (MFI) using the different ligands. MFI values were measured on the
transfected (GFP+) population. Data shown represents results obtained from at least five independent experiments. (B)
Correlation of the Env processing index and bNAbs (2G12, PGT126, PGT151, 3BNC117, and N6) index (C)
Correlation of the soluble gp120 and bNAbs (2G12, PGT126, PGT151, 3BNC117, and N6) index. (B,C) are
represented as fold TMR over DMSO for each Env tested. Statistical significance was tested using (A) a paired t test
or Wilcoxon signed-rank test based on statistical normality (*p < 0.05; **p < 0.01) or (B,C) a Pearson correlation test.
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3.2.5.3 Temsavir Affects Env Recognition of Infected Primary CD4" T cells

To evaluate whether our results could be translated to the recognition of infected primary CD4" T
cells, we produced infectious viral particles from the corresponding infectious molecular clones.
Primary CD4" T cells were then infected with these viruses and treated (or not) with temsavir for
24 h before measuring the binding of bNAbs by flow cytometry, as previously described [18].
Again, we observed a significant decrease in the recognition of HIV-1-infected cells by PGT151,
which was consistent with decreased Env processing. This phenotype was observed with most
IMCs, with the exception of RHGA and ZM246F, for which temsavir had a minimal impact on
Env cleavage (Figure 3.2.3B and Figure 3.2.S4). We observed a differential impact of temsavir
treatment on Env recognition among the different strains with the other bNAbs (Figure 3.2.4).
Although all these Envs were susceptible to temsavir-mediated viral inhibition, as measured in a
single-round pseudoviral neutralization assay, their susceptibility to temsavir varied (Table

3.2.81).
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Figure 3.2.4 Temsavir modifies recognition of HIV-1-infected primary CD4"* T cells by bNAbs. Primary CD4" T
cells were infected with HIV-1 clade A (BG505), B (JRFL, YU2, CH058, CHO77, RHGA, and STCO), and C
(ZM246F). Cells were then treated with 10 uM temsavir (TMR) or the equivalent volume of DMSO for 24 h. Cell
surface staining was performed using a panel of bNAbs (10ES8, 2G12, PGT126, PGT151,3BNC117,N6) and the ligand
CD4-Ig. Shown are the mean fluorescence intensities (MFI) using the different ligands + standard error of the mean
(SEM). MFI values were measured on the infected (p24*) population. The data shown represents results obtained from
at least five independent experiments per ligand. Statistical significance was tested using a paired t test (*p < 0.05; **p
<0.01; #**p <0.001; ****p <0.0001).
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3.2.5.4 Impact of Temsavir on bNAb Recognition Affects ADCC Responses

To evaluate whether the differences in Env recognition at the surface of the infected cells translated
into a functional consequence, we measured their capacity to mediate ADCC. Indeed, the decreased
recognition of JRFL- and CHO58-infected cells by 2G12, PGT126, PGT151, 3BNC117, and N6
mAbs (Figure 3.2.4) translated into decreased ADCC responses (Figure 3.2.5). Of note, we
observed no differences in ADCC for CHO77 (Figure 3.2.5). Interestingly, for YU2-infected cells,
we observed an increase in ADCC, mediated by 2G12, PGT126, 3BNC117, and N6 (Figure 3.2.5),
which was consistent with an improved recognition by these bNAbs (Figure 3.2.4). These
seemingly counterintuitive results could be related to the capacity of temsavir to reduce YU2 gp120
shedding and, therefore, enhance the level of cell-surface Envs (Figure 3.2.2, Figure
3.2.3 and Figure 3.2.4), as previously reported [41]. Although the mechanisms explaining these
phenotypes are not completely clear at the moment, the pleiotropic effect of temsavir on processing,
glycosylation, shedding, and Env conformation might account for this. Another possibility that
could have contributed to this phenotype is the potential effect of temsavir treatment on Env
expression at the cell surface. However, we did not observe any effect of temsavir treatment on
10E8 binding (Figure 3.2.1, Figure 3.2.3 and Figure 3.2.4), suggesting that Env cell-surface
expression was not the main driver of this effect. Further work to identify the mechanisms behind

the heterogeneity of temsavir treatment on Env conformation is therefore warranted.
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Figure 3.2.5 Impact of temsavir on ADCC responses mediated by selected bNAbs. Primary CD4" T cells were
infected with HIV-1 JRFL, YU2, CH058, and CHO77. Cells were then treated with 10 uM temsavir (TMR) or the
equivalent volume of DMSO for 24 h. These primary infected cells were used as target cells and co-cultured with
autologous peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) as effector cells in a FACS-based ADCC assay using 2G12,
PGT126, PGT151, 3BNC117, and N6. The graphs shown represent the mean percentage of ADCC obtained for each
antibody after DMSO or TMR treatment. The data shown represents results obtained from at least five independent
experiments. Statistical significance was tested using a paired t test (*p < 0.05; **p < 0.01).
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3.2.6 DISCUSSION

Strategies aiming at the elimination of HIV-1-infected cells are the focus of intense research. Env
expression at the surface of infected cells makes it a target of choice for antibody-based
interventions, thus the characterization of the Env conformational landscape remains an important
topic of research. Multiple factors can influence Env conformation such as accessory proteins, Env
proteolytic cleavage, and small molecules inhibitors [35,42]. The small molecule inhibitor temsavir
is an attachment inhibitor reported to stabilize the pre-triggered (State 1) “closed” conformation.
Likely resulting from the intracellular stabilization of the “closed” conformation, the addition of
temsavir to Env-expressing cells affects glycosylation and proteolytic cleavage [17,18]. Here, we
extended these observations to additional primary Envs, and explored the effect of temsavir on Env
cleavage as the underlying mechanism for its impact on bNAb recognition. Accordingly, a
cleavage-deficient Env was resistant to temsavir, as highlighted by an absence of a decrease in
recognition by bNAbs, whereas recognition by the CD4-Ig ligand was decreased, likely due to
competition with the small molecule. This was consistent with recent structural studies revealing
that temsavir engages gp120 in a pocket under the f20—21 loop, sequestering three key CD4
contact residues, N425, M426, and W427 [15,16]. Altogether, these results suggest that temsavir
mostly modifies Env conformation by altering its cleavage. Although we could not rule out a
potential impact of temsavir on cell-surface Env expression, we noted that temsavir did not affect
the binding of all bNAbs to the same extent. Future studies are needed to better characterize the

mechanism by which temsavir affects Env conformation.

Supporting a conserved mode-of-action for different HIV-1 Envs, we observed a decrease in
proteolytic processing for most of the Envs tested. The effect of temsavir on cleavage and,
therefore, Env conformation was reflected in a decreased recognition of most bNAbs tested. We
observed, however, some heterogeneity related to this phenotype. This heterogeneity could not be
totally explained by the neutralization sensitivity of the different Env pseudotype particles to
temsavir (Table 3.2.S1). However, we observed a variability in the effect of temsavir on intrinsic
Env properties such as processing, glycosylation, and shedding. Therefore, the susceptibility of the
different Envs to the pleiotropic effects of temsavir likely explains why some Envs are more
sensitive (JRFL, CH058, CHO77, CH040, and CH198) than others (RHGA, STCO1, ZM246F,
BG505, and YU2) to temsavir treatment.
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We noted that the effect of temsavir on Env expressed at the surface of primary CD4" T cells
showed differences in some instances to what was seen in CD4-negative Env-expressing cells. We
believe that several factors likely explain these differences, including differential gp160 processing
among these cell types and the presence of the CD4 receptor. Of note, we observed a consistent
and significant decrease in Env recognition by the cleavage-sensitive PGT151 bNAb for most
Envs. When a decrease in bNAbs recognition was observed at the surface of infected primary
CD4" T cells, this was usually translated into a decreased ADCC. Temsavir is a potent attachment
inhibitor, but given its impact on Env processing, glycosylation, and conformation, we believe that
these additional activities need to be considered for the development of future immunotherapies

combining temsavir with antibody-based treatments.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at
https://www.mdpi.com/article/10.3390/v15051189/s1. Figure Sl: Env cleavage affects the
capacity of temsavir to modulate bNAb recognition on CH058 and CHO77 strains at the surface of
HEK 293T cells. Figure S2: Env cleavage affects the capacity of temsavir to modulate bNAb
recognition on CHO58 and CHO77 strains at the surface of primary CD4+ T cells. Figure S3:
Temsavir treatment does not affect ligand recognition for the resistant mutants EnvS375W and
EnvS375W CI-. Figure S4: Effect of temsavir on Env cleavage. Table S1: Temsavir neutralization

half-maximal inhibitory concentration (IC50) of multiple HIV-1 strains.
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Figure 3.2.S1: Env cleavage affects the capacity of temsavir to modulate bNAD recognition of CH058 and CHO077
Envs at the surface of HEK 293T cells. HEK 293T cells were transfected with primary IMCs (A) CH058 WT, (B)
CHO058 Cl-, (C) CHO77 WT, and (D) CHO77 Cl-. Cells were then treated with 10 uM temsavir (TMR) or the equivalent
volume of DMSO for 24 h. Cell surface staining was performed using a panel of bNAbs (10E8, 2G12, PGT126,
PGT151, 3BNC117, N6, VRCO1, VRCO03, and b12), nnAbs (19b, A32, 17b, and F240), and CD4-Ig. Shown are mean
fluorescence intensities (MFI) + standard error of the mean (SEM). MFI values were determined on the transfected
(p24+) population. The data shown represents results obtained from at least 2 independent experiments per ligand.
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Figure 3.2.S2: Env cleavage affects the capacity of temsavir to modulate bNAD recognition of CH058 and CHO077
Envs at the surface of primary CD4" T cells. Primary CD4" T cells were infected with (A) CH058 WT, (B) CH058
ClI-, (C) CHO077 WT, and (D) CHO077 Cl- viruses. Cells were then treated with 10 uM temsavir (TMR) or the equivalent
volume of DMSO for 24 h. Cell surface staining was performed using a panel of bNAbs (10E8, 2G12, PGT126,
PGT151, 3BNC117, N6, VRCO1, VRCO03, and b12), nnAbs (19b, A32, 17b, and F240), and CD4-Ig. Shown are mean
fluorescence intensities (MFI) + standard error of the mean (SEM). MFI values were determined on the transfected
(p24+) population. The data shown represents results obtained from at least 2 independent experiments per ligand.
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Figure 3.2.53: Temsavir treatment does not affect ligand recognition for the resistant-mutants Envsi;sw and
Envss7sw a-. HEK 293T cells were transfected with a plasmid expressing (A) HIV-1rrL Env S375W or (B) HIV-1;r-
rL Env S375W Cl-, together with a plasmid expressing GFP. Cells were then treated with 10 pM temsavir (TMR) or
the equivalent volume of DMSO for 24 h. Cell surface staining was performed using a panel of bNAbs (10ES8, 2G12,
PGT126, PGT151, 3BNC117, N6, VRCO1, VRCO03, b12, and CH106), nnAbs (F105, 19b, A32, 17b, and F240), and
the ligand CD4-Ig. Shown are mean fluorescence intensities (MFI)+ standard error of the mean (SEM). MFI values
were measured on the transfected (GFP+) population. The data shown represents results obtained from at least four
independent experiments for each ligand. Statistical significance was tested using a two-way analysis of variance
(ANOVA).
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Figure 3.2.54: Effect of temsavir on Env cleavage. HEK 293T cells were transfected with plasmids expressing Env
(YU2, RHGA, STCO, ZM246F, and CH198) and labeled for 24 h with [*>S] methionine and [**S] cysteine in the
presence of 10 uM temsavir or the equivalent volume of DMSO. Cell lysates and supernatants were
immunoprecipitated with plasma from HIV-1-infected individuals. The precipitated proteins were load on SDS-PAGE
gels and analyzed by autoradiography. The effect of temsavir on Env processing was quantified and normalized to
YU2 in the presence vehicle (DMSO)
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Env  Neutralization IC50 (nM)

YU2 0,22
JRFL 0,16
CHO58 0,22
CHO77 0,13
CH198 0,08
STCO 1,30
CHO040 0,18
ZM246F 0,08
BG505 6,40
RHGA 0,18

Table 3.2.S1: Half-maximal inhibitory concentrations (ICso) of multiples HIV-1 strains by temsavir. Pseudoviral
particles coding for the luciferase reporter gene and bearing the following glycoproteins: JRFL, CH058, CHO77, YU2,
CHO040, RHGA, BG505, STCO, ZM246F, and CH198 were used to infect Cf2Th-T4R5 cells. Pseudoviruses were
incubated with increasing concentrations of temsavir for 1 h at 37°C prior infection. Data represents the average from
at least three independent experiments are shown.
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CHAPITRE IV - DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Les avancements concernant les molécules antirétrovirales ont permis d’empécher la réplication
virale a un niveau indétectable chez les PLWH. Cependant, bien que celles-ci soient efficaces afin
de contrer I’infection du VIH-1, les études impliquant de nouvelles molécules sont nécessaires da
a I’apparition de résistances et de toxicité envers les traitements actuels. En effet, plusieurs
personnes vivant avec le VIH-1 possédent des options thérapeutiques limitées. L une des stratégies
utilisées chez les patients ayant des résistances importantes aux traitement actuels est la molécule

inhibitrice temsavir, approuvée par la FDA en 2020.

4.1 Résumé des nouvelles connaissances

Lors de ce mémoire, nous avons observé ’effet de temsavir sur la conformation d’Env.
Premiérement, nous avons utilisé le modele des cellules HEK 293T afin d’exprimer I’Env de la
souche JRFL, soit un virus primaire bien caractérisé. Apres avoir traité ces cellules pendant 24 h
avec 10uM de I’inhibiteur d’attachement, nous avons effectu¢ un marquage radioactif ainsi qu’une
immunoprécipitation des lysats cellulaires et des surnageants. Nous avons alors observé que deux
mécanismes importants pour la maturation des glycoprotéines d’enveloppe sont altérés en présence
de temsavir. En effet, temsavir prévient I’addition de glycans a la surface de I’Env, tel qu’observé
par une migration plus rapide de la gp120 suite au traitement des cellules avec temsavir. En plus
de son impact sur la glycosylation, temsavir empéche le clivage protéolytique efficace des
précurseurs de I’Env (gpl160). En effet, en présence de temsavir, un plus grand nombre de

précurseurs sont retrouvés dans la cellule que lors de 'utilisation du controle DMSO.

Nous avons aussi investigué 1’impact de temsavir sur la conformation d’Env. Pour ce faire, nous
avons utilisé le modéle de cellules HEK 293T ou I’Env de JRFL est exprimée a la surface ainsi que
I’infection des cellules primaires T CD4" afin d’observer ce phénotype dans un modé¢le plus
physiologique. La modulation de la conformation d’Env par temsavir a ét¢ démontrée a 1’aide de
plusieurs anticorps ciblant différents épitopes. Nous avons observé qu’en présence de temsavir, la
reconnaissance de I’Env par les anticorps, principalement les bNAbs, diminue significativement.
Ce phénotype est également percu lors de l’utilisation des cellules primaires. De maniére
intéressante, ’effet de temsavir est observé a des concentrations inférieures a 10 uM, soit jusqu’a

0.1 pM. Cet effet est spécifique puisque la molécule n’a eu aucun impact sur le mutant S375W de
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I’Env. En effet, la substitution de la sérine pour le tryptophane remplit la cavité Phe43 et prévient
ainsi la liaison de I’inhibiteur a la gp120. Un autre fait intéressant est que temsavir possede
¢galement un effet sur la conformation de ’Env a la surface des virions du virus JRFL. Cette
diminution de la reconnaissance de I’Env corr¢le avec une diminution de I’élimination des cellules

infectées par I’ADCC.

Ensuite, afin de mieux distinguer les différents effets de temsavir sur la conformation de I’Env,
nous avons effectué un marquage de surface de cellules exprimant I’Env sauvage (WT) de JRFL
et de cellules exprimant I’Env mutées au site de clivage (Cl-: R508S/R511S). Nous avons
remarqué que l’effet de temsavir est significativement moins important en présence d’une
enveloppe mutée pour le site de clivage. En effet, les bNAbs utilisés reconnaissent autant I’Env
non clivé en présence de DMSO que de temsavir. Par contre, par compétition, temsavir a toujours
un effet sur la liaison du ligand CD4-Ig. Ceci suggere donc que I’effet de temsavir sur le clivage
est plus important que son effet sur la glycosylation en ce qui a trait a la liaison des anticorps a

I’Env.

Bien que temsavir altere I’Env de JRFL, cette souche du VIH-1 n’est pas la seule a circuler, il est
donc important de connaitre son effet sur d’autres virus. Pour ce faire, nous avons mesuré 1’effet
de temsavir sur le clivage protéolytique des Envs suivantes : sous-type A (BG505), sous-type B
(JRFL, CHO058, CHO077, CH040, YU2, RHGA, et STCO) et certaines du sous-type C (ZM246F et
CH198). Nous avons alors observé que temsavir diminue le clivage de plusieurs souches, mais
certaines, telles que RHGA et ZM246F, semblent plus résistantes. Nous avons ensuite remarqué
que temsavir possede un effet différent sur la conformation de I’Env des multiples souches du VIH-
1. La différence percue ne peut pas étre expliquée seulement a la capacité de temsavir a neutraliser
les différentes souches. Bien que nous ayons observé des différences au niveau de leur
susceptibilité a I’inhibiteur, cette différence ne peut expliquer a elle seule le phénotype observé sur
la reconnaissance par les différents anticorps. En ce sens, nous avons observé que 1’impact de
temsavir sur la reconnaissance de I’Env par les anticorps correle avec la capacité de temsavir a
altérer le clivage du précurseur et la dissociation de la gp120 au trimere de I’Env. De ce fait, notre
hypothése est que I’hétérogénéité observée est basée sur I’effet de temsavir sur les propriétés

intrinséques distinctes de chacune des Envs, soit la glycosylation, le clivage et la stabilisation du
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trimeére. Nous avons également démontré que ’effet sur la reconnaissance de I’Env par les

anticorps est associé a I’efficacité de la réponse ADCC (Figure 4.1).
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Figure 4.1 Corrélation entre le niveau de reconnaissance de I’Env par les anticorps ainsi que leur capacité
a éliminer les cellules infectées par ADCC. Cette corrélation représente le niveau de reconnaissance de I’Env
par les différents bNAbs (2G12, PGT126, PGT151, 3BNC117 et N6) en fonction de leur capacité a médier la
réponse ADCC. En gris : résultats obtenus avec le controle DMSO, en bleu : résultats obtenus avec 1’inhibiteur
d’attachement temsavir.

4.2 Implication de temsavir sur la glycosylation

L’Env est le seul antigéne viral présent a la surface des cellules infectées et des virions. De ce fait,
elle est une cible importante pour les anticorps. Le virus a donc évolué avec plusieurs mécanismes
afin d’évader au systéme immunitaire de 1’hote. En effet, dii a la pression de I’hdte, des mutations
sont continuellement observées chez le VIH-1 (289). Cette importante diversité génétique favorise
ainsi I’échappement aux réponses immunitaires. En plus de varier entre les différentes souches,
I’Env peut se retrouver sous différentes conformations et ainsi limiter I’exposition de certains
épitopes (290). Il est également connu que la moitié de la masse moléculaire de ’Env soit
constituée de glycans, empéchant ainsi la reconnaissance de I’Env par les anticorps (168, 291-293).
En effet, ces glycans sont percus en tant que du «soi» et donc non reconnus par les réponses

humorales de I’hote. Cependant, plusieurs de ces glycans sont trés conservés et sont donc devenus
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la cible de certains bNADbs, tels que 2G12, PGT121, PGT128, PGT135, PGT151, 10-1074, VRCO1
et d’autres (294, 295). La présence de glycans est donc un facteur important pour la liaison de
certains anticorps a I’Env et pourrait donc étre exploitée davantage pour la conception de thérapies
futures. Certaines études, dont la notre, ont démontré que temsavir et son analogue BMS-806
possédent la capacité d’affecter la glycosylation de I’Env (296, 297). Bien qu’il ne soit toujours
pas connu quels sont les glycans spécifiquement altérés par temsavir, il est évident que cet
inhibiteur empéche 1’addition de plusieurs glycans a la surface de I’Env. Ceci a ét¢ démontré par
immunoprécipitation, représentant I’Env intracellulaire et extracellulaire ainsi que par Western
Blot, représentant I’Env uniquement exprimée a la surface des cellules. En effet, temsavir affecte
la glycosylation du trimeére en entier. Nous avons démontré que la gp120, dans les lysats cellulaires
ainsi que dans le surnageant, posséde un défaut de glycosylation. De plus, de facon intéressante, la
gp41 du trimére est également affectée (Figure 4.2). 1l a été¢ démontré que la mutation de sites de
glycosylation entraine une diminution de I’infectivité virale ainsi que la reconnaissance de I’Env

par les anticorps (298).

JRFL CHO58 CHO77 pcDNA  CHO40 RHGA sTCO BG505 ZM246F CH198

S ..'g
gp120——»
g

+ - + - + Temsavir

Lysat cellulaire

Surnageant

Lysat cellulaire

Figure 4.2 Effet de temsavir sur la glycosylation a la surface des cellules exprimant I’Env. Les cellules HEK
293T ont été transfectées a I’aide d’un plasmide exprimant différentes Envs (JRFL, YU2, CHO058, CHO077,
CHO040, RHGA, STCO, BG505, ZM246F, CH198) ou qu’un plasmide contrdle (pcDNA). 24 h suite a la
transfection, les cellules ont été traitées a 1’aide de 10uM temsavir (TMR(+)) ou le volume équivalent de DMSO.
24 h plus tard, un marquage de I’Env a été effectu¢ a I’aide de 2G12 et N6 avant la lyse cellulaire pour ensuite
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étre immunoprécipité a I’aide de plasma de patients infectés. Les protéines ont ensuite été ajoutées a un gel SDS-
PAGE et transférées sur une membrane de nitrocellulose. La gp120 a été captée a 1’aide d’un anticorps polyclonal
anti-gp120 tandis que la gp41 a été captée a ’aide de 1’anticorps 4E10.

4.3 Implication de temsavir sur le clivage protéolytique

Le clivage du précurseur de la glycoprotéine d’enveloppe (gpl60) est une étape post-
traductionnelle cruciale pour la maturation de ’Env et I’infectivité virale. Suite au clivage du
précurseur par la furine, I’Env mature est constitué des sous-unités gp120 et gp41. Cet hétérodimere
est responsable de 1’entrée du virus dans la cellule hote et est donc essentielle pour 1’infection
virale. Il a également été démontré que cette enveloppe efficacement clivée est mieux reconnue par
les bNADbs, tandis qu’une enveloppe non clivée est principalement reconnue par les nnAbs (299).
De ce fait, cette forme native clivée de I’Env est souvent considérée en tant qu’immunogene pour
le développement de vaccin dans le but de générer une réponse humorale efficace rarement produite
chez les PLWH (208-210). Cependant, la génération de ce type de vaccin s’est avérée difficile
(300). Effectivement, I'immunogéne impliqué doit permettre de cibler la lignée germinale des
cellules B précurseurs de bNAbs et permettre les mutations nécessaires pour leur efficacité (301).
De ce fait, I’administration de bNAbs en combinaison avec des inhibiteurs antirétroviraux, de
nouvelles stratégies vaccinales ou autres molécules est envisagée. Effectivement, di au fait que
temsavir stabilise le trimére dans sa conformation «fermée», soit la conformation principalement
reconnue par les bNADbs, la combinaison de ce petit inhibiteur et de bNAbs a été suggérée (302).
Donc, bien que temsavir et les bNAbs démontrent beaucoup de potentiels, plus d’efforts devraient

étre effectués sur ces alternatives aux traitements actuels de fagon séparée.

4.4 Implication de la queue cytoplasmique sur I’effet de temsavir

La longueur de la queue cytoplasmique (CT) est une caractéristique importante des Lentivirus. Tel
que mentionné dans la section 1.8.3, la CT posséde plusieurs roles différents. Lors de ce mémoire,
les études effectuées n’étaient pas concentrées sur la CT. Par contre, les résultats préliminaires
obtenus démontrent que la queue cytoplasmique n’est pas impliquée sur I’impact que temsavir
possede sur la conformation de ’Env. En effet, si ’on compare les résultats obtenus lorsque les
cellules HEK 293T expriment I’Env de JRFL WT ou ACT en présence de temsavir, le phénotype

général est similaire (Figure 4.3). Par contre, une observation intéressante est que, lorsque le site
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de clivage est muté sur le plasmide ou la CT est tronquée (ACT Cl-), ’effet de temsavir sur la
reconnaissance de certains anticorps, majoritairement les CD4BS, est toujours pergu, ce qui n’est
pas le cas pour ’Env de JRFL CI-, suggérant que I’effet de temsavir sur la conformation d’Env est

intrinséquement lié a sa capacité a bloquer le clivage du précurseur gp160.
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Figure 4.3 L’effet de temsavir sur la reconnaissance des anticorps sur ’Env de JRFL ACT et JRFL ACT Cl-.
Les cellules HEK 293T ont été transfectées a I’aide d’un plasmide exprimant (A) I’Env JRFL ACT ou (B) I’Env JRFL
ACT ClI-, avec un plasmide exprimant la GFP. 24 h suite a la transfection, les cellules ont ensuite été traitées a I’aide
de 10uM temsavir (TMR) ou le volume équivalent de DMSO pour 24 h. Un marquage de surface sur les cellules a
ensuite été performé a I’aide de différents bNAbs (10ES8, 2G12, PGT126, PGT151, 3BNC117, N6, VRCO01, VRCO03,
b12 et CH106), nnAbs (F105, 19b, A32, 17b, et F240) et le ligand CD4-Ig. Le MFI (mean fluorescence intensities) est
montré + erreur type de la moyenne (SEM), basé sur la population de cellules transfectées (GFP+). Les résultats ont
été obtenues a partir d’au moins 3 expériences indépendantes par ligand. Les statistiques sont basés sur une analyse de
variance a 2 voies (ANOVA) (**, P <0.01; *** P <0.001;**** P <0.0001).

4.5 Les multiples fonctions de ’inhibiteur d’attachement temsavir

Bien que principalement connu en tant que molécule inhibitrice d’entrée virale, des études récentes
ont montré que temsavir possede plusieurs autres roles. En effet, dans le cadre de ce mémoire, il a
¢été démontré que temsavir posséde un rdle sur la glycosylation ainsi que le clivage protéolytique.
Ces altérations au processus de maturation de I’Env contribuent & une diminution de la
reconnaissance de I’Env par les bNAbs ainsi que les plasmas provenant d’individus vivant avec le

VIH-1 (Figure 4.4).
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Figure 4.4 Impact de temsavir sur la reconnaissance de I’Env par des plasmas provenant d’individus infectés
par le VIH-1. Les cellules primaires T CD4" ont été infectées a 1’aide de différents virus (JRFL, CH058, CH077, YU2
et CHO040). 24 h suite a la transfection, les cellules ont ensuite été traitées a 1’aide de 10uM temsavir (TMR) ou le
volume équivalent de DMSO pour 24 h. Un marquage de surface sur les cellules a ensuite été performé a I’aide de 10
différents plasmas provenant d’individus infectés par le VIH-1. Le MFI (mean fluorescence intensities) est montré +
erreur type de la moyenne (SEM), basé sur la population de cellules transfectées (GFP"). Les statistiques sont basés
sur une analyse de paired t test ou Wilcoxon signed-rank basé sur la normalité des résultats (**, P <0.01; ns : non
significatif).

Cependant, cette modulation de I’Env empéche également la reconnaissance adéquate du récepteur
CD4 a la surface des cellules cibles. Donc, en plus d’agir en tant qu’inhibiteur d’attachement par
allostérie, temsavir prévient I’attachement de I’Env au récepteur CD4 en affectant la maturation de
I’Env. Par ailleurs, temsavir posséde des propriétés immunorégulatrices. Il est bien connu que les
sous-unités gp120 et gp41 du trimére de I’Env sont liées de fagon non-covalente. De ce fait, la
gp120 peut spontanément se dissocier du trimere. Cette gp120 soluble peut ainsi lier les cellules
T CD4" non infectées et induire 1’élimination de celle-ci par une réponse ADCC (221, 303, 304).
Par contre, en présence de temsavir, par compétition pour le récepteur CD4 et par le changement
d’antigénicité de la gp120 soluble, la gp120 lie de fagon moins importante les cellules T CD4" non
infectées (305). En plus de permettre 1’élimination de cellules T CD4" saines, la gp120 soluble peut
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¢galement induire une libération non contrdlée de plusieurs cyotkines pro-inflammatoires (306-
308). En effet, bien que sous traitement antirétroviral, des dysfonctions immunitaires peuvent tout
de méme étre observé chez les PLWH. Cette persistance immunitaire pourrait étre due a la présence
de gpl120 soluble toujours observée chez les PLWH traitées (308-310). Donc, en prévenant
I’attachement de cette gp120 aux différentes cellules, temsavir pourrait prévenir 1’établissement de
cet environnement pro-inflammatoire (305). Tous ces différents roles de temsavir pourraient jouer
un role dans I’augmentation du niveau de cellules T CD4" percu chez les individus lors des essais

cliniques (311).

4.6 Impact de temsavir sur les différentes souches du VIH-1

Plusieurs facteurs sont impliqués dans I’importante diversité génétique du VIH-1, dont I’absence
d’une activité de relecture de la transcriptase inverse qui induit plusieurs mutations dans le génome
du virus ainsi que la pression immunitaire sélective de 1’hote (8, 289, 312). Les souches du VIH-1
appartiennent majoritairement au groupe pandémique M qui est divisé en plusieurs sous-types. Le
sous-type C prédomine mondialement, mais est principalement retrouvé en Afrique du Sud et en
Inde, bien que le nombre de cas augmente également en Afrique et en Europe de I’Est. Pour sa
part, le sous-type B, soit le deuxiéme sous-type le plus prévalent, est majoritairement observé en
Amérique, en Europe occidentale et centrale ainsi qu’en Océanie. La majorité des infections
percues en Europe de I’Est, en Afrique de I’Est ainsi qu’en Asie Centrale font partie du sous-type
A, soit le troisieme sous-type le plus présent. Finalement, le nombre de cas de formes
recombinantes circulantes sont également en augmentation (313). L une d’entre elle, CRF01_AE,
est principalement connue car c’est la souche en circulation ou I’essai vaccinal RV144 a été
effectué¢ (Thailande). Cette hétérogénéité des souches a travers le monde rend donc la conception
d’un vaccin ou traitement efficace trés complexe. L’objectif est donc de développer un
immunogene ou de nouvelles petites molécules ayant la capacité de prévenir I’infection de
multiples souches du VIH-1. Pour cela, il est donc important de connaitre si temsavir peut agir a
large spectre. Il est déja connu que plusieurs mutations, tel que M426L, M4341/V, M475I et
S375M/H/W (282, 285), empéchent la liaison de la molécule inhibitrice. C’est pour cette raison
que temsavir n’affecte pas le VIH-2 et les souches simiennes qui possedent un résidu tryptophane

en position 375 ou la souche CRFO1_AE qui posséde une histidine a cet endroit (285, 314, 315).
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Une étude récente démontre que temsavir aurait la capacité de s’ajuster a son environnement, donc
de modifier la fagon auquel celui-ci peut lier ’Env. A long terme, cette fonction permettrait
probablement d’éviter certaines résistances qui pourraient étre observées en cas d’utilisation
massive (316). Certaines études ainsi que ce mémoire démontrent que, mise a part les souches
ayant ces mutations, la majorité des souches sont neutralisées par temsavir, a un niveau différent
(285). Par contre, nous montrons que, bien que les souches testées dans ce mémoire soient tous
sensibles a la neutralisation par cette petite molécule, temsavir n’affecte pas le clivage
protéolytique de chacune d’entre elles. De ce fait, lorsque les cellules et virions sont traités avec
temsavir, une différence est per¢ue au niveau de la reconnaissance de I’Env par les différents

anticorps et plasmas selon les souches.

4.7 La différence entre temsavir et les autres inhibiteurs d’entrée virale ciblant la gp120

Trois molécules dérivées de 1’indole glyoxamide (BMS-378806, BMS-488043 et BMS-626529)
ont montré une activité antivirale potentielle et ont donc été utilisées pour des essais cliniques. Le
premier inhibiteur, BMS-378806, ne répondait pas aux critéres d’efficacité et le développement de
la molécule a donc été interrompu. Ceci a donc mené a la production de BMS-488043 qui s’est
montré efficace. Par contre, la solubilité¢ du médicament dépendait de la prise d’un repas riche en
graisses, ce qui représentait un probléme au niveau des utilisateurs. Le nouvel inhibiteur montrant
un véritable potentiel et qui est maintenant approuvé par la FDA est la molécule BMS-626529
(285). La majeure différence avec les molécules précédentes est son groupement méthyltriazole,
permettant ainsi des interactions supplémentaires avec Thr202 et Gln432 de la gp120 (285). Un
autre inhibiteur d’entrée qui attire I’attention est le CD4mc. Bien que la molécule temsavir et le
CD4mc possedent des fonctions communes, tels que 1’inhibition de 1’entrée virale, la prévention
de I’¢limination de cellules saines et I’induction de cytokines pro-inflammatoires, elles n’ont pas
le méme mécanisme d’action (305, 317, 318). En effet, les deux molécules inhibitrices, temsavir
et CD4mc, lient deux régions distinctes, soit entre le domaine interne et externe sous la boucle 320-
B21 ou la cavité Phe43, respectivement. Bien que ces inhibiteurs ne lient pas au méme endroit, ils
lient des résidus communs et ne peuvent donc pas lier I’Env de fagon simultanée. Contrairement a
temsavir, le CD4mc rend I’Env exprimée a la surface des cellules infectées sensibles aux réponses

ADCC. En effet, la liaison de cette molécule dans la cavité Phe43 permet ’ouverture de I’Env,
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exposant ainsi des épitopes reconnus par les nnAbs présents dans le plasma des PLWH (198, 279,

319).

4.8 Limites de I’étude

L’impact de temsavir sur la conformation de I’Env a été testé sur dix différentes souches. Par
contre, pour certaines d’entre elles, la réponse ADCC n’a pas pu étre observée. En effet, le niveau
d’infectivité des virus choisis était insuffisant pour permettre de calculer le pourcentage de
réponses d’ADCC. Ensuite, afin d’avoir une meilleure vision globale de 1’effet de temsavir a large
spectre, plus de souches provenant de différents sous-types devraient étre testées. En effet, les

souches testées lors de ce mémoire appartiennent principalement au sous-type B.

L’effet de temsavir a été observé en utilisant une lignée cellulaire ainsi que les cellules T CD4*
primaires. Bien que les cellules T CD4" primaires sont celles principalement infectées par le VIH-
1, elles ne sont pas les seules cellules infectées par ce virus. De ce fait, comprendre comment
temsavir agit sur la conformation de I’Env de d’autres types cellulaires, tel que les macrophages,

serait nécessaire.

L’effet de temsavir sur la glycosylation ainsi que le clivage d’Env a été principalement observé et
quantifié a 1’aide de la technique d’immunoprécipitation utilisant le marquage radioactif. Lors de
cette expérience, la lyse des cellules précéde I’étape d’immunoprécipitation. De ce fait, les
protéines immunoprécipitées sont celles retrouvées de fagon intracellulaire et extracellulaire. Afin
de valider si le phénotype observé pour le total des Envs était le méme pour les Env seulement
exprimées a la surface, nous avons effectué une immunoprécipitation suivie d’un Western Blot.
Contrairement a la technique d’immunoprécipitation seule, nous avons utilisé des anticorps (2G12
et N6) afin de concentrer I’Env exprimée a la surface des cellules, avant de lyser celles-ci. De ce
fait, les billes de Sépharose A ont retenu uniquement ces Envs. Donc, bien que nous ayons observé
un effet similaire et que cette méthode nous a permis de voir I’effet de la glycosylation sur la gp41,
la qualité de la technique doit étre optimisé davantage. De plus, certaines Envs possedent deux sites
de clivages actifs. Bien que le site de clivage muté soit le site principal, il aurait pu étre pertinent

de muter les deux sites sur le méme plasmide, ce qui devra donc étre envisagé.
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4.9 Les perspectives futures

Bien évidemment, I’une des perspectives évidentes de cette étude serait de tester plus d’Envs. Etant
approuvé comme traitement pour les PLWH avec des options thérapeutiques limités, il est
important de connaitre si I’effet de temsavir est a large spectre. D au fait ou le sous-type C est le
plus prévalent dans le monde et que certaines de ces régions sont celles ou I’acces au traitement est
restreint, il serait pertinent d’évaluer I’effet de temsavir sur plusieurs souches appartenant a ce
sous-type. Les nouvelles connaissances sur cette molécule démontrent que temsavir possede un
effet au niveau de la glycosylation ainsi que sur le clivage protéolytique. En ce qui concerne la
glycosylation, il serait intéressant de caractériser le profil des glycans présent en absence et en
présence de temsavir. Les prochaines études devraient également viser @ mieux comprendre 1’effet
de temsavir sur le clivage. Comment est-ce que temsavir prévient la furine de cliver le précurseur
de ’Env? Est-ce que ce défaut de clivage prévient ainsi les modifications post-traductionnelles et
donc I’ajout de glycans? Tel qu’observé, I’effet de temsavir est toujours observé lorsque le site de
clivage ainsi que la queue cytoplasmique sont mutés. De ce fait, une meilleure caractérisation de
la queue cytoplasmique pourrait également contribuer a mieux comprendre le mode d’action de
I’inhibiteur d’attachement. De plus, lorsque le site de clivage est altéré, il semble avoir un défaut
d’expression a la surface des cellules. Plus d’expériences devront donc étre effectuées pour séparer
I’effet de temsavir sur la conformation et I’expression de surface de I’Env. De plus, pour des études
au plus long terme, il serait pertinent de répondre a différentes questions, telles que : comment est-
ce que la réponse humorale de I’hote s’adapte a la nouvelle conformation/expression de surface de
I’Env? Est-ce que les anticorps subissent des modifications supplémentaires afin de reconnaitre

cette conformation?
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4.10 Conclusion

En conclusion, les études effectuées pour ce mémoire démontrent 1’efficacité de temsavir en tant
qu’inhibiteur d’attachement. Bien que temsavir prévienne I’interaction entre I’Env et le récepteur
CD4 par allostérie, temsavir modifie également ’antigénicité de I’Env par des mécanismes
importants pour sa maturation. En effet, temsavir altére la glycosylation ainsi que le clivage
protéolytique du précurseur des différentes Envs de diverses souches. En modifiant la flexibilité de
I’Env, temsavir affecte la reconnaissance de I’Env par les différents anticorps, principalement les
anticorps neutralisants a large spectre. En effet, la majorité des Envs testées sont moins reconnus
par les anticorps et plasmas de PLWH, ce qui est associ¢ a une diminution des réponses effectrices
ADCC. En bref, temsavir est un nouvel inhibiteur d’attachement efficace qui pourrait avoir des
effets immunomodulateurs bénéfiques pour les personnes vivant avec le VIH-1, surtout si celui-ci
est administré rapidement dés les premiers signes d’infection. Effectivement, en bloquant
I’infection et en modifiant 1’antigénicité de la gp120, temsavir pourrait diminuer I’établissement

des réservoirs ainsi que de diminuer les effets toxiques de la gp120.
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