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Abréviations 
ADCC : Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity 
ADN : Acide Désoxyribonucléique 
ADNc : Acide Désoxyribonucléique Complémentaire 
AID : Animal Infectious Dose 50 
AIMV : Serum-free Lymphocytes activation medium 
APOBEC3G : Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-like 3G 
ARN : Acide RiboNucléique 
ARNm : Acide RiboNucléique messager 
ARNt : Acide RiboNucléique de Transfert  
BCIP : 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate 
BCR : B Cell Receptor 
BIV : Bovin Immunodeficiency Virus 
bnAbs : Broadly Neutralizing Antibody  
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CAEV : Caprine Arthritis-Encephalitis lentiVirus 
CAF : Cellular Anti-HIV Factor 
CCR5 : C-C Chimiokine Receptor 5 
CD4 : Cluster de Différenciation 4 
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CXCR4 : Chemokine C-X-C motif Receptor 4 
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EC : Elite Controller, contrôleur élite 
EIAV: Equine Infectious Anemia Virus 
ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 
Env : Enveloppe 
ESCRT : Endosomal Sorting Complex Required for Transport 
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GALT: Gut-Associated Lymphoid Tissue 
GFP : Green Fluorescent Protein 
GRID: Gay-Related Immune Deficiency 
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HLA : Human Leukocyte Antigen 
HMS : HyperMutations Somatiques  
HRP: HorseRadish Peroxidase 
IFN : InterFéron 
Ig : Immunoglobuline 
IL : Interleukine 
IN: INtegrase 
LAV: Lympho-adenopathy Associated Virus 
LB : Lymphocytes B 
LC : Cellules de Langerhans  
LT: Lymphocytes T 
LTNP: Long-Term NonProgressor 
LTR: Long Terminal Repeat 
MA : MAtrice 
mDC : Myeloid Dendritic Cells 
MOI: Multiplicity Of Infection 
MPER: Membrane Proximal Ectodomain Region 
MVV: Maedi Visna Virus 
Nabs: Neutralizing Antibody 
NC: NuCléocapside  
Nef : Negative Factor 
NF- B μ Nuclear Factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cell 
NK: Natural killer 
OPPV: Ovine Progressive Pneumonia Virus  
ORF: Open Reading Frame 
PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cells 
PBS: Phosphate Buffered Saline 
PD-1 : Programmed-Death 1 
pDC : Plasmacytoid Dentritic Cells 
PFA: ParaFormAldéhyde 
PHA : Phytohemagglutinin A  
PHPC : Precursor with High Proliferation Capacity 
PNH : Primates Non-Humains 
PR: PRotéase 
Rev : Regulator of virion expression 
RIPA : Radio-immunoprecipitation 
RT : Reverse Transcriptase  
SAMHD1 : SAM domain and HD domain containing protein 1 
SIDA : Syndrome d'ImmunoDéficience Acquise 
SIV: Simian Immunodeficiency Virus 
SRLV: Small Ruminent LentiVirus 
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SSC: Side Scatter 
TAR : Trans-Activating Response element 
Tat : Trans-Activator of Transcription 
TCID50 : Tissue Culture Infectious Dose 50% 
TCR : T Cell Receptor  
Tfh : T Follicular Helper cell 
TIGEF : Large T-Immortilazed Goat Embryo Fibroblasts  
TIGMEC: T-Immortilazed Goat Milk Epithelial Cells    
TM : Transitionnelles Mémoires  
Tm : TransMembranaire 
TMB : TetraMethylBenzidine 
TNF : Tumor Necrosis Factor 
Treg : cellule T régulatrice 
TRIM5α μ Tripartite Motif-containing protein 5, isoform alpha 
Vif : Virus Infectivity Factor 
VIH-1: Virus de l'Immunodéficience Humaine 1 
Vpr : Viral protein R 
Vpu : Viral protein U 
VRC: Vaccine Research Center 
VSV : Vesicular Stomatitis Virus  
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 
 

CHAPITRE I : LES LENTIVIRUS DE L’HOMME ET DES ANIMAUX. 

I- Les rétrovirus 
 

I-1- Famille des Retroviridae 
 

La famille des Retroviridae est composée d’un large nombre de virus à ARN retrouvés 

chez l'homme et plusieurs espèces de vertébrés (figure 1). Ce sont de petits virus enveloppés 

d’environ 100 nm de diamètre. Leur génome est formé d’ARN monocaténaire à polarité positive. 

Chaque particule virale contient deux brins d’ARN ayant une taille allant de 7 à 12 kb selon le 

virus. L’expression des gènes est régulée par des promoteurs rétroviraux localisés dans les 

régions LTRs (pour « long terminal repeat » ou séquences terminales répétées). Trois gènes sont 

communs à tous les rétrovirus ; on distingue le gène env qui code pour les glycoprotéines de 

l’enveloppe virale (de surface, SU et transmembranaire, Tm) ; le gène gag (antigène de groupe) 

qui code pour un ensemble de protéines dont celles de la matrice, de la capside et celles de la 

nucléocapside ; et enfin le gène pol qui code pour les enzymes virales telles que la reverse 

transcriptase (RT), l’intégrase (IN), la protéase (PR), la RNase et chez certains la DUtpase (DU). 

Les rétrovirus s’intègrent d’une manière irréversible dans le génome de la cellule hôte par un 

processus, de transcription inverse et d’intégration, qui leur est propre pour générer un provirus. 

Ce dernier peut, soit s’exprimer pour produire des particules infectieuses qui sont excrétées de la 

cellule infectée, soit rester sous une forme latente pendant de longues périodes.  

On distingue deux types de rétrovirus :  

 ●  Les rétrovirus endogènes dont les séquences sont insérées dans le génome de l’hôte et sont 

transmis d’une manière verticale par les gamètes. La proportion des génomes de ces virus dans le 

génome humain représente au moins 8%. Ces rétrovirus endogènes sont rarement associés à des 

pathologies (1) ; cependant des données récentes montrent que leur expression ainsi que la 

pathogenèse induite peuvent être modulées suite à leur réactivation par d’autres agents 
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pathogènes tels que les rétrovirus réplicatifs (par exemple les virus endogènes peuvent être 

réactivés par le virus de l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) ) (2, 3). 

 ●  Les rétrovirus exogènes qui infectent leurs hôtes d’une manière horizontale et chez lesquels 

ils se répliquent souvent en étant responsables de pathologies graves.  

Les rétrovirus exogènes se divisent en deux catégories : les Spumaretrovirinae et les 

Orthoretrovirinae. Les Spumaretrovirinae (ou Spumavirus ou spumeux) causent des syncytia 

cellulaires, mais ne sont pas associés à des pathologies particulières (4, 5).  

Les Orthoretrovirinae comportent plusieurs genres: Alpharetrovirus, Betaretrovirus, 

Gammaretrovirus, Epsilonretrovirus, Deltaretrovirus et Lentivirus. Des virus appartenant aux 

deux derniers genres sont pathogéniques chez l’homme (6). Le genre Deltaretrovirus incluant le 

virus oncogénique HTLV (Human T-cell LeukemiaVirus) responsable de leucémies mortelles 

chez l’homme (7) et le genre lentivirus incluant le virus de l’immunodéficience Humaine de type 

1 et 2 (VIH-1 et VIH-2), agents responsables du SIDA chez l’homme. 

On distingue aussi les rétrovirus simples (porteurs des seuls gènes gag, pol et env (cas des 

alpharétrovirus) et les virus complexes, porteurs d’autres gènes (accessoires ou régulateurs 

comme dans le cas des lentivirus). 

 

 

Figure 1. Phylogénie des rétrovirus. Les rétrovirus sont classés en rétrovirus endogènes et exogènes. Les 
rétrovirus exogènes sont divisés en sept groupes. Cinq de ces groupes représentent un potentiel oncogène d’où leur 
qualification d’oncovirus. Les deux autres groupes sont les lentivirus et les spumavirus. 
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Nous nous intéresserons dans ce document essentiellement aux lentivirus. 

 

I- 2-Le genre lentivirus 
 

Les lentivirus constituent un genre particulier des rétrovirus. Leur génome est complexe 

comportant en plus des gènes réguliers de tous les rétrovirus, plusieurs cadres de lecture ouverts 

(Open Reading Frame, ORF), six dans le cas du VIH, qui codent pour les protéines régulatrices 

(Tat et Rev) et accessoires (Nef, Vpr, Vpu et Vif) du virus. Ces protéines non seulement régulent 

l’expression du génome viral mais interviennent aussi sur la maturation des virions, leur 

infectivité et sur le degré de la pathogénicité induite par le virus chez son hôte. Les lentivirus se 

distinguent également des autres rétrovirus par leur capacité à infecter à la fois les cellules 

mitotiquement actives comme celles qui ne se divisent pas (cellules quiescentes ou cellules à des 

stades avancés de différenciation) (8). Ils provoquent chez leurs hôtes des infections persistantes 

qui pour la plupart induisent des maladies chroniques dégénératives après une longue période 

d’incubation (9, 10). On distingue le Virus d’immunodéficience des bovins (BIV (Bovine 

Immunodeficicency Virus)), des équidés (EIAV (Equine Infectious Anemia Virus)), des félins 

(FIV (Feline Immunodeficiency Virus)), des caprins (CAEV (Caprine Arthritis-Encephalitis 

lentiVirus)), des ovins (MVV (Maedi Visna Virus)), et des primates (HIV-1 et -β chez l’homme 

et les SIV (Simian Immunodeficiency Virus) chez les primates non-humains). Il y a eu un regain 

d’intérêt pour l’étude des lentivirus suite aux zoonoses qui ont fait émerger les différents VIH 

chez l’homme après des sauts de barrières d’espèces de lentivirus de plusieurs primates non 

humains (chimpanzé, gorille, macaques). Nous évoquerons ces aspects plus loin. 

 

I- 2-a- Chronologie de la découverte 
 

Les premières manifestations cliniques associées à une infection lentivirale ont été 

décrites chez le cheval suite à l’infection par le virus de l'anémie infectieuse (EIAV) en 1843 

(11) ; Bien après l’observation de ces symptômes cliniques le virus a été identifié et isolé (12). 

Les manifestations cliniques liées à une seconde lentivirose chez les animaux ont été décrites 
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chez le mouton en 1925 par Marsh (13). Par la suite, une épidémie fulgurante a été observée en 

Islande suite à l’introduction dans l’ile de moutons Karakul asiatiques en provenance 

d’Allemagne pour améliorer génétiquement les races locales. Ces derniers mourraient 

massivement de complications neurologiques et respiratoires (14, 15). Ces affections ont par la 

suite été associées à l’infection par un lentivirus ovin nommé par les islandais Maedi Visna Virus 

(MVV) ou encore appelé ailleurs OvLV (ovine lentivirus) ou OPPV (Ovine progressive 

pneumonia virus). Des maladies associées à une autre lentivirose des petits ruminants, ont été 

décrites chez des chèvres en Suisse (16). Les maladies neurologiques chez les jeunes chevreaux 

et des arthrites et mammites chez les adultes ont été par la suite décrites aux Etats Unis puis 

partout dans le monde, ces dernières sont liées au virus CAEV qui fut isolé plus tardivement (17-

19). Chronologiquement, il s’ensuit la découverte du virus de l'immunodéficience bovine BIV 

par Van der Maaten et al. en 1972 (20). Ce n’est que dans les années 1λκ0 que les virus 

d’immunodéficience humaine VIH et ceux de l'immunodéficience simienne SIV furent 

caractérisés (21, 22). D’autres lentivirus qui infectent les félins domestiques et sauvages ont été 

rassemblés dans la famille des FIV (Feline Immunodeficiency Virus) (23). 

 

I-2-b-Les lentivirus inducteurs ou non-inducteurs du SIDA 
 

Les lentivirus présentent une structure génétique et des mécanismes moléculaires de 

réplication qui sont proches mais ils se distinguent dans leurs interactions hôtes/pathogènes qui 

sont spécifiques et aboutissent à des physiopathologies distinctes (9).  

On distingue deux groupes (figure 2) :  

Le premier groupe inclut les virus VIH, SIV, FIV et BIV qui induisent le syndrome 

d’immunodéficience (SIDA) chez leurs hôtes naturels ou nouveaux hôtes suite à des sauts de 

barrières d’espèces. Ce syndrome se caractérise par une déplétion des cellules de l’immunité 

adaptative, plus particulièrement les cellules T CD4+, une activation immunitaire et 

inflammation chronique généralisée et une immunodéficience progressive qui permet la 

prolifération des agents pathogènes opportunistes et au développement de pathologies létales.  

Le deuxième groupe inclus les virus EIAV, MVV et CAEV ; ces derniers, malgré leur longue 

histoire avec leurs hôtes naturels ou à la suite de sauts de barrières d’espèces, n’ont jamais été 
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associés au SIDA (24). Ils provoquent néanmoins des pathologies inflammatoires chroniques 

telles que des arthrites, mammites, encéphalites, pneumonies et anémies pouvant avoir des 

impacts non-négligeables à la fois sur la santé des animaux infectés mais aussi sur la production 

animale et leurs produits.  

Cette absence d’induction de SIDA est associée à l’incapacité de ces virus de se répliquer dans 

les lymphocytes T ainsi qu’à des génomes lentiviraux plus simples qui possèdent moins de gènes 

accessoires (25, 26). En effet, les génomes de ces lentivirus ne portent que trois ORF au lieu de 

six chez les lentivirus des primates.  

 
Figure 2. Les lentivirus inducteurs et non-inducteurs du SIDA (adaptée de Miller et al (24)). Les différents 
lentivirus se différencient dans la pathogénèse induite chez leurs hôtes particulièrement à l’induction du SIDA. Ces 
derniers se distinguent également par la complexité de leur génome. Les gènes tat et vif sont absents respectivement 
chez le FIV (tat), CAEV et MVV (tat) et EIAV (vif). Les gènes vpu et nef semblent exclusifs aux lentivirus de 
primates. 

 

II- L’histoire naturelle du VIH, agent du syndrome d’immunodéficience humaine 
(SIDA) 
 

II- 1- Découverte de la maladie et de son agent étiologique 
 

En 1λ7λ, les signes d’une nouvelle maladie sont décrits pour la première fois à Los-

Angeles, aux Etats Unis, chez un patient souffrant d’adénopathies généralisées accompagnées 

d’une réduction des Lymphocytes T CD4+ (LT CD4+) circulants et une pneumonie rare associée 

à Pneumocystis carinii. Les mêmes symptômes ont été ensuite décrits en 1981 à New-York chez 

plusieurs jeunes homosexuels présentant des adénopathies ainsi qu’une forme avancée de 

sarcome de Kaposi, forme de cancer normalement peu observée chez des sujets jeunes (27) : la 

maladie était alors qualifiée de GRID (Gay-Related Immune Deficiency) (28). Des cas similaires 
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ont été ensuite découverts en Europe ainsi que chez des hémophiles ayant reçu des transfusions 

sanguines. Ces observations ont dirigé les recherches vers un agent infectieux viral transmissible 

par la voie sanguine. En 1λκγ, l’analyse virologique à l’Institut Pasteur de Paris par l’équipe des 

Professeurs Montagnier et Barré-Sinoussi d’un adénome cervical obtenu d’un patient, a permis la 

découverte de l’agent étiologique du SIDA (29). L’équipe a démontré que ce virus est bien 

diffèrent du rétrovirus HTLV-1 déjà décrit dans des lymphomes humains. En effet, la protéine 

pβ4 de ce nouveau virus qu’il nomme LAV (pour Lympho-adenopathy Associated Virus) est 

précipitée par le sérum de malades infectés mais pas avec l’anticorps spécifique du HTLV-1 

découvert par le professeur Gallo (29). En 1984, les études du même virus nommé HTLV-III par 

Gallo (30) et ARV (pour AIDS Related Virus) par Levy (31) consolident les résultats du groupe 

Français. En 1986, Le comité international de nomenclature attribue finalement le nom de VIH-1 

(Virus de l'Immunodéficience Humaine de type 1) à ce lentivirus inducteur du SIDA. Cependant, 

des analyses rétrospectives ont montré que le VIH-1 existait bien avant car il a été retrouvé dans 

des échantillons archivés de sérum et ganglions lymphatiques à Kinshasa en 1959 (32). De plus, 

des analyses de données par des outils bioinformatiques ont prédit que les premiers passages 

inter-espèces entre primates non-humains et l’homme ont eu lieu entre les années 1κ5γ et 1λβ1, 

et cela de façon indépendante pour les différent groupes de VIH-1 (33). En 1986, un nouveau 

type de VIH, moins virulent, et nommé VIH-2, fut découvert chez un patient africain traité à 

Lisbonne (34).  

 

II- 2-Le virus d’immunodéficience humaine VIH-1 
 

II- 2- a- Structure du VIH-1 

  

Le VIH-1 comme tous les rétrovirus est un virus enveloppé (figure 3). L’enveloppe, 

constituée d’une bicouche lipidique, provient de la membrane plasmique de la cellule infectée ; 

et de ce fait elle comporte des protéines membranaires d’origine humaine telles que le complexe 

majeur d'histocompatibilité humaine de classes I (CMH-I) et II (CMH-II), ainsi que les 

glycoprotéines virales de surface (SU) Env gp120 et transmembranaires (Tm) gp41. Sous 

l’enveloppe, on trouve trois couches successives : la matrice constituée de protéines Gag p17-

MA, la capside formée des protéines Gag p24-CA et la nucléocapside formée des protéines Gag 
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p7-NC  et la protéine Gag p6. Les protéines de la capside forment le « core » de la particule 

virale dans lequel sont logés les deux brins d’ARN simple brin génomique protégés par les 

protéines de la nucléocapside, et les enzymes virales reverse transcriptase (ou transcriptase 

inverse) (RT), integrase (IN) et la protéase (PR). D’autres protéines virales dites accessoires du 

VIH-1 sont aussi présentes dans les particules matures, telles que Vif et Vpr.  

 

Figure 3. Représentation de la structure d’une particule virale du virus d’immunodéficience humaine VIH-1. 
Les glycoprotéines gp120 de surface (SU) sont en ovales. Les glycoprotéines gp41 transmembranaires (Tm) sont en 
rectangles verts. Les protéines Gag p24 sont en boules formant la capside. Les deux molécules d’ARN et les 
enzymes sont logées dans la capside. 

 

II-2-b- Organisation génomique et protéines du VIH-1 
 

Le génome du VIH-1 dans le virion est représenté par deux molécules identiques d’ARN 

monocaténaire positif d’une taille d’environ λ.β Kb. L’expression des gènes viraux est assurée 

par les promoteurs présents dans les LTR qui correspondent à des séquences répétées flanquant 

le génome en γ’ et 5’. On peut ainsi distinguer (figure 4):   

1- Les LTRs : chaque LTR est formée de 3 régions :  

●  la région U3 comporte les séquences promoteur/enhancer de transcription et son extrémité 5’ 

comporte une partie de la séquence d’attachement (séquence att) pour l’intégration provirale. En 
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amont de la région U3 de la LTR  γ’, on trouve une séquence PPT (polypurine tract) essentielle 

pour la reverse transcription. 

●  la région R intervient dans le saut de la reverse transcriptase lors de la synthèse du brin 

d’ADNc (ADN complémentaire à l’ARN viral). Au niveau de cette région on trouve une 

séquence TAR formant une  boucle qui sera reconnue puis débloquée par la protéine virale Tat, 

une étape clé pour l’élongation de transcription du génome viral complet.  

●  la région U5 contient les signaux de terminaison de la transcription ; son extrémité γ’ est 

impliquée dans le processus d’intégration du provirus (séquence att). En aval de cette région U5 

de la LTR 5’ se trouve la séquence PBS (primer binding site) sur laquelle se fixe l’ARN de 

transfert (ARNt) cellulaire pour initier la reverse transcription.  

 

 

Figure 4. Organisation génomique du virus d’immunodéficience humaine VIH-1 (35). Le génome proviral est 
bordé par deux régions terminales répétées identiques portant les principaux signaux de régulation 
transcriptionnelle, de réplication et d’intégration, ce sont les LTR 5’ et LTR γ’. Les protéines structurales et les 
enzymes sont codées par 3 gènes : gag, pol et env, et les protéines non-structurales sont codées par 6 cadres de 
lecture ouverte (ORF) qui représentent des gènes codant des protéines régulatrices : Tat, Vif et Rev et des protéines 
accessoires : Nef, Vpr, et Vpu (ce dernier n’est pas présent dans le génome du VIH-2 et les génomes de la plupart 
des SIVs chez lesquels un autre gène nommé Vpx est présent). 

 

2- Le gène gag : Ce gène code pour les antigènes de groupe indispensables pour la production et 

l’assemblage de particules virales infectieuses. L’expression du gène gag produit une protéine 

précurseur myristylée de 55 kDa (Gag Pr-55). Cette dernière est clivée par la protéase virale (PR) 

au cours de la maturation des virions néoformés, pour générer les protéines de la matrice (MA), 

de la capside (CA) et la nucléocapside (NC) ainsi que la protéine p6. La MA et la CA jouent un 

rôle dans les étapes précoces et tardives du cycle viral. La NC interagit avec l’ARN génomique 

et sert de chaperone à l’ARNt lors de la reverse transcription. La protéine p6 interagit avec 

d’autres protéines accessoires virales, notamment Vif, et avec les protéines ESCORT cellulaires 

pour faciliter la libération des virions néoformés (36).  
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3- Le gène pol : le gène pol code pour les trois enzymes virales RT, IN et PR qui sont générées 

après clivage du précurseur Gag-Pol (Pr Gag-Pol). Ce dernier est exprimé suite à un décalage du 

cadre de traduction permettant l'expression d’une protéine précurseur Gag-Pol pour environ 20 

protéines Gag produites (37). Les enzymes RT, IN et PR interviennent respectivement dans la 

synthèse de l’ADN viral double brins à partir des deux molécules d’ARN (reverse transcription), 

son intégration dans le génome de l’hôte et enfin dans le clivage des protéines nouvellement 

synthétisées pour assurer la formation de particules virales matures. 

4- Le gène env : Les glycoprotéines de l’enveloppe virale produites par le gène env sont 

présentées sur les particules matures sous forme de trimères de glycoprotéines SU gp120 et Tm 

gp41 liés par des ponts disulfures. Les protéines matures sont générées à partir du précurseur Env 

gp 160  après clivage par une endo-peptidase cellulaire, la furine, au niveau des vésicules de 

Golgi (38). La gp120 fortement glycosylée est constituée de plusieurs régions variables V1-V5 

(figure 5) correspondant aux régions les plus exposées du virus et dont la boucle V3 est 

essentielle dans l’interaction avec les récepteurs cellulaires. Ces régions sont intercalées de cinq 

régions constantes (C1-C5) dont les régions C3 et C4 constituent les principales séquences 

impliquées dans l’interaction avec le récepteur CD4. Les régions variables ainsi que constantes 

de la gp120 sont des cibles des anticorps neutralisants (39). En outre la gp41, ciblée aussi par les 

anticorps à large spectre de neutralisation (bNbs pour « broadly neutralizing antibody »), est 

composée de trois domaines distincts : un domaine extracellulaire contenant le peptide fusion 

(F), un domaine transmembranaire et finalement un domaine intracellulaire. Entre les domaines 

extracellulaire et transmembranaire se trouve une région particulière d’environ β4 acides aminés 

nommée MPER (membrane proximal ectodomain region) qui est très conservée et dont le 

ciblage par des anticorps neutralisant conduit à l’inhibition de l’infection virale (40). Une forme 

dérivée de la gp160, appelée gp140 a été générée par délétion de segments du domaine 

transmembranaire et du domaine cytoplasmique (Tm et CT respectivement, figure 5) et est 

utilisée dans plusieurs études vaccinales visant à recréer des conformations trimériques 

naturelles. En effet plusieurs formes de gp140 ont été décrites notamment la gp140L, qui 

contient la région complète de MPER, et gp140S  qui ne présente que la moitié de MPER.  

 



  

13 
 

Figure 5. Représentation de la protéine précurseur gp160 et du segment gp140 de l’enveloppe du VIH-1 
(adaptée de Frey et al. (41)). La protéine gp160 et sa forme dérivée gp140 sont des précurseurs des protéines de 
l’enveloppe virale. Leurs séquences comportent les régions constantes (C) et variables (V) de la protéine gp120 
(représentés en vert claire et pistache, respectivement). De même on distingue les séquences relatives à la protéine 
gp41 (délimitée par le peptide fusion en bleu jusqu’au domaine C-terminal en bleu clair). 

 

5- Le gène tat : Le gène tat code pour la protéine Tat (pour « Trans-activator of Transcription »). 

Elle est une protéine très conservée de 9 à 11 kDa, exprimée très tôt après l’infection des cellules 

cibles par le VIH (42). Elle est retrouvée dans le noyau, le cytosol et également dans les 

compartiments extracellulaire. De plus cette protéine de petite taille peut être internalisée par les 

cellules non infectés et leur noyau. Le rôle majeur de Tat est de réguler positivement l’expression 

des gènes viraux. Tat augmente la transcription du génome viral suite à sa liaison sur sa séquence 

cible TAR (pour « trans-activation responsive element ») des LTR. L’absence de Tat conduit au 

blocage de l’expression des gènes viraux et à la latence du provirus (43). Toutefois Tat peut aussi 

réguler l’infection de façon indirecte notamment par l’activation des monocytes/macrophages 

permissifs à l’infection (44). De plus Tat induit l’inflammation, la mort ou le dysfonctionnement 

des lymphocytes T (CD4+ et CD8+) chez les patients (45). 

 

6- Le gène rev : La protéine Rev est codée par deux exons du gène rev. C’est une protéine 

régulatrice de taille 18 kDa, jouant un rôle clé dans le transport des ARNs non épissés et uni-

épissés du noyau vers le cytoplasme. L’absence de l’un des deux domaines de la protéine la rend 

inactive. En effet, ces régions confèrent à Rev la capacité d’entrer dans le noyau pour se fixer 

aux RRE (Rev response element) des ARNm viraux puis les transporter vers le cytoplasme (46). 

7- Le gène nef : La protéine  Nef est rapidement exprimée,  à partir du gène nef, après l’infection 

de la cellule cible.  Cette protéine joue plusieurs rôles dont certains impactent considérablement 

les réponses immunes dirigées contre le virus. Nef induit la réduction de l’expression des 

récepteurs CD4 et CMH-I à la surface des cellules infectées ce qui empêche d’une part, la 

surinfection de ces cellules et d’autre part, la modulation des réponses immunes impliquant ces 

récepteurs (47). Par ailleurs, Nef peut jouer à la fois un rôle anti-apoptotique qui protège la 

cellule infectée d’une mort précoce et pro-apoptotique dans des stades tardifs de l’infection de la 

cellule (48, 49).  

8- Les gènes vif, vpr et vpu : Ces gènes codent respectivement pour les protéines accessoires 

Vif, Vpr, Vpu. Ces dernières interviennent à plusieurs niveaux du cycle viral. Certains de leurs 
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rôles sont discutés plus loin. Les études ont montré que les virus défectifs de Vif deviennent non 

infectieux alors que ceux défectifs de Vpr présentent une réduction de leur pouvoir réplicatif et 

pathogénique. En effet Vpr est capable d’induire un arrêt du cycle des cellules infectées, en 

particulier  des LT CD4+ à la phase G2 et provoque leur mort (50). 

 

II-2-c-Tropisme cellulaire du VIH-1 
 

II-2-c-1- Récepteurs et cellules cibles 
 

II-2-c-1-i- Récepteurs 
 

Il a été bien établi que l’expression des récepteurs membranaires CD4 ainsi qu’un des récepteurs 

de chimiokines CCR5 ou CXCR4 sont nécessaires pour l’entrée spécifique du VIH-1 dans la 

cellule cible (51). D’autres récepteurs de chimiokines ont été reportés mais ne semblent pas jouer 

un rôle majeur. 

Le récepteur CD4 est une glycoprotéine membranaire majoritairement exprimée à la surface des 

lymphocytes T CD4+ mais aussi chez d’autres types cellulaires tels que les monocytes, les 

macrophages et les cellules dendritiques. Son rôle majeur est d’interagir avec les cellules 

présentatrices d’antigène par la reconnaissance du complexe du CMH-II lié à l’antigène afin 

d’assurer une réponse immune spécifique efficace (52). 

Les corécepteurs CXCR4 et CCR5 font partie de la famille des protéines G 

transmembranaires; ils interagissent avec de petites molécules de la famille des chimiokines 

impliquées dans la régulation des réponses immunes (activation, migration…) (53). L’absence 

d’expression de ces récepteurs (knock out) entraine une forte inhibition de l’infection des 

cellules par le virus (54). Il est intéressant de noter qu’in vivo les individus présentant des 

délétions dans le gène codant le récepteur CCR5 sont considérablement moins susceptibles à 

l’infection par le VIH (55).  

Selon leur tropisme cellulaire, on distingue trois types de souches de virus (56) :  
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1- Les souches ayant un tropisme R5 qui infectent majoritairement les cellules co-exprimant le 

récepteur CD4 et le corécepteur CCR5 (par exemple les monocytes, les macrophages et cellules 

T mémoires).  

2- Les souches ayant un tropisme X4 qui infectent préférentiellement les cellules co-exprimant le 

récepteur CD4 et le corécepteur CXCR4 (par exemple les cellules T naïves).  

3- Les souches ayant un double tropisme R5/X4 qui infectent les deux types de cellules in vitro.  

 

II-2-c-1-ii- Cellules cibles 
 

Les lymphocytes T CD4+ constituent la cible majeure du virus. Dans les stades précoces de 

l’infection, ce sont surtout les lymphocytes T mémoires CD4+ CCR5+ qui constituent la cible 

majeure du virus. Ces cellules infectées jouent un rôle important dans l’établissement du 

réservoir viral. Les cellules T CD4+ CXCR4+ (ex : T naïves) sont souvent infectées dans des 

stades tardifs de l’infection et leur déplétion massive contribue à l’effondrement du système 

immunitaire et le développement du SIDA (57).  

Les cellules de la lignée monocytes/macrophages constituent aussi des cibles d’infection et de 

réplication du virus. Leur infection se fait soit par interaction directe du virus avec leurs 

récepteurs et co-recepteurs membranaires soit de façon indirecte par internalisation d’un 

complexe virus/anticorps, formé suite à la reconnaissance de l’enveloppe par le fragment Fc de 

l’anticorps. Les cellules gliales qui correspondent aux macrophages dans le système nerveux 

central sont considérées comme la source principale de production active du virus dans ce 

compartiment, plus particulièrement dans les stades finaux de SIDA. Elles sont impliquées dans 

le processus inflammatoire d’encéphalite et de la neurodégénérescence conduisant au Neuro-

SIDA (58). L’infection de ces cellules dans le système nerveux central (SNC), s’effectue très tôt 

après l’entrée du virus chez un individu (59). Le SNC est isolé du reste de l’organisme par la 

barrière céphalo-méningée et de ce fait constitue un site préférentiel pour l’établissement du 

réservoir viral. La replication virale locale par contre reste modeste initialement.  

Les cellules dendritiques sont aussi des cibles d’infection par le virus. Ces cellules dendritiques 

(DC) sont formées de populations différentes : les DC myéloïdes (mDC), les DC plasmacytoïdes 
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(pDC) et les cellules de Langerhans (LC) retrouvées dans la peau. Même si la réplication du 

VIH-1 dans ces cellules n’est pas aussi productive que dans les LT ou les macrophages, ces 

cellules jouent néanmoins un rôle important dans le transfert du virus aux LT activés dans les 

niches immunologiques et l’augmentation du stock de cellules infectées (60). Elles peuvent aussi 

stocker le virus à l’abri de la réponse immunitaire sans infection réelle.  

Dans certains types cellulaires, notamment les cellules dendritiques, des récepteurs particuliers 

peuvent interagir avec le VIH et assurent son entrée en l’absence du récepteur principal CD4 ou 

les corécepteurs CXCR4 et CCR5. Tel est le cas des récepteurs de mannose, des récepteurs de 

type c-lectine « DC-SIGN » et d’autre récepteurs nouvellement décrits, SIGLEC-1 (61, 62).  

Les cellules NK (Natural killer) contribuent faiblement à la réplication du virus mais elles 

participent à la persistance à long terme du virus et à l’élargissement du réservoir (63, 64).   

Le génome viral a été détecté dans d’autres types de cellules (lymphocytes B (LB), cellules 

épithéliales, cellules endothéliales et des astrocytes) mais leur rôle comme site de production 

virale est sujet à caution (59). 

 

II-2-c-2- La synapse infectieuse : passage du virus par contact cellulaire 
 

Durant l’infection par le VIH, les cellules dendritiques et les monocytes/macrophage jouent un 

rôle important dans la dissémination de l’infection par recrutement des cellules permissives 

LTCD4+ CCR5+ ou CXCR4+ vers le site d’infection, ainsi que par transmission directe du virus 

aux cellules T CD4+ au niveau des synapses virologiques (ou infectieuses) (65, 66). Après 

phagocytose de particules virales ou de protéines virales circulantes, les antigènes sont dégradés 

par les cellules présentatrices d’antigènes et sont exposés par les molécules de CMH aux 

récepteurs des cellules de l’immunité adaptative dont les TCR des cellules T CD4+ au niveau 

d’une zone qualifiée de synapse immunologique (figure 6, zone orange). Cependant une fraction 

des particules virales reste protégée dans des vésicules cytoplasmiques des cellules dendritiques 

(comme dans les cellules épithéliales et macrophages). Ces dernières peuvent être ainsi 

transférées aux LT CD4+ au niveau de la synapse virologique (figure 6, zones blanche et jaune) 

(67). Le passage du virus au niveau de la synapse virologique peut aussi se faire des lymphocytes 
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T vers les cellules dendritiques et peut être réduit grâce à des facteurs de restrictions cellulaires 

exprimés au niveau des DCs tel que SAMHD1 (68). 

 

Figure 6. Transmission du VIH-1 au niveau de la synapse virologique entre les cellules T CD4+ et  les  cellules  
dendritiques (adaptée de Hladik et al. (67)). Les particules du VIH sont transmises aux cellules T CD4+ au niveau 
des synapses infectieuses à la suite d’exocytose (figure 6 (1)). De plus, malgré le faible nombre de cellules 
dendritiques infectées possédant une intégration provirale (figure 6 (2)) et une réplication productive, elles libèrent 
de nouvelles particules qui sont exposées sur des récepteurs membranaires. Ce processus contribue à l’augmentation 
de la concentration des virus associés aux récepteurs de surface, la plupart étant des virus libres captés par les 
cellules dendritiques (figure 6 (3)). Ces virus exposés à la surface constituent la forme majoritaire transmise aux 
cellules T CD4+. 

 

II-2-d- Cycle de réplication  du VIH-1 
 

L’entrée de la particule virale de VIH-1 commence par l’interaction entre la protéine Env 

gp120 virale et le récepteur CD4 de la cellule cible. Il s’ensuit une exposition des sites de liaison 

aux corécepteurs (CXCR4 ou CCR5) et un changement de conformation de la protéine 

transmembranaire gp41 exposant son peptide de fusion qui interagit avec la membrane cellulaire. 
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Cela permet la fusion entre l'enveloppe virale et la membrane cellulaire et l’internalisation de la 

capside virale (69). 

Dans le cytoplasme cellulaire, le processus de reverse transcription démarre en concomitance 

avec le début de décapsidation (figure 7). Au cours de ce processus, la RT, associée à d’autres 

protéines virales, forme le complexe de reverse transcription (CRT). Parmi ces protéines on 

distingue les protéines de NC, de MA, IN et Vpr (70).  

 

  

Figure 7. Transcription inverse de l’ARN génomique du VIH-1 en ADN double brin (adaptée de Pederson et 
al. (71)). La reverse transcription est initiée par la fixation d’un ARNt cellulaire en amont de la séquence U5 de la 
LTR 5’ de l’ARN viral (en noir), particulièrement au niveau du site PBS (pour primer binding site) et sert d’amorce 
à la reverse transcriptase qui synthétise le brin d’ADN (en rouge) complémentaire. Cette même enzyme possède une 
activité ARNase H qui reconnait le duplex ADN/ARN nouvellement formé puis va libérer la séquence U5-R 
néosynthétisée. Cette dernière va effectuer un saut vers l’extrémité γ’ de l’ARN viral pour servir d’amorce pour la 
synthèse d’un long brin d’ADN complémentaire. L’activité ARNase va dégrader le brin d’ARN, en laissant 
uniquement une région appelé ppt (polypurine tract) résistante à la dégradation. Cette dernière va servir à son tour 
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comme amorce à la reverse transcriptase qui synthétise le deuxième brin d’ADN donnant finalement l’ADN viral 
double brin.  

A l’issu de la reverse transcription le CRT devient un complexe de Préintégration (PIC) qui va 

assurer le transport de l’ADN viral du cytoplasme vers le noyau (figure 8). L’intégrase (IN) 

virale assure ensuite l’insertion de l’ADN viral dans des régions actives du génome cellulaire et 

la forme d’ADN intégré est appelée provirus. Dans le noyau, on trouve également des ADN 

circulaires non-intégrés comportant 1 ou 2 LTR. Ces ADNs ne participent pas activement à 

l’expression productive des gènes viraux. Cependant, des travaux récents suggèrent que ces 

formes d’ADN viral peuvent participer à l’expression de certains gènes précoces (72). De plus 

chez les individus infectés et traités par des inhibiteurs d’integrase, ces ADN circulaires 

s’accumulent dans les cellules hôtes et peuvent persister et s’intégrer à nouveau dans le génome 

cellulaire (73). 

La transcription de l'ADN proviral est activée grâce à différents facteurs de transcription 

cellulaires, et son élongation est dépendante de l’activité de la protéine Tat virale. Trois types 

d’ARNm sont produits (74) :  

1- Les ARN génomiques, non épissés portant les gènes gag et pol servent à la synthèse des 

précurseurs Gag et Gag-Pol et sont encapsidés dans les particules virales néoformées.  

2- les ARN uni-épissés, issus de l’épissage de l’ARN génomique, codent pour les protéines 

d’enveloppe (Env) et pour les protéines accessoires (Vif, Vpu et Vpr). 

3- les ARN multi-épissés, permettent la traduction des protéines précoces Nef, Tat et Rev.  

Enfin, après assemblage des protéines virales à la surface interne de la cellule et encapsidation de 

l'ARN génomique, les virions bourgeonnent à la surface externe de la cellule infectée puis sont 

libérés pour achever leur maturation et infecter d’autres cellules cibles. 
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Figure 8. Cycle de réplication du VIH : de l’étape d’entrée au bourgeonnement (75). L’étape initiale de fusion 
entre l’enveloppe virale et celle de la cellule cible, est suivie par une décapsidation de la particule virale au niveau 
du cytoplasme et une réverse-transcription de l’ARN viral en ADN double brin complémentaire de l’ARN 
génomique  (dscDNA). Une fraction de cet ADN est transportée de façon active vers le noyau par un complexe de 
pré-intégration. Dans le noyau, l’ADN viral peut être intégré sous forme de provirus dans le génome cellulaire ou 
rester non-intégré sous une forme circulaire. Le provirus peut s’exprimer activement ou peut rester latent pour une 
longue durée. L’expression du provirus est régulée à la fois par des facteurs de transcription cellulaires (NF-KB, 
FAT, SP-1…) et par la protéine virale Tat. Rev, quant à elle, régule l'épissage et le transport cytosolique d'une partie 
des ARNm viraux. Ces derniers sont traduits en protéines virales dont celles de l’enveloppe et la capside, lesquelles 
vont ensuite s’assembler au niveau de la membrane cellulaire puis bourgeonner de nouvelles particules infectieuses. 

 

II-2- e- Variabilité génétique 
 

Les lentivirus sont caractérisés par une grande variabilité génétique qui est à la base de la 

diversité remarquable entre les souches de VIH-1. Cette variabilité est liée à des facteurs viraux 

mais aussi cellulaires de l’hôte.  

Les facteurs viraux incluent d’une part un taux de réplication élevé du virus (≈ 109 virions / jour) 

et d’autre part, un taux très élevé de mutations introduites par la reverse transcriptase virale. En 

effet, la reverse transcriptase virale est une enzyme peu fiable comparée à la polymérase 

cellulaire ; elle introduit des erreurs à un taux d’environ 10-4/nucléotide/cycle (76). Il en résulte 
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la genèse de nombreux mutants par cycle, dont certains possèdent des mutations délétères alors 

que d’autres acquièrent des mutations leur permettant de moduler leur virulence ou d’échapper 

aux défenses de l’hôte. De plus, les recombinaisons intramoléculaires et intermoléculaires 

effectués lors de la reverse transcription entre deux génomes ARN viraux différents, augmentent 

significativement le nombre de souches circulantes ayant des caractéristiques différentes des 

génomes parentaux (70). Ces mutations aléatoires sont accentuées par une pression exercée par 

les réponses immunitaires de l’hôte ainsi que par la thérapie antirétrovirale. Ainsi, rapidement 

après l’installation de l’infection par un virus dit fondateur "founder", on constate le 

développement d’un mélange hétérogène de virus circulants "Swarm"(77).  

 

 II-2-f-Origine simienne, diversité et distribution géographique du VIH-1 

 

II-2-f-1- Le virus d’immunodéficience simienne (SIV) chez les primates non-humains  (PNH) 

 

Des analyses épidémiologiques sérologiques et moléculaires ont montré que plusieurs 

types de SIV sont présents chez les singes originaires d’Afrique. Chez ces hôtes le virus s’est 

adapté et n’est pas pathogénique (figure λ). Cependant, le passage de ce dernier à des macaques 

asiatiques est associé au développement du SIDA (22, 78). C’est le cas par exemple, du SIVsmm 

(sooty mongabey) non pathogénique chez les singes sooty mongabey et qui provoque le SIDA 

chez les macaques asiatiques. Les analyses phylogénétiques ont révélé que VIH-1 et VIH-2 

résultent de zoonoses suite à des transmissions du SIVcpz (chimpanzé) et SIVgor (gorille) pour 

l’émergence de VIH-1 et du SIVsmm pour celle du VIH-β chez l’homme (78). 
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Figure 9. Transmission du virus simien « SIV » à l’origine de l’émergence du VIH-1 et VIH-β chez l’homme 
(adaptée de Sharp et al. (78)). Plusieurs genres de virus SIV infectent naturellement les primates non-humains, 
chacun portant le nom de son hôte (par exemple SIVmac (« mac » pour macaque), SIVgor (« gor » pour gorilles)…) 
pour lesquels ces virus sont adaptés et non pathogènes. Toutefois le passage de ces derniers à une autre espèce de 
singe ou à l’homme a conduit à l’émergence de virus inducteurs de SIDA notamment le SIVmac pathogène chez les 
macaques et le VIH-1 (HIV-1 et le VIH-2 (HIV-β) chez l’homme.    

 

II-2-f-2- Diversité et distribution géographique du VIH-1 
 

Depuis le franchissement de la barrière d’espèces du VIH-1 chez l’homme, un répertoire 

large et diversifié de souches virales de plus en plus adaptées à l’hôte a été identifié. Ces souches 

sont réparties en groupes puis en sous-types par homologie de leurs séquences des gènes gag et 

pol et env (79).   

Actuellement, on distingue quatre grands groupes de VIH-1 : le group M (main (principal)), le 

groupe O (outlier), le groupe N (non-M, non-O) et le groupe P. Le groupe M, lui-même repartis 

en 9 sous-types (de A à J) est le responsable majeur de l’épidémie avec plus de 30 millions 

d’infection (33, 80). Ce groupe largement diffusé à l’échelle mondiale, est probablement le 

premier transmis à l’homme à partir du chimpanzé sous une forme dérivée du SIVcpz (figure 9). 

Les études phylogénétiques ont permis de prédire un ancêtre commun entre le SIVcpz et VIH-1 

qui aurait émergé au début des années 1920 (33, 80, 81). Le groupe N, dérive lui aussi du SIVcpz 

HIV-2
A-H

SIVmac

HIV-1
M & N

HIV-1
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mais sa propagation, beaucoup moins importante que celle du groupe M, reste localisée au 

niveau de l’Afrique de l’Ouest (82). Dans cette même région, le groupe O a provoqué environ 

100.000 infections. Ce groupe ayant de nombreux sous-types, dérive du virus de gorille SIVgor  

similairement au groupe P découvert chez deux individus au Cameroun (79).  

 

III- Epidémiologie du VIH-1 
 

III-1 Progression de l’infection à l’échelle mondiale et en France 
 

Le développement des outils de diagnostic a contribué à réduire significativement le 

risque de transmission du VIH. Cependant, plus de trente ans après la découverte du virus, le 

SIDA reste loin d’être éradiqué. L’organisation mondiale UNAIDS a annoncé qu’en β01γ plus 

de 35 millions de personnes vivaient avec le virus contre 29,8 millions de personnes infectées en 

2001. Cette augmentation est en partie associée à une meilleure prise en charge des individus 

infectés et à une augmentation de la proportion de personnes sous traitement antirétroviral 

hautement actif (HAART, pour  « Highly active antiretroviral therapy ») entrainant ainsi une 

plus longue espérance de vie. Cependant, dans cette même année, plus de β millions d’individus 

ont été nouvellement infectés et environ 1,5 millions sont morts (83). En France, 150.000 

personnes vivent avec le VIH, dont les régions les plus touchées sont la Guyane, la Martinique, 

la Guadeloupe, l’Ile-de-France et la région Provence-Alpes-Côte-D’azur. Toutefois, ce nombre 

ne représente pas toutes les infections car beaucoup de personnes infectées ignorent leur statut 

(84).  

 

III-2- Les principales voies de transmission du VIH 
 

Le virus VIH-1 est transmissible par plusieurs liquides biologiques. Il est détectable dans 

le sang, les secrétions génitales (secrétions vaginales et le sperme), le colostrum et le lait, la 

salive et les larmes μ ces deux dernières n’étant pas clairement associées à une transmission du 

virus (85, 86). Les trois voies majeures de transmission sont : 



  

24 
 

1- La voie intraveineuse identifiée chez les individus hémophiles (voie d’infection évitée après 

les années 1985 grâce au développement de tests sérologiques de type ELISA) et chez les 

usagers de drogues administrées par voie intraveineuse.  

2- La voie sexuelle cause la majorité des infections mondiales chez des couples hétérosexuels et  

homosexuels. Ce dernier groupe est associé à un risque d’infection plus élevé (82).  

3- Le virus peut être aussi transmis verticalement d’une mère infectée à son enfant soit  par voie 

trans-placentaire avant ou lors de l’accouchement soit enfin durant l’allaitement (87). 

Actuellement cette transmission est fortement réduite par les traitements antirétroviraux (88). 
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CHAPITRE II : LA PATHOGENÈSE DU SIDA 
 

I- Évolution immunobiologique et clinique de l’infection par le VIH 
 

L’infection par le VIH est caractérisée par trois phases ayant chacune ses propres acteurs 

immunitaires et viraux et des signes cliniques caractéristiques. Il s’agit de la phase de primo-

infection (phase aigüe), la phase chronique et la phase terminale (SIDA) (figure 10).  

 

Figure 10. Evolution immunobiologique l’infection par le VIH. (a) évolution du virus ; (b) évolution des 
réponses immunes (89). L’infection par le VIH est caractérisée par trois phases consécutives : la phase aigüe, la 
phase chronique et la phase SIDA (AIDS). Un virus dit « fondateur » initie l’infection pendant la phase aigüe au 
cours de laquelle une déplétion initiale des cellules T CD4+ (courbe en vert), cibles du virus, est observée. En 
parallèle une augmentation du nombre des LT CD8+ (courbe pointillée en bleu) conduit à la réduction de virémie 
(en rouge). Les anticorps spécifiques du VIH-1 (courbe pointillé en jaune) apparaissent après un délai par rapport 
aux cellules T. Cette phase aigüe dure quelques semaines et est suivie d’une phase chronique pendant laquelle la 
virémie ainsi que le taux de cellules mémoires restent constants. Toutefois, la réplication virale continue et 
l’altération chronique du système immunitaire permettent le développement, après quelques années, de souches 
virales, hautement pathogènes responsable de l’effondrement du système immunitaire et l’établissement du SIDA.    

 

a

b
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I-1-La primo-infection 
 

Indépendamment de la voie de transmission, le VIH est toujours transmis sous deux 

formes : soit sous forme de particules libres, soit associées à des cellules infectées présentes dans 

les liquides biologiques contaminés (77). En effet, Il a été démontré que l’infection médiée par 

une  transmission intercellulaire du virus est beaucoup plus efficace qu’une infection par le virus 

libre (66).   

Dans la grande majorité des cas (80%), l’infection par le VIH-1 a lieu par la voie mucosale 

(figure 11). L’initiation de l’infection au niveau des muqueuses rectales ou vaginales est établie 

par un virus de type R5 fondateur ayant un tropisme pour les cellules coexprimant le récepteur 

CD4 et le corécepteur CCR5. Ce virus franchit la barrière mucosale génitale avec un faible 

nombre de variants viraux, issus d’un vaste mélange de variants "swarm" présents chez le 

donneur. Ce processus représente un goulot d’étranglement « bottelneck » ou filtre (77, 90). 

Cependant, la possibilité d’une infection par un virus de tropisme X4 n’est pas exclue. En effet, 

des expériences d’infection expérimentale chez les modèles macaques, ont montré que ces 

derniers ont été efficacement infectés par transmission mucosale de souches de SIV (91) ou de 

virus chimères SHIV (exprimant des gènes du VIH et d’autres de SIV) à tropisme X4 (92). Ceci 

est aussi étayé par l’infection par le VIH-1 de cas rares de patients ayant des mutations dans le 

corécepteur CCR5, connus pour résister à l’infection (93, 94). Contrairement à la transmission 

par la voie intraveineuse, la probabilité de transmission mucosale du virus est relativement faible 

et fortement dépendante de la charge virale du donneur. Elle est augmentée par les traumatismes 

et la présence d’infection vénériennes au niveau mucosal (77). Les cellules épithéliales présentes 

au niveau des sites d’entrée jouent un rôle important dans l’attachement du virus et sa 

transmission aux cellules de la lignée monocyte/macrophage résidentes, cellules dendritiques, 

cellules de Langerhans et cellules T CD4+(67). Ces différents types cellulaires sont les premiers 

touchés par le virus et jouent un rôle très important dans l’établissement du réservoir, la 

persistance et la dissémination du virus. De plus, les cellules du système immunitaire inné, 

secrètent plusieurs molécules (chimiokines, cytokines, MIP-, IP-10…) qui favorisent 

l’activation et la migration des lymphocytes T (dont la majorité est des cellules effectrices 

mémoires) vers les sites d’inflammation. Ces cellules T migrantes ainsi que les cellules T 

mémoires résidantes sont rapidement infectées par le virus libre ou par celui transmit au niveau 

des synapses virologiques. Ensuite, les LT infectés et les cellules dendritiques chargées du virus, 
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migrent vers les ganglions lymphatiques particulièrement au niveau du tractus gastro-intestinal 

où les LT du GALT (pour gut-associated lymphoid tissue) (correspondant à la niche la plus 

importante des LT) sont massivement infectés (95). Il a été récemment démontré qu’une fraction 

des LT du GALT (les plus touchés par l’infection) expriment à leur surface une intégrine α4β7 

(96), qui se lie à la glycoprotéine gp120 et facilite son interaction avec le récepteur CD4+ pour 

favoriser l’infection. Un blocage de cette intégrine semble prévenir l’établissement d’infection 

par voie vaginale. Ainsi au niveau du GALT on assiste à une forte réplication du virus qui sera 

disséminé de façon systémique entre le 1er et le 25éme jour après l’infection (97). Pendant cette 

phase, le pic de réplication virale s’accompagne d’une déplétion massive des LT CD4+ infectés. 

Des cellules non infectées subissent aussi une mort programmée liée à des molécules pro-

apoptotiques et des protéines virales délivrées par les cellules infectées. On parle dans ce cas de  

« bystander effect » ou « effet de proximité »  (98). La perte de ces cellules induit des dommages 

de l’épithélium mucosal et une translocation bactérienne importante vers la circulation 

systémique aboutissant à une activation majeure du système immunitaire ce qui accélère la 

progression de la maladie (99, 100). Ces évènements précoces de l’infection sont accompagnés 

par une augmentation significative du nombre de cellules LT CD8+ cytotoxiques corrélant avec 

une réduction de la réplication virale (82, 89) vers un niveau qui sera maintenu au cours de la 

phase chronique. 

Sur l’aspect clinique, la primo-infection peut être accompagnée par des symptômes pseudo-

grippaux avec des courbatures, douleurs musculaires et fièvre. 
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Figure 11. Transmission du VIH-1 et sa propagation pendant la phase aigüe de l’infection (97). Le virus 
fondateur, souvent de type R5, franchit rapidement la barrière mucosale. Dans les premières heures de l’infection, 
les lymphocytes T (LT) résidentes et les LT effectrices migrantes vers le site d’infection/inflammation sont 
majoritairement infectés. De plus, d’autre cellules telles que les cellules épithéliales et cellules dendritiques (DC) 
captent le virus et participent respectivement dans l’établissement du réservoir et la dissémination du virus. Les LT 
et DC migrent ensuite vers les ganglions lymphatiques au niveau desquels le virus se réplique activement entrainant 
une déplétion des LT CD4+ cibles. Ensuite le virus est disséminé de façon systémique au niveau de différents tissus 
environ β5 jours après l’infection par le VIH chez l’homme. Le réservoir viral, quant à lui, pourrait être établi dès les 
premières heures d’infection.  

 

I-2- La phase chronique  
 

Cette phase peut durer de 2 à 10 ans avant le développement des signes cliniques du 

SIDA. Pendant cette période l’incubation du virus est souvent asymptomatique mais elle est 

accompagnée par une fatigue, des troubles digestifs et une adénopathie. Cependant, sur le plan 

immunologique et virologique plusieurs phénomènes ont lieu. En effet, la pression exercée par le 

système immunitaire de l’hôte sur le virus conduit à l’émergence de virus de plus en plus 

diversifiés à la fois sur le plan génétique mais aussi sur le plan tropisme (77). Certains de ces 
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virus émergeants deviennent résistants aux défenses immunitaires ainsi qu’aux thérapies 

antirétrovirales ce qui induit une progression plus rapide de la maladie. De plus, la réplication 

virale continue et l’activation chronique des cellules immunitaires induisent leur exhaustion (56). 

Par ailleurs, l’augmentation de la taille du réservoir viral dans les niches tissulaires et 

immunologiques, souvent inaccessibles aux médicaments et aux défenses naturelles, aggrave la 

progression de la maladie et prépare le développement du SIDA. Il est important de noter que 

malgré de très forte virémie pendant la phase chronique chez les Sooty mangabeys et d’autres 

singes africains naturellement infectés par le SIV, il y a un maintien de taux normal de LT CD4+ 

avec une absence remarquable d’activation chronique des cellules du système immunitaire et 

plus particulièrement les LT CDκ+ cytotoxiques. Ces évènements aboutissent à l’absence de 

développement de pathologies chez ces animaux témoignant du rôle de l’activation chronique 

dans la progression vers le SIDA (101). 

 

I-3- La phase terminale (SIDA) 
 

La phase SIDA est caractérisée par un effondrement majeur du système immunitaire de 

l’hôte s’accompagnant par l’établissement d’infections opportunistes à pronostic létal et la 

réactivation d’agents pathogènes latents tels que le cytomégalovirus (CMV) (102). Le système 

immunitaire est totalement  inefficace, caractérisé par une déplétion massive et irréversible des 

LT CD4+ ayant le CXCR4 comme corécepteurs, et dont le nombre décroit pour atteindre des 

valeurs en dessous de 200/mm3 dans le sang. Ces cellules sont la cible d’infection par le virus qui 

à ce stade a changé de tropisme vers des souches X4 et qui détruit massivement des cellules 

activées circulantes et dans les tissues (57). Ce changement de tropisme résulte probablement de 

l’accumulation de mutations au niveau de l’enveloppe virale particulièrement au niveau de la 

région variable V3 et la sélection de variants de ce tropisme (103). Cependant une évolution vers 

le SIDA peut se faire sans ce « switch ». Il est important de noter que pendant cette phase même 

les virus R5, sont capables d’infecter et de se répliquer efficacement dans les macrophages 

exprimant un faible taux de CCR5 à leur surface (104).  

Les signes cliniques deviennent sévères et sont associés à un développement de pneumopathies 

sévères, de cancers, notamment le sarcome de Kaposi, et de neuropathologies induites par 

l’activation de macrophages résidantes (cellules gliales, dans le cerveau) en réponse aux signaux 
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d’inflammation dues aux infections opportunistes. Les signes cliniques sont aggravés par la 

toxicité liée aux protéines du VIH produites par les cellules infectées réactivées. 

 

II-Profils particuliers d’évolution naturelle de l’infection par le VIH 
 

Selon les profils immunologiques des personnes infectées par le VIH, on distingue quatre 

types d’individus avec des progressions différentes de la maladie en absence de thérapie 

antirétrovirale ; 1) les progresseurs rapides, 2) les progresseurs intermédiaires ayant des durées 

variables de progression vers le SIDA dans un intervalle de 5 à 10 ans post-infection, et 3) les 

non progresseurs à long-terme (LTNP) et contrôleurs élites chez lesquels un contrôle particulier 

de la réplication virale est maintenu sur des périodes plus longues, 4) les personnes hautement 

exposées au virus mais restant séro-négatives. 

 

II-1-Les progresseurs rapides 
 

Chez les progresseurs rapides infectés par le virus du SIDA, le virus se multiplie 

rapidement en contournant de façon efficace les défenses de l’hôte. Les défenses innées et 

adaptatives sont peu efficaces et de plus sont rapidement altérées. De ce fait, la maladie 

progresse rapidement vers les stades SIDA dans une période moyenne de 2 à 3 ans, avec une 

phase chronique raccourcie voir absente. Ce type d’infection concerne 5-10% des patients 

infectés par VIH-1 (105). 

 

II-2- Les progresseurs classiques 
  

Chez la majorité des individus infectés par le VIH-1 (70-80%), le SIDA se développe en 

absence de HAART après 5 à 10 ans du début de l’infection. Pendant cette période le nombre de  

lymphocytes T CD4+ circulant est maintenu à des valeurs supérieures à 200 cellules/mm3 (106). 

II-3-Personnes non progresseurs à long terme (LTNP) et contrôleurs élites  
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Les LTNP représentent moins de 5% des patients infectés par le VIH-1. Ces derniers 

maintiennent à long terme un taux quasi-normal de LT CD4+ et une virémie faible (≈ 5000 

copies d’ARN viral /mL de plasma). Parmi cette sous population il y a une proportion de moins 

de 20% des LNTP qui sont qualifiés de contrôleurs élites ou de suppresseurs élites. Chez ces 

individus le virus est maintenu à un seuil indétectable de moins de 50 copies d’ARN viral/mL de 

plasma en absence de thérapies (107) bien que l’infection est continuée. 

Ce contrôle viral est lié à : 

1- des réponses immunes innées et adaptatives très efficaces de l’hôte (notamment une forte 

réponse CD8+ cytotoxiques majoritairement dirigée contre les antigènes viraux Gag (108) et Nef 

(109), ainsi que des anticorps neutralisants qui peuvent participer au contrôle viral chez certains 

contrôleurs élites (107, 110). 

2- des facteurs génétiques de l'hôte particulièrement les molécules de CMH-I (HLA B57, HLA 

B58 et HLA B27) permettent une mise en place de réponses T efficaces. Des molécules de 

CMH-I protectrices sont aussi observées chez les macaques rhésus (Mamu-B*08 et Mamu-

B*17) (111).  

3- des facteurs viraux tels que les variants naturellement mutés dans le gène nef de sorte que la 

protéine est, soit absente, soit non fonctionnelle  (112). 

Néanmoins, malgré un contrôle efficace de la réplication virale, ce contrôle n’est pas suffisant 

pour éradiquer complètement l’infection (surtout le réservoir) et préserver le système 

immunitaire d’une dégradation progressive. En effet, même chez les contrôleurs élites, des 

réductions du taux de LT CD4+ sont observés nécessitant parfois leur mise sous thérapie. De 

plus, l’activation chronique du système immunitaire induite par la persistance du virus peut être 

une source de rechute et de développement de maladies diverses chez ces individus (107). 

 

II-4-Personnes hautement exposés au virus et séronégatifs (HEPS) 
 

Les HEPS constituent un groupe particulier d’individus qui, malgré leur forte exposition 

au virus, restent résistants à l’infection grâce à leurs profils et leurs défenses immunes 

particulières. Ces individus sont différents des contrôleurs par le fait que chez eux, l’infection n’a 
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pas été démontrée. Dans ce groupe se trouvent des usagers de drogues, des enfants issus d’une 

mère infectée, des prostitué(e)s n’utilisant pas de préservatifs et du personnel soignant exposé 

accidentellement à du matériel contaminé. Ce contrôle peut être associé comme chez les 

contrôleurs à des facteurs génétiques et immunologiques de l’hôte ou à des facteurs viraux (113). 

C’est le cas par exemple des individus homozygotes pour la mutation dans le corécepteur CCR5 

(CCR5-Δ32) chez lesquels l’absence du récepteur CCR5 empêche l’infection. Le contrôle de 

l’infection peut être aussi associe à la surexpression de chimiokines telles que MIP-1 par les 

macrophages et qui rentre en compétition pour les corécepteurs du VIH, ou à l’inverse à une  

réduction de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, MIG, and IP-10) qui restreint l’activation 

immune et la susceptibilité des cellules à l'infection au niveau des muqueuses génitales décrite 

chez un groupe de prostituées de Nairobi (114). Ces individus possèdent également une réponse 

CD8 cytotoxique efficace, des molécules HLA de génotypes particuliers et aussi des réponses 

humorales neutralisantes distinctes (113, 115). 

 

III- La lutte contre le virus : défenses de l’hôte et stratégies thérapeutiques 

  

III-1-Les défenses de l’hôte 
 

Dans les cellules infectées, le VIH est exposé à des facteurs cellulaires de restriction qui 

interagissent avec les protéines du virus pour inhiber sa réplication. Ces facteurs viennent 

s’ajouter aux défenses du système immunitaire inné et adaptatif.  

  

III-1-a-Facteurs cellulaires qui interfèrent avec la réplication virale du VIH 

 

L’infection par le VIH provoque la sécrétion de plusieurs molécules ainsi que des 

facteurs cellulaires de restriction du VIH-1 (voir figure 18) (116).  

Les facteurs de restriction les plus connus sont : 

1- La protéine APOBEC3G : membre de la famille des 7 cytidines désaminases de type 

APOBEC3 "apolipoprotein B mRNA-editing catalytic polypeptide". APOBEC3G agit sur les 
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brins monocaténaires d’ADN ou d’ARN en catalysant la désamination qui transforme les résidus 

cytosine en uridine (C→U). APOBECγG est produite par les cellules infectées et elle est 

encapsidée dans les particules virales VIH-1 néoformées (117). Une fois que ces dernières 

infectent une nouvelle cellule cible, APOBEC3G agit à des stades précoces de la reverse 

transcription et la synthèse de l’ADNc viral pour produire des provirus inactifs porteurs de 

nombreuses mutations de sorte qu’ils soient incapables de produire des protéines virales 

fonctionnelles. Cependant cette enzyme est neutralisée par la protéine virale Vif qui forme un 

complexe avec d’autres protéines cellulaires (Eγ, CBFβ, CUL5, ELOB, ELOC…) pour induire la 

polyubiquitination puis la dégradation d’APOBECγG (117, 118). 

2- La protéine BST-2 (Téthérine) : cette protéine est responsable de la rétention des particules 

virales à la surface cellulaire et bloque ainsi leur libération. Cependant, la protéine virale Vpu 

peut induire sa dégradation et débloquer cette étape de restriction du virus (119). Des études 

récentes ont montré que la protéine virale Nef peut aussi avoir une action antagoniste des 

facteurs de restriction de la famille des téthérines chez le VIH-1 groupe O (120) . 

3- La protéine TRIM5α: cette protéine se lie à la capside virale en induisant une décapsidation 

prématurée et de ce fait une reverse transcription aberrante conduisant à une réduction voire 

annulation de l’infection virale (121). Cependant, alors que la TRIM5α humaine n’est pas 

associée à une restriction de VIH-1 chez l’homme, la TRIM5α simienne inhibe fortement la 

réplication du VIH-1 chez les macaques. De plus la liaison de TRIM5α simienne à la capside 

virale stimule le développement des réponses innées qui permettent d’augmenter le contrôle de 

l’infection (122).  

4- La protéine SAMHD1: c’est une phospho-hydrolase responsable de la réduction de la 

concentration de désoxynucléoside triphosphates (dNTP) libres dans le cytoplasme cellulaire. 

Ceux-ci sont utilisés pour la reverse transcription de l’ARN en ADN viral. La déplétion des 

dNTPs conduit à la réduction de la reverse transcription du génome viral et par conséquent la 

réduction de l’établissement du provirus. Chez l’homme, SAMHD1 est exprimée dans certaines 

cellules myéloïdes et LT CD4+ quiescentes. Elle est indispensable pour la restriction de la 

réplication du VIH-1 dans plusieurs cellules notamment les macrophages et les cellules 

endométriales (123, 124). Lors d’une infection par le VIH-β chez l’homme ou le SIV chez les 

macaques, l’action de SAMHD1 est contrebalancée par la protéine virale accessoire Vpx qui 

induit la liaison de SAMHDl a des ubiquitines-ligases, permettant ainsi sa dégradation efficace 
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par le protéasome (125). Cette action de Vpx peut être aussi complémentée par l’action d’une 

autre protéine virale Vpr, comme cela a été observé chez les singes verts d'Afrique (126).  

 

III-1- b-Immunité innée et adaptative contre le VIH 
 

L’entrée du VIH dans l’organisme stimule rapidement les défenses immunitaires de 

l’hôte et génère une réaction inflammatoire locale (figure 12). Cela permet l’activation du 

complément et des cellules du système inné dont certaines agissent par la sécrétion de molécules 

antivirales solubles alors que d’autres possèdent des fonctions cytotoxiques notamment les 

cellules NK (pour natural killer). Les signaux pro-inflammatoires permettent aussi le recrutement 

des cellules présentatrices de l’antigène (CPA) ayant un rôle déterminant dans la mise en place et 

la maturation des réponses adaptatives impliquant à la fois les lymphocytes T et B.  

 

 

 

Figure 12. Les différents acteurs de l’immunité innée et adaptative et leurs rôles potentiels dans l’infection 
lentivirale (127).  
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III-1-b-1- Les cytokines pro-inflammatoires en primo-infection 
 

Durant les premiers jours qui suivent l’infection, il y a un nuage cytokinique maintenu 

pendant plusieurs jours et composé de nombreuses molécules pro-inflammatoires (TNF, IFN , 

IL-10, IL-15, IL-18, et IL-22). Ces dernières jouent un rôle important dans la régulation des 

réponses innées et adaptatives (figure 13) (128). Cependant une production accrue de ces 

cytokines peut avoir des effets néfastes sur l’efficacité et la spécificité de la réponse immune 

(129), d’où l’utilisation de l’IL-10 par exemple comme marqueur dont l’élévation est 

défavorable pour l’évolution de la maladie (130). Parmi les cytokines, la famille des IFN type I 

initie une réponse anti-VIH large en favorisant à la fois l’activation des cellules immunes mais 

aussi la production des facteurs de restriction du VIH. 

 

 

Figure 13.  Évolution du taux de cytokines pro-inflammatoires pendant la phase précoce de l’infection (129). 

 

III-1-b-2- Les acteurs de l’immunité innée contre le VIH 
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Le système inné comprend différents acteurs cellulaires tels que les basophiles, 

éosinophiles, neutrophiles, ainsi que les cellules dendritiques, monocytes/macrophages et 

cellules NK. Ces trois dernières étant les plus impliquées dans le contrôle du VIH. 

 

III-1-b-2-i- Les cellules “Natural Killer” (NK) 
 

Les cellules NK ne sont pas favorables à une réplication productive du VIH-1 (131). 

Suite à l’activation par les IFN de type I, les NK deviennent capables de reconnaitre le virus, soit 

directement par des mécanismes peu élucidés, soit indirectement par l’interaction de leurs 

récepteurs de surface CD16 avec le fragment Fc d’un anticorps fixé sur le virus (132). Par le bais 

de ces interactions, les cellules NK initient des réponses cytotoxiques précoces mais aussi 

tardives dirigées contre les cellules infectées. Celles-ci sont liées à la sécrétion par les NK  de 

cytokines pro-inflammatoires, de granules lytiques et des molécules antivirales solubles tel que 

MIP1-α , MIP-1β et RANTES qui sont des ligands du récepteur CCR5 bloquant ainsi une 

fixation potentielle du VIH sur des cellules CCR5+ permissives à l’infection (133). Lorsque ces 

mécanismes de cytotoxicité sont médiés par le fragment Fc d’un anticorps on parle du  processus 

de cytotoxicité cellulaire dépendante d’anticorps « ADCC » (pour « antibody dependent cell 

cytotoxicity »). Ce mécanisme participe au contrôle viral efficace, médié par les cellules NK, de 

l’infection chez certains individus infectés (134). Les individus ayant les haplotypes HLA B*27 

et B*57 exprime à leurs surfaces, les ligands des récepteurs spécifiques de la famille KIR 

(présents à la surface des NK). Cela engendre un recrutement puis une activation importante des 

NK qui acquièrent des propriétés polyfonctionnelles particulières, liées à une progression lente 

de la maladie (135). Toutefois des protéines virales, notamment Nef peuvent altérer ces réponses. 

 

III-1-b-2-ii- Monocytes/macrophages et cellules dendritiques : des cellules présentatrices 
d’antigènes 
 

Durant l’infection par le VIH-1, les cellules dendritiques et les monocytes/macrophages 

jouent des rôles complexes et parfois contradictoires. D’une part, elles peuvent faciliter la 

dissémination du virus et sa transmission aux cellules T CD4+ (voir chapitre I. partie II-2-c-2), et 

d’autre part, elles sont des acteurs clé de l’activité antivirale directe par la production de facteurs 
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antiviraux (APOBEC, SAMHD1…), de molécules pro-inflammatoires notamment des cytokines 

(IL-12, IL-15, et IL-18) et des interférons permettant aussi l’activation des cellules T. Ces 

cellules jouent aussi un rôle indirect dans l’initiation « priming » des réponses adaptatives par 

une présentation antigénique spécifique, particulièrement aux cellules T localisées au niveau des 

niches immunologiques (136). Les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) dites 

"professionnelles " sont les macrophages et les cellules dendritiques ces dernières assurent la 

meilleure présentation antigénique aux cellules T. Les lymphocytes B expriment également les 

molécules du CMH-II et fonctionnent d’une manière similaire aux CPAs spécialisées, mais pour 

des réponses secondaires, même si elles ne sont pas considérées comme faisant partie du système 

immunitaire inné. Dans les cellules dendritiques, selon leurs natures et origines les antigènes sont 

dégradés de façon différente et sont associés à des CMH différents de classe I ou II (figure 14). 

En général les antigènes sont présentés aux LT CD4+ par les molécules de CMH-II et aux  LT 

CD8+ par les molécules de CMH-I. Cependant, certains antigènes, qui sont normalement 

présentés par les CMH-II, peuvent être exposés aux LT CD8+ par les molécules CMH-I par un 

phénomène qualifié de présentation croisée, exercé par les DC (Fig. 14 (c)) (137).  
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Figure 14.  Activation spécifiques des cellules T CD4+ et CD8+ après dégradation et présentation des 
antigènes par les cellules dendritiques (adaptée de Heath et al. & Stohl et al. (138, 139)). Au niveau du 
cytoplasme des cellules dendritiques, les protéines endogènes (provenant de la cellule elle-même ou produites suite 
à une infection pathogène telle que par le VIH) sont dégradées par le protéasome (a), puis les antigènes sont 
transportés via des protéines chaperones (TAP pour « transporter associated with antigen-processing ») vers le 
réticulum endoplasmique où  ils s’associent préférentiellement aux CMH-I pour former un complexe reconnu par les 
cellules T CD8+ cytotoxiques. En revanche les antigènes exogènes internalisés notamment par phagocytose sont 
dégradés dans les lysosomes puis essentiellement couplés aux CMH-II pour une présentation ultérieure aux cellules 
TCD4+ (b). Il faut noter que les molécules de CMH-II ne peuvent interagir avec l’antigène que tardivement au 
niveau des endosomes après libération de leurs sites de liaisons à l’antigène des protéines chaperonnes I (CD74) et 
du fragment CLIP. Toutefois certains antigènes issus de la dégradation des  peptides endogènes peuvent être 
reconnus par les CMH-II, et en outre les CHM-I peuvent se lier à des peptides dérivés de protéines exogènes 
internalisées par endocytose ou phagocytose (c), et permettant la présentation de ces derniers aux cellules TCD8+ 
cytotoxique par un phénomène caractéristique des cellules dendritiques appelé la présentation croisée. Toutefois 
l’activation efficace des cellules T implique la reconnaissance entre différents récepteurs à la membrane des LT et 
des DC, parmi lesquels le TCR et le CMH chargé d’antigène (d).   

 

a

b

c

d
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La disponibilité quantitative et temporelle de l’antigène est totalement dépendante des 

mécanismes de dégradation et de présentation qui sont donc des facteurs clés de 

l’immunogénicité. En effet, il a été montré qu’une présentation des antigènes par les CMH-II par 

les macrophages après dégradation poussée de ce dernier est moins immunogène que cette même 

voie de présentation par les cellules dendritiques où cet antigène est moins dégradé (137). De 

plus, il a été récemment démontré qu’une dégradation différente des antigènes du VIH par les 

cellules dendritiques et les macrophages est directement associée à leur immunogénicité, les 

antigènes dominants (essentiellement de Gag) étant moins dégradés et ayant une production 

favorisée dans tous les compartiments cellulaires par rapport aux antigènes moins dominants. La 

stabilité intracellulaire des épitopes immunodominants permet une association optimale avec les 

molécules de CMH-I et une meilleure présentation-croisée aux LT CD8+ cytotoxiques. De façon 

intéressante la mutation de ces épitopes altère significativement la dégradation de l’antigène et 

contribue à une présentation inefficace aux cellules immunitaire participant à l'échappement viral 

(140). 

 

III-1-b-2-iii- Les lymphocytes δ  
 

Les lymphocytes δ sont dépourvus du récepteur CD4+ et de fait non-permissifs à une 

infection par le VIH. Ces cellules participent aux défenses innées contre l’infection en 

empêchant l’infection des cellules cibles grâce à leur production de cytokines et de molécules 

antivirales (MIP-1-α , MIP-1β et RANTES qui rentrent en compétition dans l’utilisation des co-

récepteurs d’entrée), et en assurant une lyse des cellules infectées (133). Cependant ce type de 

cellules est fortement altéré pendant l’infection par le VIH, ce qui contribue à l’échappement 

viral aux défenses de l’hôte (141). 

 

III-1-c-Les acteurs de l’immunité adaptative contre le VIH 
 

Les acteurs des réponses adaptatives sont essentiellement les lymphocytes LT (CD4+ et 

CD8+) et LB responsables respectivement des réponses cellulaires et humorales.  
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III-1-c-1-Généralités sur la réponse immune 
 

Les lymphocytes T (LT) et B (LB) sont différenciés à partir de précurseurs générés au 

niveau de la moelle osseuse. Une maturation supplémentaire des LT a lieu dans le thymus 

permettant de sélectionner des LT CD4+ et LT CD8+ naïfs ayant une affinité optimale pour 

l’antigène et une absence de LT auto-réactifs (142). Ainsi les cellules T et B « naïves » 

(qualifiées ainsi du fait qu’elles n’ont pas encore rencontré l’antigène cible à la périphérie) sont 

libérées à la périphérie où elles circulent en recherche de pathogènes ou migrent vers les tissus 

affectés. Contrairement aux réponses innées qui sont rapidement déclenchées face à un large 

spectre antigénique, les réponses adaptatives sont initiées plus tardivement avec une forte 

spécificité antigénique. Elles sont aussi caractérisées par la mise en place d’une réponse mémoire 

permettant leur persistance à long terme chez l’individu. La mémoire immunitaire est associée à 

une réponse forte, rapide et spécifique lors d’une ré-exposition au même antigène (143). Les LB 

peuvent s’activer suite à une reconnaissance directe de l’antigène par leur récepteurs de surface 

BCR (pour « B cell receptor »). Cet antigène (Ag) peut être de nature diverse : lipidique, 

protéique ou de type  polysaccharide (144). En revanche, l’activation des lymphocytes T 

nécessite l’intervention des cellules CPAs qui exposent des antigènes exclusivement peptidiques 

de 8-10 acides aminés, associés à des molécules du CMH, aux récepteurs de surfaces des cellules 

T : le TCR (pour « T cell receptor ») dans les ganglions lymphatiques. Toutefois, cette étape 

seule, n’est pas suffisante pour une activation fonctionnelle des LT. En effet, cette dernière 

requière deux signaux (142) dont le défaut peut aboutir à un état d’anergie (blocage de réponse 

cellulaire) (Voir figure14 (d), partie III-1-b-2- ii). 

1- La reconnaissance du complexe (Ag + CMH) par le complexe TCR-CD3 du lymphocyte. 

Le CD3 est impliqué dans  la transduction des signaux d'activation des cellules T. 

2- Les co-stimulations qui sont établies par  reconnaissance de récepteurs de co-stimulation 

notamment le CD28 à la surface des LT et des protéines ligants telles que le CD80 et CD86 à la 

surface des DC. 

En addition 

3- Le micro-environnement cytokinique joue un rôle déterminant dans l’activation et la 

différenciation des cellules T.  
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La combinaison de ces trois signaux joue un rôle déterminant dans la différenciation et la 

polarisation des lymphocytes T (142). 

Il est intéressant de noter que chaque clone (constituée de cellules identiques) de LT ou de LB, 

présente à sa surface un seul type de molécules de TCR ou de BCR, respectivement. Ces 

récepteurs sont issus de réarrangements génétiques complexes (142, 145). Cela permet 

l’établissement, chez l’individu, d’un répertoire lymphocytaire large et diversifié doté d’une très 

forte spécificité à l’antigène. Il est toutefois possible qu’un même récepteur puisse reconnaitre 

différents antigènes ou qu’un même antigène soit reconnu par différents récepteurs. Cette 

« plasticité » du TCR est à la base d’un meilleur contrôle des pathogènes, notamment le VIH.  

L’interaction entre les récepteurs et l’antigène présente plusieurs caractéristiques : 

1- L'affinité du TCR (affinity) : définit la force physique de l'interaction (constante d’équilibre) 

entre un TCR et un complexe CMH-Ag (146). 

2- l’avidité (avidity) μ c’est la force d'interaction entre les molécules de TCR d’un même LT et 

les complexes CMH-Ag (146). Ceci est différent de l'avidité fonctionnelle qui permet une 

quantification in vitro de l’état d’activation des LTs exposés à des quantités variables d’antigène. 

Les LTs ayant une forte avidité fonctionnelle répondent à de faibles doses d'antigène, ces 

derniers sont associés à un meilleur contrôle du VIH (146). 

3- La magnitude de la réponse (breadth) : définit le spectre d’antigènes reconnu par le 

répertoire de cellules T.  

4- La diversité de la réponse (depth) : définit le nombre de cellules T naïves capables de 

répondre contre un pathogène particulier,  reflétant la diversité du répertoire (147).  

 

III-1-c-2-Les lymphocytes T 

  

Les lymphocytes T spécifiques d’un antigène vont se différencier en générant des 

populations hétérogènes incluant des cellules à fonctions effectrices immédiates ainsi que des 

cellules mémoires (142, 143, 147). Les cellules effectrices immédiates prolifèrent activement 

suivant la reconnaissance d’antigène durant la phase d’expansion primaire, se disséminent dans 

les tissus infectés, puis leur nombre décroit rapidement après le contrôle initial du pathogène 
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dans la phase de contraction. Pendant cette phase, les cellules T mémoires (particulièrement 

centrales mémoires) sont amplifiées (143, 148) et seront maintenues dans les organes 

lymphoïdes jusqu'à une seconde exposition à l’antigène résultant de leur réémergence à la 

périphérie et leur différenciation en différents types cellulaire dont les cellules effectrices 

immédiates.  

 

III-1-c-2-i-Différenciation  des lymphocytes T 
 

Il est clairement admis que le contrôle d’agents pathogènes persistants tel que VIH-1 

requiert des réponses immunes persistantes, donc comprenant des cellules mémoires. Les 

différentes populations de cellules mémoires résultent de blocages à différents stades de 

différenciation de cellules spécifiques de l’antigène allant de cellules souches mémoires à des 

cellules effectrices mémoires (149). Cependant, l’origine et les mécanismes de mise en place de 

ces populations de cellules spécifiques de l’antigène restent controversés. En effet, certaines 

hypothèses suggèrent que plusieurs cellules naïves spécifiques d’un même antigène participent 

chacune à la génération d’un type de cellules effectrices ou mémoires différentes, formant 

ensemble le pool hétérogène. A l’inverse, d’autres hypothèses suggèrent qu’une seule cellule 

naïve pourrait générer plusieurs cellules filles ayant chacune un potentiel de différenciation 

distinct (cellule souche mémoire (SCM pour «  stem cell-like memory »), centrale mémoire 

(CM), effectrices mémoires (EM)) ainsi que différents précurseurs et cellules en transition (147, 

149). Dans ce dernier cas, la cellule naïve est supposée capable d’évoluer directement vers l’un 

des types cellulaires selon les signaux et niveaux d’activation reçus (une période d’exposition 

brève à l‘antigène favorise les profils moins différenciés alors qu’une exposition plus importante 

à l’Ag engendre le développement de cellules à différenciation terminale) ainsi que certainement 

l’environnement cytokinique (147) (148). 

La caractérisation des propriétés phénotypiques et fonctionnelles des sous-types lymphocytaires 

en fonction de leur contribution respective dans la protection contre les agents pathogènes 

persistant tel que VIH fait l’objet actuellement d’intenses recherches et plusieurs éléments sont 

de plus en plus élucidés. Les cellules T peuvent être distinguées grâce à leurs marqueurs de 

surface (LT CDγ+, CD4+, CDκ+,…) (149), ainsi que par certaines fonctions effectrices, telles 

que leur prolificité, cytotoxicité et la sécrétion de cytokines (143) (figure 15).  
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Figure 15. Différences phénotypiques et fonctionnelles des Lymphocytes T selon leurs stades de 
différentiation (adaptée de Gattinoni et al (149)).  

 

Les cellules précurseurs mémoires PHPC (pour « Precursors with High Proliferation Capacity») 

sont peu caractérisées. Elles sont bloquées à des phases précoces de différenciation suite à une 

absence de stimulation chronique par l’antigène. Ces cellules présentent une capacité d’auto-

régénération élevée et de persistance à long terme en absence d’antigène (150). La mise en place 

de ce type de cellules par un vaccin contre le VIH-1 peut procurer un pool doté d’une capacité 
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proliférative élevée avec une génération rapide des cellules mémoires aptes à contrer la 

réplication du virus. Récemment un type particulier de précurseur, les « cellules souches 

mémoires » TSCM (stem cell like-memory T cells), a été décrit. Ces cellules caractérisées par 

l'expression de certains marqueurs de surfaces (CD45RO−, CCR7+, CD45RA+, CD6βL+, 

CD27+, CD28+ IL-7Rα+ CDλ5+) présentent un phénotype intermédiaire entre les cellules 

naïves et les cellules mémoires (149, 151). L’expression des récepteurs CD6βL et CCR7 permet 

la migration de ces cellules vers les organes lymphoïdes où elles établissent leurs niches et 

conservent leur capacité à s’auto-renouveler et se différencier pour générer des cellules 

mémoires plus différenciées, notamment CM et EM après exposition à l’antigène. Un groupe de 

cellules transitionnelles mémoires (TM) entre les TCM et TEM, peut être distingué par l’expression 

du récepteur CD27.  

Les cellules TCM sont caractérisées par une forte capacité de prolifération et de persistance (avec 

auto-regénération) et ont été souvent considérées comme « les cellules précurseurs» des cellules 

T chez l’adulte. Ces cellules CD6βL+ CCR7+ sont préférentiellement trouvées au niveau des 

organes lymphoïdes où elles sont stimulées par l’antigène. Ces cellules sont marquées par une 

sécrétion importante de d’IL-2 directement impliquée dans la prolifération des LT.  

La différenciation des  LT mémoires en TEM ou en cellules à fonction effectrices immédiates très 

différenciées, est accompagnée d’une  réduction de l’expression des marqueurs CD6βL et CCR7, 

d’où une direction préférentielle des cellules vers la périphérie et les tissus. Ces TEM ont moins 

de capacité à proliférer et renouveler leur stock. De même, elles présentent une augmentation des 

marqueurs pro-apoptotiques tel que le CD95, ainsi qu’une augmentation des propriétés 

antivirale dont la production de molécules cytotoxiques (production de Granzyme, perforine…) 

et d’IFN-. Les cellules effectrices terminales (TEFF) ont une très forte cytotoxicité mais une 

durée de vie limitée. 

 

III-1-c-2-ii Les signaux homéostatiques : rôle dans l’activation et le maintien des réponses T 
 

Les cellules T expriment à leur surface des récepteurs de cytokine ayant une chaine 

commune gamma «  ». Ces derniers sont capables de lier l’IL-β, l’IL-15 et l’IL-7. L’IL-2 joue 

un rôle primordial dans l’activation et la prolifération des LT surtout les cellules effectrices (TEM 
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et TEFF), mais aussi les cellules naïves (TN) et les cellules précurseurs mémoires. Ces dernières 

sont particulièrement  sensibles aux cytokines IL-15 et IL-7. Des études in vitro ont montré que 

les cellules TSCM peuvent être générées ex vivo à partir des cellules naïves stimulées par 

l’antigène en présence des cytokines IL-7 et IL-15, puis sont capables de se différencier en 

cellules CM (TCM) et EM (TEM) (152). L’IL-15 et l’IL-7 induisent respectivement une 

recirculation des cellules T mémoires vers la périphérie et une augmentation de leur 

prolifération. Ces cytokines peuvent induire la prolifération des cellules T mémoires en absence 

d’antigène, ce qui est indispensable pour la préservation des cellules spécifiques de l’antigène et 

le maintien de l’homéostasie lymphocytaire (capacité de se maintenir, se différencier et générer 

des cellules mémoires).  

 

III-1-c-2-iii-Les types de  lymphocytes  T : LT CD4+ et LT CD8+ 

  

Les LT CD4+ jouent essentiellement le rôle de cellules auxiliaires « helper » et sont 

constitués de  différents sous-types. On distingue : (1) les lymphocytes de type Th1 (produisant 

plusieurs cytokines, majoritairement l’IL-2 et l’IFN- ) qui sont impliqués dans le maintien des 

réponses LT CD8+ et sont dominants dans les réponses contre les agents viraux et bactériens 

(153) ; (2) Les lymphocytes Th2 sécrètent les interleukines (par exemple l’IL-6) qui participent à 

l’établissement de réponses pro-inflammatoires et au soutien des LB ; (3) les lymphocytes Th17 

et Th9 impliqués dans les réponses inflammatoires et dans l’élimination des pathogènes 

extracellulaires (bactéries, champignon, parasites) ; (4) les cellules régulatrices Treg pouvant 

inhiber les autres type de réponses ; (5) et aussi les cellules Tfh qui jouent un rôle crucial dans 

maturation des LB et qui produisent l’IL-21 (142). 

Les LT CD8+ jouent essentiellement le rôle de « cellules tueuses ». En effet, elles assurent 

l’élimination des cellules infectées via la sécrétion de substances lytiques (Granzymes, perforines 

et d’IFN- ) (148). Les réponses induites par l’infection VIH ainsi que celles induites par 

vaccination anti-VIH ont démontré qu’un maintien des cellules LT CD8+ EM et CM spécifiques 

des antigènes du virus, plutôt que les cellules effectrices immédiates, est essentiel pour un 

contrôle durable de l’infection chez les macaques mais aussi chez l’homme (149, 154). 
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III-1-c-2-iv-Rôle des réponses T dans l’infection VIH 

 

Chez la majorité (≥ λ0%) des individus infectés par le VIH, aucune réponse immune 

protectrice cellulaire ou humorale n’a pu être associée à l’éradication du virus (voir les réponses 

générées ci-dessous). Seule une très faible minorité de personnes naturellement infectées a été 

associée à un contrôle spontané du virus le plus souvent traduit par une persistance du virus chez 

l’hôte mais avec une très faible progression ou pas de progression de la maladie (voir chap. II- 

II). Toutefois, l’évolution des réponses immunes chez les sujets progresseurs et contrôleurs ont 

permis de déterminer des caractéristiques particulières notamment des cellules T guidant le 

développement de vaccins protecteurs. 

 

III-1-c-2-v- L’évolution des réponses cellulaires T durant l’infection naturelle par les lentivirus de 
primates (VIH et SIV) 
 

III-1-c-2-v-A Phase aigüe de l’infection : Rôle majeur des LT CD8+ 
 

Durant la phase aiguë de l’infection, les LT CD8+ constituent les acteurs principaux de la 

réponse T chez la majorité des sujets infectés, les LT CD4+ étant significativement altérés par 

l’infection (155) et présentant une déplétion massive au niveau des muqueuses (particulièrement 

le GALT) et à la périphérie. En effet, une corrélation directe entre l’émergence des LT CD8+ et 

la réduction significative du pic de virémie témoigne du rôle primordial de ces cellules dans le 

contrôle viral initial et cela en l’absence de réponse humorale neutralisante et malgré une 

réduction marquée des LT CD4+ (voir figure 10).    

Il est à noter que le type de la réponse CD8 initiale est un élément indicateur de l’évolution vers 

la maladie ou le maintien du contrôle viral pendant la phase chronique de l’infection. Ainsi une 

réponse cytotoxique forte (principalement contre Gag et Nef) corrèle avec un maintien d’une 

virémie faible et une progression lente de la maladie ; inversement, une faible réponse CD8+ 

initiale corrèle avec une progression rapide vers le SIDA (156). De plus, le rôle majeur des 

CD8+ dans le contrôle viral est bien observé chez les modèles PNH, chez lesquels une déplétion 

expérimentale exclusive des LT CD8+ est associée à une perte du contrôle de la réplication du 

virus et un rebond de la virémie pendant les phases aigües ou tardives (157).  
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Les LT CD8+ spécifiques activés par l’antigène prolifèrent rapidement et secrètent plusieurs 

facteurs antiviraux. Le contrôle du virus par ces cellules s’effectue surtout par la cytolyse des 

cellules infectées. Cette lyse peut être soit directe via l’activation des signaux de mort (par 

interaction de leurs molécules CD95L surexprimés à leurs surfaces avec les récepteurs CD95 

présents sur la cellule cible) (158, 159), soit par la sécrétion de granules lytiques Granzyme et 

perforines. D’autres facteurs solubles non lytiques sont également impliqués dans le contrôle 

viral et sont produits et secrétés rapidement après l’infection par les LT CD8+ activés tel que 

MIP-1α, MIP-1β, TNF-α, IFN-  et des molécules peu connues appelé « CAF » (pour « CD8+ 

cell antiviral factor »). Le facteur soluble CAF intervient dans la restriction de réplication virale 

par un phénomène appelé « CNAR » (pour « CD8+ cell non-cytotoxic antiviral response ») sans 

tuer les cellules cibles. Cette restriction est effectuée exclusivement par un blocage de la 

transcription des gènes viraux et n’intervient pas à d’autres étapes du cycle viral (160, 161). 

Toutefois, la nature du CAF reste peu élucidée. Des études récentes suggèrent que le CAF 

appartient à la famille des IFN de type I (161), la production de ce dernier étant favorisée par la 

sécrétion de l’IL-15 par les DC (162).  

Il a été démontré que le contrôle précoce du virus exercé par les LT CD8+ s’effectue dans le 

cadre d’un spectre de reconnaissance antigénique restreint dirigé majoritairement contre des 

épitopes non-conservés des antigènes Env et Nef (155). Cette forte pression immune se traduit 

par l’émergence rapide de virus mutants notamment dans Nef accompagnée par une décroissance 

rapide de la réponse CD8+ spécifique de Nef environ un mois post-infection (108). Il est 

intéressant de noter que des macaques infectés par un virus SIV atténué, délété dans nef, 

génèrent rapidement les cellules CD8+ protectrices à la périphérie (163) ainsi que dans les 

ganglions lymphatiques (164). Ceci suggère la reconnaissance rapide d’autres antigènes 

vulnérables du virus par les cellules immunitaires. 

Notamment, une réponse spécifique contre Gag se met en place. Deux heures après l’infection 

d’une cellule cible, l’antigène Gag est rapidement présenté aux cellules de l’immunité, 

notamment aux LT CD8+ qui développent une réponse spécifique contre Gag (165). Cette 

réponse est directement associée à la réduction de la virémie chez les macaques infectés par le 

SIV ainsi que chez les sujets infectés par le VIH-1 respectivement. Contrairement aux réponses 

dirigées contre Nef, les réponses CD8+ dirigées contre Gag acquièrent une amplitude maximale 

à la 6éme semaine de l’infection chez les sujets infectés non-traités. Ces réponses sont maintenues 
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pendant une durée variable (pouvant excéder 50 semaines) et sont associées à la réduction de 

virémie et à l’évolution lente de la maladie surtout avec l’amplification des LT CD8+ de type 

CM (108). 

Ce type de réponse qui au début de l’infection est dirigé contre des épitopes peu conservés de 

Gag évolue parallèlement à l’échappement viral pour cibler des épitopes conservés de Gag. De 

même, les réponses LT CD8+ induites contre ces épitopes conservés deviennent majoritaires 

vers la 20ѐme semaine de l’infection et corrèlent avec une meilleure protection contre un virus 

d’épreuve pathogénique chez les macaques (163). Similairement il a été montré chez les sujets 

infectés qu’un enrichissement en cellules LT CD8+ spécifiques à Gag contribue à un meilleur 

contrôle du virus malgré l’immunodominance de la réponse contre Nef au début de l’infection. 

Ces réponses contre Gag sont polyfonctionnelles puisqu’elles sont associées à une production 

simultanée de plusieurs facteurs antiviraux (granules lytiques, chimiokines et cytokines) qui 

permettent une meilleure préservation des cellules LT CD4+ se traduisant par une évolution plus 

lente de la maladie (166). Dans la plupart des études, l’amplitude de la réponse et la 

fonctionnalité des LT CD8+ sont déterminées par évaluation du nombre de cellules produisant 

l’IFN-  par test ELISPOT suite à une stimulation antigénique. Cependant il a été démontré que 

cette aspect n’est pas suffisant pour prédire l’efficacité des réponse des  LT à contrôler le virus 

(155). A l’heure actuelle c’est plutôt les propriétés polyfonctionnelles des cellules qui sont 

associées à leur efficacité de contrôle du virus. Ces dernières pouvant être évaluées par leur 

potentiel à lyser des cellules cibles CD4+ autologues ex vivo en utilisant le test de suppression 

virale. Aussi, les tests multiparamétriques en cytométrie de flux permettent à la fois la 

caractérisation phénotypique et fonctionnelle des cellules T. Ce type d’analyses a permis de 

démontrer chez des patients primo-infectés (dans les premiers 6 mois) qu’un taux augmenté de 

cellules CD8+ ayant des marqueurs de cellules naïves est synonyme d’un meilleur pronostic et 

qu’un taux augmenté en cellules de type transitionnelles mémoires plutôt qu’effectrices 

mémoires spécifiques du VIH permet un meilleur contrôle du virus (167). Toutefois  il faut noter 

que pendant cette phase la plupart des cellules CD8+ sont très activées et donc susceptibles à la 

mort par apoptose (168). Enfin, la surexpression de certains marqueurs d’exhaustion notamment 

PD-1 par les LT spécifiques au VIH, corrèle avec une progression rapide de la maladie (167). 
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III-1-c-2-v-B- Phase aigüe de l’infection : Rôle des LT CD4+ 
  

Les LT CD4+ constituent la cible majeure d’infection et de réplication du VIH-1 mais ils 

restent un des éléments clé dans la mise en place de la réponse immune qui contrôle la 

réplication virale malgré les déplétions et les altérations majeures causées par le virus. Leur perte 

rapide (2-3 semaines post infection) par exemple chez les macaques infectés expérimentalement 

avec le virus chimérique SHIV entraîne immédiatement la maladie (SIDA) et la mort des 

animaux (92). De même, une déplétion expérimentale totale des LT CD4+ présents à la 

périphérie et dans les ganglions lymphatiques, chez des macaques préalablement à leur infection 

par le SIV, provoque la perte du contrôle de virémie initiale effectuée par les LT CD8+ 

spécifiques ; et les animaux déplétés et infectés par SIV progressent plus rapidement vers la 

maladie (169). Plusieurs études ont démontré que durant l’infection aigue par SIV chez le 

macaque, la population de LT CD4+ EM constitue la cible la plus déplétée contrairement aux 

cellules naïves et CM qui sont préférentiellement maintenues dans les organes lymphoïdes. Ces 

cellules CM ont la capacité de proliférer et migrer vers les sites d’infection en parallèle avec les 

cellules transitionnelles mémoires, et dont une fraction peut générer un nouveau stock de LT 

CD4+ EM spécifiques du virus (57). La préservation des cellules CM corrèle avec une 

progression plus lente de la maladie (57). Le rôle protecteur des LT CD4+ est surtout lié à leur 

fonction auxiliaire et la sécrétion de cytokines telles que l’IL-β et l’IL-21 nécessaires pour 

l’efficacité des réponses LT CD8+ et des LB (127). Cependant il a été montré que les LT CD4+ 

pourraient avoir des propriétés cytotoxiques directes anti-VIH similaires à celles des LT CD8+ 

contribuant ainsi à la réduction de la virémie dès la phase aigüe de l’infection (157, 170). Dans 

ce cas les cellules T CD4+ sont caractérisées par l'expression de niveaux élevés de Granzymes A 

et B et de perforines (170). Chez 55 patients infectés, l’évaluation des réponses LT CD4+ durant 

la phase aigüe a montré que ces réponses étaient majoritairement dirigées contre des épitopes 

conservés de l’antigène Gag puis à un niveau plus faible contre les antigènes Env et Nef. Cette 

réponse était maintenue durant la phase chronique pour les même épitopes contrairement à la 

réponse LT CDκ+ qui peut montrer un changement d’immunodominance au cours de l’infection 

(171). L’observation intéressante est celle d’une corrélation inverse entre la progression de la 

maladie et le rapport des LT CD4+ spécifiques (Env/Gag) et qu’un enrichissement en LT CD4+ 

spécifiques à Gag est associé avec un meilleur contrôle du virus (171-173). 
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En outre, pendant la phase aigüe une population particulière des LT CD4+, les cellules T 

régulatrices (Treg) s’accumulent au niveau de la muqueuse du tractus digestif GUT en 

conservant leur pouvoir suppressif des réponses immune T malgré l’infection (174). En effet 

l’altération du ratio Treg/Th17 en faveur d’une accumulation des Treg compense l’effet 

favorable de ces cellules dans la réduction de l’inflammation et l’activation générale des cellules 

immunitaires. Dans ce cas l’accumulation des Treg provoque l’altération des réponses T CD4+ et 

CD8+ ainsi que  leur différenciation, corrélant avec une progression plus rapide de la maladie 

(57, 174).  

 

III-1-c-2-v-C-Phase chronique de l’infection : évolution des réponses LT CD8+ et LT CD4+ 

 

En plus de l’altération des réponses T observées dans la phase aigüe, la stimulation 

antigénique liée à l’expression continuelle des antigènes viraux du VIH-1 et l’altération des 

fonctions auxiliaires des LT CD4+ (helper) pendant la phase chronique aboutissent au 

phénomène d’exhaustion des réponses T CD4+ et CDκ+ (175, 176). Elle se traduit par une perte 

significative des propriétés prolifératives et sécrétoires des LT (due à la réduction de production 

et de sensibilité à l’IL-2 (177) (174)) ainsi qu’une dérégulation de leurs différenciation (175). A 

cela s’ajoute une augmentation de leur mort induite soit par infection lytique avec le virus, soit 

par apoptose médiée par les protéines virales ou soit encore par des signaux de mort délivrés par 

les cellules infectées précédemment décrits (Chapitre II partie I-1). Il s’agit de l’effet de 

proximité « bystander effect » qui est responsable de la mort de la majorité des cellules T CD4+ 

plutôt que par infection directe. L’activation immune chronique pendant cette phase induit la 

surexpression de plusieurs marqueurs d’activation sur les LT dont le CDγκ, HLA-DR, CD71, 

Ki67 et PD-1 corrélant avec un phénotype pré-apoptotique de ces cellules (57, 176). 

Ainsi, chez les sujet progresseurs et des macaques infectés, les cellules LT CD4+ et LT CD8+ 

effecteurs qui existent durant la phase chronique de la réplication virale, sont pour la plupart  

susceptibles à l’apoptose. De plus durant cette phase il y a une réduction importante du nombre 

des cellules TN et TCM (175, 178, 179). Cette réduction des cellules naïves et CM serait due à leur 

différenciation accrue en cellules effectrices en réponse à la stimulation antigénique continue au 

dépend de leur auto-renouvèlement. Il y a donc une raréfaction des cellules T exprimant le 

récepteur de l’IL-7 à la périphérie et dans les organes lymphoïdes ainsi qu’une réduction de 
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l’accessibilité à cette cytokine dans les organes lymphoïdes à cause de l’inflammation (57, 178). 

De façon intéressante, la diminution des marqueurs CD127 et CD122 qui sont des récepteurs de 

l’IL-7 est associée à l’exhaustion (175). En effet, il a été démontré chez les macaques ainsi que 

chez l’homme, qu’un maintien des LT CD4+ CM (57, 178) et LT CD8+ CM (108, 178, 179) 

corrèle avec un meilleur contrôle viral et une progression plus lente de la maladie. En revanche, 

une augmentation du pool des cellules EM à la périphérie est associée à une progression plus 

rapide de la maladie (167, 179). Une activation similaire des LT CD4+ effecteurs dans le cadre 

d’un essai vaccinal à base d’un vecteur adénoviral chez l’homme a été associée à l’augmentation 

de LT CD4+ activés, cibles du virus. Cette augmentation a abouti à l’échec de cet essai avec un 

taux d’infection et une virémie supérieure chez les individus vaccinés par rapport au non 

vaccinés qui se sont infectés  par le VIH-1 (180).  

Chez les sujets chroniquement infectés par le VIH-1, il a été récemment démontré que les 

cellules souches mémoires TSCM et les cellules centrales mémoires T CD4+ et CD8+ sont 

fortement associées au contrôle viral (179). Similairement à d’autres études, une faible 

proportion de ces cellules TSCM CD4+ et CD8+ a été détectée dans les tissus lymphoïdes et le 

sang humain (181). Pourtant 30% de ces cellules présentent à leur surface l’intégrine α4β7 

permettant leur translocation vers le GALT. Ces observations suggèrent que l’induction de 

cellules TSCM par vaccination permettrait un meilleur contrôle  des premiers évènements de 

réplication virale au niveau du GALT. 

Les cellules TSCM CD4+ sont responsables du maintien des cellules TSCM CD8+ et leur fréquence 

est proportionnelle à celles des cellules CD4+ CM. Ainsi, il est ainsi suggéré que les cellules 

TSCM sont impliquées dans la génération in vivo des populations CM, ces dernières pouvant se 

différencier en EM. De plus dans cette étude Ribiero et al ont montré une corrélation inverse 

entre la persistance des antigènes viraux et la proportion des TSCM, avec une diminution 

significative des TSCM CD8+ chez les individus progresseurs (179). Ces résultats renforcent 

l’observation faite chez les macaques rhésus infectés par le SIV, chez lesquels les cellules TSCM 

CD8+ spécifiques contre le virus sont générées rapidement après β1 jours de l’infection et sont 

maintenues longtemps après élimination de leurs antigènes cibles après l’échappement virale 

(151). L’ensemble de ces données est en accord avec l’importance de générer de telles cellules 

par les vaccins anti-VIH-1. 
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Comme lors de la phase aigüe de l’infection, il y a une corrélation inverse entre les réponses T 

spécifiques à Env et la progression de l’infection contrairement aux réponses en cellules 

mémoires (LT CD4+ et LT CD8+ CM) dirigées contre Gag qui corrèlent avec un contrôle viral 

(108, 155, 172). Les épitopes conservés de la p24 de Gag sont reconnus à la fois par les LT 

CD8+ et les LT CD4+ mémoires suggérant un double ciblage des antigènes viraux 

immunodominants (172). De même, il a été prouvé qu’une réponse T CD4+ et CDκ+ 

polyfonctionnelle (impliquant IFN-, IL-2, Granzyme, Perforine, TNF-,…) dirigée contre des 

épitopes conservés dans Gag est nécessaire au contrôle viral (159, 182). De plus une réponse LT 

CD8+ anti-Gag ayant un large spectre de reconnaissance antigénique contre des épitopes 

conservés, corrèle avec une réduction de la progression de l’infection chez les individus ainsi que 

chez les macaques infectés. Ces réponses persistantes comportent une combinaison de cellules 

TCM et des réponses de novo contre les nouveaux variants échappant au contrôle et responsable 

de la réplication virale continuelle (108, 163). De plus, chez des individus infectés traités aux 

HAART, une réponse LT CD8+ particulière de type CM ayant un spectre de reconnaissance 

large des épitopes conservés contribue à l’élimination des cellules du réservoir (183). Ainsi des 

stratégies de vaccination actuelles proposent de développer des vaccins exprimant uniquement 

les épitopes conservés et/ou vulnérable aux réponses T (184, 185). 

Cependant il est important de noter que la réponse dirigée contre d’autres antigènes du VIH peut 

aussi intervenir dans le contrôle viral telle que notamment la réponse T CD8+ contre Nef (109, 

177). En outre la présence de ces réponses semble jouer un rôle dans l’augmentation de 

l’efficacité des réponses anti-Gag dans le contrôle viral (183). 

 

III-1-c-2-v-D-Les réponses LT CD8+ et LT CD4+ chez les contrôleurs naturels de l’infection et leurs 
association avec la protection. 

  
Des réponses T CD4+ et CD8+ polyfonctionnelles (capables de produire différentes 

chimiokines, cytokines et ayant une forte capacité prolifératrice suite à la réactivation par 

l’antigène) contre les antigènes Gag et Nef sont associées à une protection chez les contrôleurs 

naturels du VIH-1 qui possèdent ces cellules au niveau des muqueuses (157). Le contrôle viral 

est essentiellement lié aux cellules T CD8+ possédant des propriétés distinctes chez les individus 
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progresseurs et les contrôleurs à long-terme (127). Chez ces derniers les LT CD8+ sont 

polyfonctionnelles (157).   

Cependant, chez un faible nombre de contrôleurs naturels du virus, la réponse LT CDκ+ n’est 

pas le principal acteur de ce contrôle. Récemment, ce profil a été mimé pour la première fois 

chez le modèle macaque, suggérant un rôle important des cellules LT CD4+ activés dans le 

control viral (186) .   

 

III-1-c-3- Les lymphocytes B 
 

III-1-c-3-i-Différenciation des lymphocytes B 
 

Les cellules B peuvent exprimer à leur surface des immunoglobulines de cinq isotypes 

différents IgA, IgD, IgE, IgG et IgM. Les cellules B naïves (IgM+) migrent au niveau des 

organes lymphoïdes secondaires (rate et ganglions lymphatiques). Elles se localisent dans une 

zone particulière (zone folliculaire B) qui avoisine une autre zone riche en cellules T, 

particulièrement les cellules folliculaires T auxiliaires (Tfh) (figure16). Dans ces follicules, les 

cellules B vont être activées par l’antigène de façon directe ou via les CPAs résidantes puis vont 

se différencier en cellules B mémoires et plasmocytes en fonction  du type d’interaction avec les 

cellules Tfh (144, 145). Cette interaction a un impact majeur sur la maturation de la réponse B 

spécifique de l'antigène dans le contexte d'infection ou de vaccination notamment contre le VIH-

1 et SIV (164). 

Selon l’interaction avec les cellules Tfh, la cellule B activée par l’antigène se différencie soit 

en cellule B extra-folliculaire dotée d’une courte durée de vie, soit en cellule B mémoire en 

dehors du centre germinatif suite à un contact de courte durée avec les Tfh, soit encore en cellule 

B mémoire dépendante du centre germinatif suite à une interaction prolongée avec les cellules 

Tfh (144). L’interaction des Tfh avec ces deux types de cellules mémoires permet leur 

commutation isotypique définissant la variation du type d’immunoglobuline qu’elles expriment 

ou secrètent (initialement IgM) en IgG, IgA ou IgE (144, 187). Cependant seules les cellules du 

centre germinatif sont soumises au phénomène de maturation d’affinité (affinity maturation). La 

région du BCR subit des hypermutations somatiques qui aboutissent à la fois à l’augmentation de 
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l’affinité des cellules B et leur spectre de reconnaissance antigénique ainsi que la diversité du 

répertoire B. Ce phénomène contribue ainsi à une meilleure protection contre les pathogènes et la 

génération d’anticorps à large spectre de neutralisation tels que ceux associés au contrôle du 

VIH.  

Contrairement aux cellules T effectrices, les cellules B qui secrètent les anticorps suite à une 

stimulation antigénique spécifique ne sont pas obligées de circuler à la périphérie pour 

neutraliser le pathogène. Ces dernières ayant différents stades de maturation peuvent circuler 

dans le sang ou résider dans les tissus, y compris les tissus lymphoïdes (la rate, les ganglions 

lymphatiques et la moelle osseuse) et produisent des titres élevés d’anticorps après un rappel 

antigénique (188).  

 

Figure 16. Génération des cellules B mémoires et plasmocytes spécifiques suite à des hypermutations 
somatiques au niveau du centre germinatif (145). Dans les organes lymphoïdes secondaires, les cellules B 
mémoires se concentrent au niveau des structures appelées centres germinatifs composés chacun de deux zones 
distinctes : la zone claire (light zone) et la zone foncée (Dark zone). Dans cette zone foncée les cellules B sont 
exposées au phénomène d’hypermutations somatiques (SHM) touchant les gènes codant aux régions variables (IgV) 
des immunoglobulines. Ces cellules transitent vers la zone claire où les cellules sont scannées par les cellules 
dendritiques folliculaires (FDC) présentant l’Ag, et seules les LB dotées d’une haute affinité pour l'antigène et 
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interagissant longtemps avec les Tfh, sont sélectionnées. Les cellules B sont activées suite à une interaction 
d’affinité variable entre les CMH-II de ces cellules et le TCR du Tfh. Ceci a lieu en parallèle avec les signaux de 
costimulation impliquant le complexe CD40/CD40L et les signaux cytokiniques (IL-21). La majorité de ces cellules 
B n’ayant pas une accessibilité et activation optimale par les Tfh meurent par apoptose. Les autres cellules 
sélectionnées vont repartir dans la zone foncée et ré-effectuer de nouvelles mutations, ainsi plusieurs passages de 
zone en zone aboutissent finalement à la génération de cellules B mémoires et plasmocytes  très affins à l’antigène et 
capable de produire des anticorps à large spectre de neutralisation. 

 

III-1-c-3-ii-Le rôle des lymphocytes B dans l’infection VIH 
 

Les réponses humorales spécifiques contre le VIH apparaissent rapidement, environ une 

semaine après l’infection. Les anticorps spécifiques des antigènes viraux comportent des 

immunoglobulines de types IgM issues de LB n’ayant pas subi de commutation isotypique. 

Ensuite sont générés les autres anticorps spécifiques du virus de type IgG (avec quatre sous-

classes IgG1, IgG2, IgG3, et IgG4), IgA (IgA1 et IgA2), et IgE (187). Alors que les anticorps 

spécifiques du VIH-1 initialement sont sous formes de complexes, les premiers anticorps libres 

apparaissent vers le jour 13 post-infection et sont dirigés contre la gp41 d’Env, puis sont produits 

des anticorps spécifiques de Gag (p24, p55) vers le jour 18 et ensuite des Ac spécifiques de à la 

gp1β0 d’Env, p17 de Gag et pγ1 de Pol vers le jour βκ post-infection (189). Toutefois ces 

anticorps précoces n’ont pas des propriétés neutralisantes contre le virus et ne sont pas  capables 

d’exercer une pression immune suffisante pour induire l’échappement conduisant à l’émergence 

de variants avec des mutations dans l’enveloppe virale (190). Ces réponses humorales initiales ne 

semblent pas intervenir dans le contrôle de la réplication virale car une déplétion des cellules B 

avant l’infection de macaques par le SIV n’impacte pas la réduction initiale du pic de virémie 

(191).  

Chez les sujets infectés les anticorps de type IgG particulièrement de type IgG1 sont dominants à 

la périphérie pendant les phases aigüe et chronique et jouent un rôle dans l’inhibition de 

l’infection virale, alors que ceux de type IgA ont un rôle protecteur précoce contre l’infection au 

niveau des muqueuses. Cependant, d’autres types moins abondants impactent le contrôle viral ; 

en effet, la progression de la maladie est associée à une réduction des anticorps de type IgG2 

concomitante avec une augmentation des titres d’autre anticorps tels que les IgG4 due à une 

stimulation antigénique chronique (187). Tandis que les réponses augmentées de type IgG2 anti-

Env et anti-Gag systémiques ainsi que les IgA dans les muqueuses corrèlent avec un meilleur 
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contrôle virale chez les sujets infectés (192) ; cependant ces anticorps présentent des titres très 

faibles pendant l’infection chronique.  

Des anticorps neutralisants autologues (spécifiques de la souche infectante) apparaissent chez la 

majorité des sujets infectés durant la première année suivant l’infection et sont dirigés 

essentiellement contre des épitopes de la glycoprotéine de surface : la gp120. Ces anticorps ont 

un spectre de reconnaissance antigénique restreint (193, 194) et sont souvent associés à 

l’échappement viral qui se traduit par le développement de nombreux variants viraux (188, 194). 

L’efficacité réduite des anticorps neutralisants est surtout associée à la variabilité antigénique, à 

l’hyper-glycosylation des glycoprotéines d’enveloppe ainsi qu’à la conformation native de la 

protéine comme c’est le cas pour le site de liaison du CD4 (CD4bs) rendant les épitopes peu ou 

pas accessibles. Ainsi, pour certains sites antigéniques, l’accès des anticorps ne peut se faire que 

dans une fenêtre de temps réduite par exemple lors de l’étape de pré-fusion exposant les épitopes 

vulnérables de la région externe proximale de la membrane virale (MPER) ainsi que le site de 

liaison aux corécepteurs (CD4i). La plupart des anticorps produits au cours de l'infection VIH-1 

ciblent des épitopes non-fonctionnels pour les étapes d’infection. Enfin, la grande taille des 

immunoglobulines peut provoquer un encombrement stérique et peut masquer certains épitopes 

(tels que le CD4i), qui ne sont reconnu que par des régions particulières de l’anticorps (194). 

 

Des expériences de transfert adoptif d’anticorps neutralisants (Nabs) chez les primates non-

humains avant l’infection ont permis de démontrer une réduction d’acquisition de l’infection par 

SHIV comparés aux animaux non traités (195). Cette démonstration est notamment plus claire 

lors du transfert d’anticorps à large spectre de reconnaissance antigénique (broadly neutralising 

antibody) bnAbs (196). Cependant, ceci nécessite des titres élevés d’anticorps qui ne sont 

générés que tardivement au cours de l’infection naturelle, et cela chez une minorité des individus 

infectés (193). 

Les anticorps à large spectre de neutralisation sont capables de reconnaitre 80-90% des variants 

viraux ; ils sont détectés tardivement chez uniquement 15-30% des sujets infectés (197) après 

environ deux à quatre ans de l’infection (193). L’émergence de ces anticorps est liée d’une part, 

à des hypermutations somatiques nombreuses au niveau des cellules B mémoires et d’autre part à 

des facteurs viraux (197). Les régions vulnérables du virus contenant les épitopes ciblés par 

différents anticorps à large spectre de neutralisation sont reparties sur au moins cinq régions de 
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l’enveloppe (figure 17). Ces derniers comprennent le site de liaison CD4 (CD4bs) de la gp120 ; 

la région proximale externe de la membrane virale (MPER) de la gp41 ; des régions de boucles 

variable V1/V2 (dont le glycane à la position 160) et des sites de la boucle variable V3 de la 

gp120 (y compris des glycanes au niveau des résidus 301 et 332) ; ainsi que des régions de  

vulnérabilité à l'interface entre la gp120 et la gp41. Chez moins de 1% des sujets infectés, un 

groupe de contrôleurs naturels qualifié de « neutraliseurs élites » produit de façon précoce 

(durant la première année d’infection) des titres élevés d’anticorps neutralisants à large spectre 

d’action et qui contrôlent d’une manière importante l’infection virale (110). De tels anticorps 

sont aussi produits chez des enfants infectés après β0 mois d’infection (194).  

 

Figure 17. Représentation de la structure tridimensionnelle de la glycoprotéine d’enveloppe du VIH-1 et localisation 
des sites d’attachement des anticorps neutralisants à large spectre de neutralisation (194). 

 

Les réponses anticorps ne sont pas forcément associées à des fonctions neutralisantes dans le 

contrôle viral. Les anticorps non-neutralisants peuvent jouer un rôle protecteur via leur fragment 

Fc. En effet, l’interaction du fragment Fc des anticorps spécifiques des antigènes viraux avec des 

récepteurs à la surface des cellules effectrices (NK, LT CDκ+…) favorise plusieurs mécanismes 

antiviraux particulièrement les phénomènes d’ADCC et d’ADCVI (198). Le premier induit une 
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lyse des cellules infectées par les granules lytiques (granzymes et perforines) alors que le 

deuxième permet une sécrétion, par les cellules effectrices, de molécules antivirales solubles 

permettant d’inhiber la réplication virale sans tuer la cellule cible. De plus, les anticorps non-

neutralisants peuvent induire une activation du système du complément contribuant aussi à 

l’élimination des cellules infectés. Par ces différents mécanismes les anticorps neutralisants et 

non-neutralisants participent à l’élimination des virus libres ; au blocage/réduction de l’infection 

des cellules cibles ; à l’inhibition de la propagation virale d’une cellule infectée à d’autres 

cellules et même à la neutralisation du virus intracellulaire et le blocage de sa transcytose (194). 

Alors que certaines études considèrent qu’une réponse humorale contre l’enveloppe est  

suffisante pour protéger contre l’acquisition du virus pathogéniques (199), d’autres ont montré 

que la présence d’anticorps IgG anti-Gag avec des titres sériques élevés et/ou ayant une forte 

avidité à Gag corrèle avec une progression plus lente de la maladie chez les patients (200). En 

plus, ce type de réponse a également montré une protection chez les macaques vaccinés par des 

vecteurs exprimant l’antigène Gag seul ou en combinaison avec Env, alors que les anticorps anti-

Env générés avec un vecteur exprimant uniquement Env ont échoué à induire le même niveau de 

protection (201). De façon intéressante, les anticorps de type IgG avec leurs différents sous types 

(IgG1, IgG2, IgG3, et IgG4), notamment ceux spécifique de Gag favorisent les réponses 

cytotoxiques contre le VIH soit par les phénomène d’ADCC impliquant le production de 

molécules lytiques par les cellules NK (comme déjà évoqué) soit par l’induction de la 

phagocytose et l’amélioration de la présentation antigénique des APC aux cellules LT et LB 

(200). A noter qu’inversement aux réponses neutralisantes, la réponse ADCC apparait 

rapidement après l’infection (semaine γ post-infection chez le macaque) et augmente 

parallèlement à la réplication virale (202). Ainsi, indépendamment de leur pouvoir neutralisant, 

ces anticorps IgG spécifiques à Gag peuvent participer à la régulation de la magnitude et du 

spectre de reconnaissance antigénique des LT CD8+ cytotoxiques. Ceci a été observé chez le 

modèle macaque avec un impact direct des IgG spécifiques de la p55 de Gag sur la réponse 

cytotoxique (203).  

Actuellement plusieurs stratégies vaccinales visent à induire des anticorps neutralisants ayant un 

spectre de reconnaissance antigénique large et qui peuvent être impliqués dans un contrôle 

précoce d’une infection. Cependant jusqu'à présent aucune de ces dernières n’a pu induire des 

niveaux de protection satisfaisant. Toutefois, plusieurs corrélats témoignant du rôle des IgG 
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systémiques et IgA mucosales ont été évalués particulièrement à partir des résultats données de 

l’essais vaccinal RV144 montrant γ1% de protection contre l’acquisition de l’infection chez les 

sujet vaccinés (204) ainsi qu’avec un nouvel essai préclinique montrant 50% de protection contre 

l’acquisition du SIV chez les macaques (205) ( voir chapitre V). 

 

III-2- Les stratégies thérapeutiques contre le VIH 
 

Outre les défenses immunes de l’hôte, la thérapie antirétrovirale HAART, constitue un 

moyen de défense supplémentaire contre le virus. Quelques aspects de cette thérapie sont 

discutés brièvement ci-dessous. 

Actuellement, les HAART peuvent combiner jusqu’à cinq molécules différentes agissant à 

différents stades du cycle viral (figure 18). On distingue: 1) les inhibiteurs 

d'entrée  correspondant à des molécules qui bloquent les récepteurs d’entrée CD4 ou des 

corécepteurs CCR5 et CXCR4 (206) ; 2) les inhibiteurs de fusion, 3) les inhibiteurs de la reverse 

transcriptase ; 4) les inhibiteurs d’intégrase (207) ; et 5) les inhibiteurs de protéase (208). Ces 

molécules contribuent à l’inhibition de nouvelles infections des cellules cibles dans l’organisme 

et de ce fait une diminution du nombre et de la diversité des souches virales produites. 

L’administration des HAART chez les patients permet une réduction de la virémie à des seuils 

indétectables de moins de 50 copies/mL, ainsi qu’une augmentation progressive du nombre de 

LT CD4+ circulants (209). L’interruption des HAART provoque le rebond de la virémie chez les 

patients. Cependant, chez certains individus traités très précocement, cette interruption peut ne 

pas être associé à un rebond de la virémie et ces individus peuvent maintenir un contrôle viral sur 

des périodes relativement longues (quelques années), rappelant ainsi le profil de contrôleurs 

élites (210, 211).  
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Figure 18. Les différentes étapes du contrôle du cycle viral par les facteurs de restriction cellulaire et les 
différents types de molécules antirétrovirales (212). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

61 
 

CHAPITRE III : DIFFRENTES STRATEGIES ET PROTOYPES DE 
VACCINATION TESTES CONTRE LE VIH-1 
 

I- Modèles animaux d’étude de la pathogenèse du VIH et de l’immunogénicité des 
prototypes vaccins 
 

Les modèles animaux les plus utilisés pour l’évaluation de la pathogenèse et la vaccination VIH 

sont les modèles murins et primates non-humains (PNH).  

 

I-1-Modèle de primates non-humains (PNH) 

  
De nombreuses espèces de primates non-humains d’Afrique sont infectées de façon 

asymptomatique par le SIV (213). Il a été suggéré que la faible pathogénicité du SIV chez ces  

singes est probablement une conséquence de longue coévolution entre le virus et son hôte naturel 

aboutissant à une adaptation de ce dernier et l’absence de développement d’activation immune 

chronique malgré une réplication productive et un titre plasmatique élevé du virus 

particulièrement observé chez les sooty mongabeys (ou mongabeys enfumés) infectés par le 

SIVsmm et les singes verts d’Afrique infectés par le SIVagm (214-216).  

Cependant le franchissement de la barrière d’espèces du SIVcpz de chimpanzé (Pan troglodytes) 

et du SIVsmm de mongabey enfumé (Cercocebus atys) respectivement à l’homme et à d’autres 

espèces de primates d’Asie (non infectés naturellement par le SIV) se sont accompagnés 

d’accroissement de leur virulence pour devenir inducteurs du SIDA chez les nouveaux hôtes 

(213). 

Le chimpanzé paraissait comme un modèle attractif pour la recherche dans le domaine du VIH-1. 

Ceci repose sur le fait que le chimpanzé est susceptible à l’infection par le VIH-1 humain à 

l’encontre d’autres primates non-humains et ce probablement à cause de l’absence de facteurs de 

restriction de la réplication du virus dans ses cellules et de la forte homologie entre le SIVcpz et 

le VIH-1. Cependant, ce modèle présente plusieurs limitations μ il s’agit d’un modèle 

extrêmement coûteux, l’espèce est protégée du fait de la diminution drastique de son effectif et 

enfin contrairement au VIH-1 chez l’homme, l’infection du chimpanzé ne récapitule pas bien la 

même progression de la maladie vers le SIDA (213, 216). Ainsi, le modèle macaque a constitué 
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une alternative avec plusieurs avantages. Indépendamment du fait que ce modèle soit moins 

couteux et plus disponible que le modèle chimpanzé, une transmission accidentelle ou 

expérimentale du SIVsmm à des macaques asiatiques permet de reproduire des étapes d’infection 

analogues à celles observées chez l’homme malgré quelques divergences (216). Ainsi le 

macaque rhésus, le macaque cynomolgus et le macaque à queue de cochon sont devenus parmi 

les modèles animaux les plus utilisés dans l’évaluation de la pathogénèse et la vaccination anti-

VIH-1 (215). Deux types de souches virales sont couramment utilisés pour infecter les animaux 

et/ou dériver des vecteurs vaccinants : le SIVmac et des clones moléculaires infectieux du virus 

chimériques d’immunodéficience simienne-humaine SHIV. Les virus utilisés ayant un tropisme  

X4 sont hautement pathogène et moins représentatifs de l’infection naturelle. Cette dernière est 

généralement établie par des souches à tropisme R5 qui sont moins pathogènes avec une 

évolution pathogénique plus longue. Les souches SIVmac notamment le SIVmac251 et 

SIVmac239 dérivent du SIVsmm. Le SIVmac251 est un mélange de différentes souches virales 

et a été isolé à partir d'un lymphome d'un macaque rhésus infecté. Le clone moléculaire 

infectieux SIVmac239 est dérivé initialement du SIVmac251 après passages chez des macaques 

par infection (217). Dans la perspective de pouvoir infecter et évaluer la pathogénèse et 

l’immunogénicité des antigènes du VIH-1 chez les macaques, des virus chimériques SHIV ont 

été développés combinant des gènes du VIH-1 et du SIV. Alors que les premiers virus SHIV 

n’ont pas démontré un pouvoir pathogène, des passages successifs chez les macaques ont permis 

l'adaptation du virus in vivo pour faire émerger des virus hautement pathogènes capables 

d’induire le SIDA dans une période très courte d’environ 2 à 3 semaines post infection (92). Il en 

résulte que l’utilisation des virus SHIV comme virus d’épreuve permet une évaluation rapide de 

la protection induite par le vaccin, cependant les études récentes ont montré que ces virus sont 

plus faciles à contrôler que les virus naturels SIV (218). Il est aussi important de noter que 

contrairement aux clones moléculaires des SHIVs et des SIVs tel que le SIVmac239, l’utilisation 

d’un stock non cloné moléculairement tel que le virus le SIVmac251 mime mieux l’infection 

naturelle (217). En plus, l’utilisation du SIVmacβ51, un virus difficile à neutraliser par les 

anticorps,  pourrait aider à mieux évaluer les corrélats de protection liée à la réponse cellulaire T. 

Toutefois la voie et la dose d’administration des virus d’épreuve jouent un rôle décisif dans la 

nature de l’évolution de l’infection. En effet, une injection intra-veineuse permet de mimer la 

transmission observée chez les usagers de drogues alors qu’une injection vaginale ou rectale 

mime la transmission sexuelle et l’administration orale mime la transmission du virus de la mère 
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à l’enfant au cours de l’allaitement (215). L’épreuve virulente des animaux avec des doses 

faibles répétées au niveau des muqueuses anales ou vaginales est actuellement la plus employée 

afin de mimer la transmission naturelle majoritaire du virus. Cependant cette dernière a été 

associée à un contrôle spontané de l’infection chez certains animaux contrôles surtout ceux 

exprimant des CMH protecteurs et donc nécessite l’augmentation du nombre d’animaux pour 

avoir des interprétations statistiquement significatives (186, 215).   

Les macaques rhésus d'origine indienne sont parmi les modèles les mieux étudiés et présentent 

des profils de contrôle naturel du  SIV associé à leur  CMH avec des combinaisons d’expression 

géniques différentes (Mamu B0κ et B17). Cependant par défaut d’un nombre suffisant de ces 

animaux, d’autres primates non-humains tels que le rhésus chinois et le macaque cynomologus 

sont aussi utilisés (218). 

Les macaques cynomolgus de l’ile Maurice, contrairement aux macaques rhésus et aux 

macaques cynomologus vietnamien, présentent un profil génétique très peu diversifié avec une 

combinaison allélique limitée codant pour le complexe CMH. Ce profil est extrêmement 

bénéfique pour l’évaluation des réponses vaccinale LT CD8+ dirigées contre des épitopes viraux 

définis, et ceci en évaluant les corrélats de protection d’une manière indépendante des résistances 

liées à certains haplotypes du CMH (217). En effet, chez ces animaux, une réponse 

immunodominante des LT CD8+ dirigée contre deux épitopes GW9 et RM9 dans Gag et Nef 

respectivement a été observée. Ces réponses immunodominantes sont vite perdues après 

l’échappement viral (219). 

 

I-2-Modèle murin  
 

Les limitations du modèle de primates non humains, notamment l’infection par le VIH-1, ainsi 

que le coût élevé des expérimentations, ont poussé au développement de nouveaux modèles 

d’études moins couteux et utilisables en plus grand nombre, notamment le modèle murin. 

Les cellules murines ne possèdent pas ni récepteurs ni corécepteurs fonctionnels pour l’entrée du 

VIH-1, et ainsi ne permettent pas la réplication du virus (220). Cependant le modèle murin reste 

valable pour l’évaluation de l’immunogénicité des compositions vaccinales ne nécessitant pas la 
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multiplication virale. Afin de rendre possible l’infection et la réplication virale dans ce modèle il 

a été nécessaire de greffer des cellules mononuclées de primates et humaines chez la souris.  

Pour éviter les rejets des greffons ainsi que des réponses immunes trop violentes contre les 

cellules greffées, de nombreuses mutations ont été introduites dans le génome de la souris 

aboutissant à différentes lignées ayant des dysfonctionnements majeurs de leur système 

immunitaire. Ce sont les souris SCID (pour « severe combined immunodefeciency »).  Ces souris 

sont ensuite utilisées comme modèle d’infection, de pathogenèse ou de vaccination contre le 

VIH-1. Les souris PBL-SCID sont parmi les premières souris humanisées décrites. Les souris 

NOD/SCID/ββ (déficientes en NK) supportent une bonne colonisation par les cellules 

mononuclées du sang périphérique (PBMC) humaines mais elles ne sont utilisables que pour une 

période relativement courte. En effet, leur type de mutation SCID permet de générer des 

lymphocytes T et B murins immatures par un défaut de réarrangement de leurs TCR et BCR, 

mais tout en gardant une réponse innée fonctionnelle et même une réapparition de certains clones 

de LT et LB réactifs contre les cellules greffées. De ce fait l’évaluation longitudinale de 

l’immunogénicité d’un vaccin anti-VIH-1 reste très limitée dans ce modèle (221). 

Récemment plusieurs autres lignées de souris immunodéficientes du type SCID ont été décrites. 

Ces souris NOD, NSG ou NOG présentent des délétions plus étendues, notamment celle de la 

chaine ɣ du récepteur de l’IL-2. Ces mutations engendrent une immunodéficience plus accentuée 

avec à la fois un dysfonctionnement des cellules LT et LB mais aussi des cellules NK et autres 

acteurs de la réponse innée. De ce fait, ce modèle permet une meilleure colonisation des cellules 

humaines greffées et le développement d’un système immunitaire chimérique, cela pour une 

durée plus prolongée (222, 223). 

 

II-Stratégies et prototypes de vaccination contre le VIH-1 
 

Depuis la découverte du VIH-1, plusieurs types de vaccins ont été développés visant à 

inhiber l’infection et/ou contrôler la réplication virale en induisant une immunité humorale et/ou 

cellulaire. Afin d’être efficace, cette immunité devrait persister sur le long terme (mémoire) et 

garantir une immunosurveillance systémique et mucosale. Les premières stratégies vaccinales 

contre le VIH-1 visaient principalement à induire des anticorps neutralisants qui bloquent le 
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virus à l’entrée. Cependant, la structure du virus et sa fréquence mutagénique élevée ont 

fortement limité l’efficacité de ces stratégies. Par ailleurs, les observations de l’histoire naturelle 

des infections par SIV/HIV ainsi que les différences de l’évolution de la maladie chez les 

individus naturellement contrôleurs ont permis de mettre en évidence le rôle majeur de la 

réponse cellulaire T, et en particulier celle des lymphocytes T CD8+, dans le contrôle de la 

réplication virale et dans la progression plus lente de la maladie. Ces observations ont été à 

l’origine de  l’initiation d’une nouvelle voie de développement de vaccins basés sur les réponses 

cellulaires T. Ces réponses doivent persister et surtout avoir la capacité rapide de prolifération et 

de cytolyse lors de la restimulation antigénique liée à l’infection pour la circonscrire. Plusieurs 

stratégies ont été mise en place pour augmenter qualitativement et quantitativement 

l’immunogénicité des vaccins inducteurs des réponses T de sorte qu’elles soient protectrices 

contre les souches virulentes.  

 

II-1-Vaccins à base de virus tués ou inactivés 
 

L’utilisation des virus tués dans la vaccination est l’une des techniques les plus classiques 

car elle est supposée être sûre du fait de l’absence de virus infectieux dans les préparations 

vaccinales. Cette stratégie a été utilisée dans la vaccination contre de nombreuses maladies 

infectieuses chez l’homme dont la poliomyélite et la grippe. Les particules virales sont inactivées 

par traitement thermique et/ou chimique ou par des traitements aux rayons ultra-violets induisant 

des mutations non-réparables dans le génome viral (224). Dans le contexte du VIH-1, de 

nombreux produits chimiques ont été utilisés pour produire des préparations virales inactivées 

(225).  

Des essais précliniques chez les macaques et cliniques chez l’homme ont montré que ces 

préparations étaient très peu immunogéniques  et non associées à des protections contre les virus 

pathogéniques. Une étude initiale avait montré une efficacité de protection chez des macaques 

rhésus vaccinés avec une préparation de SIV inactivé (226). Cependant il a été rapidement 

montré que l’immunisation de macaques seulement avec des préparations de cellules humaine 

(du même type de celles utilisées pour amplifier le vaccin) suffisait à induire une réponse 

protectrice du même type contre le virus d’épreuve. Cette protection était due à une immunité 

dirigée contre les molécules du CMH humain (227). Une des difficultés rencontrées lors de 
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l’inactivation des préparations vaccinales est de préserver la structure des glycoprotéines pour 

induire des réponses humorales conformationelles. Cette difficulté a été contournée en 

combinant les traitements chimiques (formol) et thermiques (62°C), et même si ces préparations 

induisaient des réponses humorales augmentées chez la souris et les macaques, leur pouvoir 

neutralisant de souches hétérologues est resté très modeste (228). D’autres procédés 

d’inactivation chimiques (AT-2) ont été évalués aboutissant à une très faible immunogénicité et 

absence de protection contre les virus d’épreuve chez les macaques (229, 230). 

Actuellement, ces stratégies sont toujours testées chez le modèles PNH. Il est intéressant de noter 

que le groupe de Jean-Marie Andrieu a démontré une efficacité importante de vaccins inactivés 

chez des rhésus. En effet, l’immunisation orale ou vaginale par des préparations de SIV inactivés 

par traitements chimique (β50  M aldrithiol-2 (AT-2)) et thermique (56°C, 30min)) administrés 

avec des adjuvants bactériens, n’induit pas une réponse humorale ou LT CDκ+ cytotoxique mais 

une réponse cellulaire CD8+ régulatrice et non-lytique. Cette dernière permet une réduction de 

l’activation des cellules LT CD4+ (cibles du virus) et confère à βγ des β4 animaux vaccinés une 

protection contre une dose intra rectale élevée du virus d’épreuve SIVmacβγλ. La protection est 

maintenue environ 48 mois après vaccination alors que les 24 animaux contrôles ont tous été 

rapidement infectés (231). Néanmoins ces résultats devront être reproduits avant d’être acceptés 

par la communauté VIH (232). Toutefois, un certain nombre de chercheurs suggèrent de ré-

évaluer les vaccins inactivés en évoquant que l’inefficacité antérieure est associée à une 

inactivation inappropriée des antigènes viraux limitant leurs immunogénicité (233). 

 

II-2- Vaccins sous-unitaires 
 

Les vaccins sous-unitaires sont généralement formés de protéines recombinantes virales  

produites et purifiées in vitro et ayant un potentiel antigénique. Ces dernières sont produites par 

des vecteurs divers  après transduction de cellules procaryotes ou eucaryotes. Ce type de vaccin 

n’est pas associé à des risques de persistance, pathogénèse, mutagénèse insertionelle,… et sont 

donc sûrs. Cependant, il est souvent nécessaire de les combiner à des adjuvants pour augmenter 

leur immunogénicité. 
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II-2-a- Vaccins sous-unitaires à base des protéines de l’enveloppe (ENV) 

 

Plusieurs prototypes de vaccins sous unitaires à base des glycoprotéines gp120, gp160 et gp41 

ont été développés. Ces derniers ont montré des résultats encourageants chez les macaques avec 

détection de réponses humorales corrélant avec la protection de certains animaux contre les 

épreuves pathogènes homologues (234).  Vers la fin des années 1980, le premier vaccin à base de 

la protéine recombinante gp160 a été testé chez l’homme (235). D’autres vaccins à base de 

gp120 et gp41 ont été testés en utilisant ces protéines sous leur forme monomérique ou 

trimérique (234). Finalement, le vaccin VAXgen, basé sur la protéine gp120 a été le premier à 

être testé en phase III dans deux essais indépendants réalisés chez des sujets à risque aux Etat 

Unis (VAX 004) et en Thaïlande (VAX 003). Les résultats de ces essais ont démontré 

l’inefficacité de cette stratégie à conférer une protection contre l’infection (236).  

Toutefois, ces préparations vaccinales sous-unitaires de l’enveloppe sont très utilisées dans les 

stratégies de prime/boost qui combinent une vaccination initiale "prime" avec un rappel "boost" 

(par exemple protéique). Par conséquent elles engendrent une augmentation importante de 

l’immunogénicité des vaccins (237). 

 

II-2-b-Vaccins sous-unitaires à base de Gag, Pol, Nef et Tat 

 

Des vaccins sous-unitaires à base des protéines Gag, Pol, Tat et Nef ont été testés 

séparément ou en combinaison et leur efficacité à induire des réponses immunes protectrices est 

très variable selon les études (238). La protéine Tat seule ou combinée avec d’autres protéines 

virales telles que Env a montré une immunogénicité chez la souris (239) et les macaques 

vaccinés chez lesquels une protection partielle contre le virus d’épreuve a été observée (240). De 

même, des vaccins à base de la protéine Tat ont été utilisés dans des approches thérapeutiques. 

Dans ce contexte, Ensoli et al. ont récemment rapporté une amélioration significative des 

réponses innées (NK) et adaptatives (dont les cellules T mémoires), suite à une série d’injections 

répétées de la protéine Tat chez des patient infectés. Ces résultats sont issus d’une phase II initiée 

chez 168 patients infectés par VIH-1 de 11 centres cliniques Italiens qui ont développé des 

anticorps spécifiques contre Tat après vaccination (241). 
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II-3- Utilisation de peptides comme antigènes vaccinants 
 

Plusieurs vaccins à base de peptides synthétiques ont été testés en phases précliniques et 

cliniques avec de très faible résultats quant à leur immunogénicité et surtout leur incapacité à 

induire des réponses T CD8+ (236). Ces vaccins peptidiques ont pu être optimisés pour exprimer 

des épitopes conservés de plusieurs protéines du virus telles que Gag et Env et ont montré une 

forte immunogénicité chez les modèles souris et macaques (242) puis chez l’homme dans des 

études à visée thérapeutique (243) ou préventive (244). Dans une étude de phase II le vaccin 

« HIV-LIPO-5 » (vaccin à base de 5 peptides couvrant des régions de Gag, Pol, et Nef) a induit 

des réponses T CD8+ chez deux tiers des sujet vaccinés (236). Cependant, dans une étude encore 

plus récente de phase I/II, la préparation HIV-LIPO-5 injectée seule ou comme rappel à un 

vaccin à base de l’ALVAC (voir ci-dessous IV) n’a induit aucune réponse cellulaire ou humorale 

significative chez les sujets vaccinés et l’étude a été arrêtée par manque de résultats prometteurs 

(244). Ceci remet en question l’efficacité de telles stratégies. 

 

II-4- Vaccins à base de particules virale vides (virus-like particles : VLP) 
 

Les particules virales (VLP)  sont des protéines virales assemblées en virons sans génome 

viral capable de propager le virus. Elles sont utilisées dans la vaccination anti-VIH comme 

source primaire d’antigène (245) ou pour des rappels antigéniques (246, 247). Du fait de 

l'absence du génome viral dans les VLPs, l’utilisation de vaccin à base de VLP semble sûre mais 

aussi leur intérêt réside en leur capacité à induire à la fois des réponses antivirales humorales et 

cellulaires. L'expression des protéines Gag de la capside est suffisante pour la formation 

spontanée de VLPs (248). Des expériences ont montré que l’immunisation des souris avec des 

VLPs contenant les antigènes gp120 et gp41 trimériques de l’enveloppe sont plus immunogènes 

que les formes solubles de gp120 et gp41 (246) ; ceci serait dû à une meilleure exposition des 

antigènes présents sous leur conformation naturelle. L’association des VLPs aux molécules 

activatrices des CPAs  tels que des ligands CD40L permet d’induire une baisse significative du 

virus d’épreuve SIV-E660 introduit par la voie mucosale chez les macaques vaccinés (249). De 

même, dans des essais cliniques de vaccins préventifs ou thérapeutiques utilisant respectivement 
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des vecteurs MVA (250) ou lentiviraux (245) qui produisent des VLPs, ces vaccins induisent une 

meilleure antigénicité. Cependant la capacité des vaccins à base de VLP à induire une immunité 

protectrice (avec des anticorps neutralisants ou une réponse cytotoxique efficace) reste encore à 

établir (251). 

 

II-5- Vaccins à base de lentivirus atténués  
 

Les observations que certains patients infectés naturellement par des isolats du VIH-1 

délétés dans le gène nef ne progressaient pas rapidement vers le SIDA ont permis d’envisager de 

nouvelles stratégies pour l’atténuation des prototypes vaccinants (252). Le groupe de Desrosiers 

a généré des mutants du SIV par délétion dans le gène nef et a démontré pour la première fois 

l’efficacité de lentivirus vivants atténués, à induire des réponses immunes capables de protéger 

des macaques vaccinés contre les virus pathogéniques (253). L’utilisation d’autres SIV atténués 

notamment le SIVΔ3 (portant des délétions dans les séquences U3, nef et vpr) pour augmenter 

son innocuité (254) et le SIVΔ5 G (portant des délétions de 5 des 22 glycanes de la gp120 de 

l’enveloppe) pour augmenter l’immunogénicité humorale (255) a permis de confirmer leur 

efficacité de protection. De même des prototypes vaccinants SHIV atténués ont été générés sur le 

même modèle que les SIV atténués et ont démontré leur efficacité à induire des réponses 

immunes protectrices chez les macaques vaccinés (256). Dans l’ensemble, cette stratégie 

vaccinale a montré les meilleurs taux de protection des modèles PNH contre les virus d’épreuve 

homologues (correspondant à la même souche que le vaccin) mais aussi hétérologues (différents 

de la souche dont dérive le vaccin). Une évaluation de plusieurs essais vaccinaux indépendants a 

montré que la moyenne de protection était de 95% ; cette dernière correspondant à une protection 

contre l’acquisition de l’infection chez les animaux ou à une réduction significative de la charge 

virale pouvant varier de 5 log par rapport à celles des animaux contrôles (256, 257). En parallèle, 

l’infection par une souche naturellement atténuée HIVΔnef dans la cohorte de huit patients de 

Sydney se traduisait par une absence de progression vers le SIDA (112). L’ensemble de ces 

résultats chez les PNH et chez l’homme a clairement établi que l’atténuation des lentivirus des 

primates par mutagénèse génétique constituait une des voies la plus prometteuse pour le 

développement de vaccins protecteurs contre l’acquisition et la réplication des virus 

pathogéniques.  
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Malheureusement, des résultats d’autres expériences ont démontré que l’administration de virus 

vivants atténués est associée à des risques de réversion vers le phénotype pathogène chez des 

macaques nouveau-nés issus de mères vaccinées (258) ainsi que chez certains animaux adultes 

(259). De ce fait, et malgré l’initiation de quelques études cliniques (260, 261), l’utilisation des 

virus atténués est devenue non souhaitable et exclue des essais chez l’homme. Néanmoins, les 

corrélats immunologiques de cette protection remarquable constituent un sujet d’étude 

intéressant expliquant l’utilisation jusqu'à présent des virus atténués dans les essais vaccinaux 

chez les primates non-humains. De façon intéressante, il est démontré que la protection est 

médiée principalement par une réponse T CD8+ et CD4+ mémoires. Ces cellules spécifiques des 

antigènes du virus présentes au niveau des ganglions lymphatiques sont rapidement activées par 

la réplication virale (4 jours après l’infection) et leur persistance dans les ganglions semble être 

un élément clé dans le maintien de cette immunité cellulaire T et pour le contrôle du virus. De 

plus, la présence et la nature de ces réponses T pourraient prédire le niveau de protection contre 

le virus d’épreuve (164). En essayant de mieux caractériser ces réponses protectrices Adnan et 

al. ont décrit récemment l’évolution des réponses T CDκ+ entre le début de l’infection par le 

vaccin SIVΔnef, et une durée dépassant la 20éme semaine post-infection ; une période  pendant 

laquelle une augmentation graduelle de la protection est observée. Les résultats montrent que la 

réponse T CD8+ précoce est surtout dirigée contre les épitopes variables des différents antigènes 

du virus puis progressivement elle évolue vers une réponse plus protectrice dirigée contre les 

épitopes les plus conservés notamment dans l’antigène Gag (163). La majorité des réponses 

tardives sont des réponses de novo résultant d’une interaction continue entre les antigènes des 

virus mutants et les nouvelles réponses T CD8+ mises en place. Malgré la baisse des LT CD8+ 

initialement induite dans la périphérie, ces cellules sont maintenues sous forme de cellules 

centrales mémoires dans les ganglions contribuant ainsi à la diversité et l’élargissement du 

répertoire (163). L’ensemble de ces résultats met en évidence l’importance de cibler les épitopes 

conservés dans les prototypes vaccins.  

Toutefois, cette protection n’est pas uniquement médiée par la réponse cellulaire T CD8 seule, 

elle implique aussi la réponse humorale qui a été clairement mise en évidence par le maintien de 

la protection chez des animaux expérimentalement déplétés de leurs LT CD8+ (262). Cette 

protection fait intervenir aussi des anticorps à fonction ADCC qui émergent rapidement vers la 

3éme semaine après infection (202).  
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II-6- Vaccins à base de virus recombinants  
 

Les virus recombinants exprimant des gènes lentiviraux sont nombreux et sont 

développés à base de virus de différentes familles. Les vecteurs utilisés dérivent de souches non 

pathogènes chez l’homme ou rendues fortement atténuées par délétions de gènes de virulence. 

Les vecteurs les plus utilisés dans la vaccination anti-VIH comprennent des adénovirus (Ad5, 

Adβ6…), des poxvirus (canarypox, NYVAC, MVA), et des virus herpes (CMV). 

Les adénovirus ont été parmi les vecteurs les plus attractifs car ils étaient déjà utilisés dans des 

essais de transfert de gènes à visée thérapeutique. Ils sont produits à des titres très élevés et ils 

sont associés à l’induction d’une réponse T CDκ+ cytotoxique soutenue. Cependant, un de leur 

inconvénients c’est le fait que les adénovirus ont la capacité à induire des pathologies graves 

chez des sujet immunodéprimés (261). Les vecteurs rAd5 exprimant les gènes du VIH-1 ont été 

testés chez les macaques et l’homme (263). Ils ont été associés à une immunogénicité marquée 

par l’induction d’une forte proportion de cellules T sécrétant l’IFN-  détectées par le test 

ELISPOT (264). Cependant, ce type de réponse n’a pas été associé avec une protection dans les 

phase II-b des études STEP (265) et Phambili (266) réalisées chez les sujets non-infectés 

vaccinés. L’échec de cette stratégie a surtout été lié d’une part à une immunité préexistante 

contre le vecteur Ad5, et d’autre part à l’augmentation du nombre de cibles du virus notamment 

les cellules LT CD4+. Ces dernières, spécifiques de l’Ad5, sont activées et deviennent hautement 

permissives à une infection par le VIH-1 (267). Actuellement d’autres souches adénovirales de 

moindre séroprévalence, telles que les souches rAd26 et rAd35 sont testées (264).  

Un second type de vecteurs recombinants développé comme vaccins contre VIH-1 est celui à 

base des poxvirus dont le vaccinia a déjà fait ses preuves d’efficacité à circonscrire la variole 

chez l’homme. Ces vecteurs ont été inclus dans de nombreuses études chez les PNH et l’homme, 

en administration simple ou comme rappels dans des stratégies de "prime/boost". Parmi les plus 

utilisés, on trouve les vecteurs à base du virus de la vaccine modifié MVA (pour « Modified 

Vaccinia Ankara »), du canarypox, ou d’une souche très atténuée du virus de la vaccine NYVAC 

(pour « New york vaccinia virus ») (236). En essayant de comparer l’efficacité de ces vecteurs, 

une étude a montré que l’utilisation de vecteur à base de canarypox permet l’induction d’une 

meilleure réponse antivirale chez le macaque par rapport aux vecteurs MVA et NYVAC (268). Il 

est intéressant de noter que dans l’essai clinique de phase III « RV144 » conduit par l’armée 
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Américaine en Thailande, l’immunisation par un vecteur à base de canarypox « ALVAC » 

exprimant les protéines Gag, Env et de la protéase du VIH-1 suivi d’un rappel avec la protéine 

recombinante gp1β0 de l’enveloppe, a montré une protection de γ1% contre l’acquisition de 

l’infection chez les sujet vaccinés (192).  

Les vecteurs à base des virus herpétiques et particulièrement le cytomégalovirus (CMV) ont été 

récemment développés et ils ont montré des résultats très encourageants (269, 270). 

L’immunisation par la voie sous cutanée de 24 macaques rhésus avec une dose de 5x106 de 

vecteurs recombinants à base de cytomégalovirus simien (RhCMV/SIV) exprimant l’ensemble 

des protéines du SIV, a permis une élimination totale du virus d’épreuve pathogénique 

SIVmac239 chez 13/24 des animaux vaccinées et soumis à l’épreuve virulente (154). Cette 

protection semble être dû à une réponse soutenue et persistante de LT CD8+, plus 

particulièrement les cellules CD8 effectrices mémoires qui migrent rapidement vers les 

muqueuses génitales et contrôlent l’infection. Pour induire ce type de cellules T, le vecteur CMV 

permet la présentation de l’antigène par une voie non conventionnelle impliquant les CMH-II 

(271). Cette voie de présentation est spécifique au CMV et n’est pas induite par d’autres vecteurs 

tel que l’adénovirus (269). 

 

II-7- Vaccins ADNs 
 

II-7-a- Vaccins ADN : historique et caractéristique 
 

L’incapacité des premiers essais de vaccination basés sur les protéines virales à induire 

des anticorps neutralisants capables de bloquer l’infection, a poussé vers la recherche de 

stratégies innovantes permettant d’induire des réponses cellulaires particulièrement impliquant 

les LT CD8 cytotoxiques connues pour leur efficacité dans le contrôle de l’infection (pour revue, 

voir (272)). Les vaccins ADN ont plusieurs avantages : 1- ils sont très stables, faciles à produire 

et à conserver à des coûts réduits, donc attractifs pour des stratégies de vaccination à grande 

échelle. 2- ils peuvent contenir de larges segments pour coder les antigènes et exprimant 

plusieurs gènes d’intérêts. γ- ils sont sûrs et ne sont pas associés à une immunité préexistante 

chez l’hôte dirigée contre le vecteur.  
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La présence de séquences immunostimulantes (ISS) dans l’ADN plasmidien a été observée il y a 

plusieurs décennies (273). Ces séquences correspondent à des motifs de CpG arrangées en 

palindromes (274). Elles sont inductrices de réponses innées de type Th1 suite à l’activation des 

macrophages et des LB (274, 275). Ainsi, les motifs CpG ont été utilisés dans les constructions 

de prototypes vaccinaux pour favoriser la réponse immune de type Th1 qui est plus efficace pour 

l’élimination de l’infection par les agents pathogènes intra cellulaires (276).  

La première démonstration de l’efficacité d’un vaccin ADN à induire des réponses immunes 

protectrices remonte à 1993. En effet, l’immunisation ADN chez le modèle murin a été associée 

à une protection contre différentes souches du virus Influenza (277). Cependant bien avant, en 

1λ60, il avait été démontré que l’injection in vivo d’ADN permettait la production de particules 

virales fonctionnelles de papillomavirus chez le lapin (pour revue, voir (278)), ce qui a été 

précurseur de l’utilisation d’ADN comme vaccin contre différentes maladies dont le cancer, les 

allergies. Pour le VIH-1, un premier vaccin exprimant la gp160 a été testé chez la souris en 1993 

(279). A ce jour, il existe trois vaccins ADN qui sont approuvés pour leur utilisation dans le 

domaine vétérinaire contre le virus West Nile chez le cheval, contre la nécrose hématopoïétique 

infectieuse des salmonidés et dernièrement contre les mélanomes chez les chiens (280) dans 

l’attente d’un premier vaccin chez l’homme. 

Dans les premiers essais vaccinaux, l’ADN a été administré par injection intramusculaire, une 

technique qui est toujours très utilisée en parallèle avec d’autres méthodes telles que l’injection 

intradermale (281). Après injection, l’ADN est capturé localement par les cellules somatiques 

(figure 19 ; étape 1) ainsi que par les cellules immunes présentes et recrutées à cause de 

l’inflammation au niveau du site d’injection, notamment les CPAs (figure 19 ; étape 2). Ces 

cellules vont exprimer les protéines vaccinales dont une fraction des protéines produites sera 

secrétée dans le milieu extracellulaire alors qu’une autre sera fractionnée et combinée aux 

molécules de CMH-I puis exposée à la surface des cellules transfectées. Les corps apoptotiques 

issus des cellules somatiques transfectées ainsi que les protéines secrétées seront phagocytés par 

les CPAs (figure 19 ; étape 3 et 4) ; puis les antigènes seront combinés aux molécules de CMH-I 

et CMH-II. Les CPAs activées vont ensuite migrer vers les ganglions lymphatiques (figure 19 ; 

étape 5) où elles présenteront les antigènes aux LT CD4+ via les CMH-II et aux LT CD8+ via 

les CMH-I par des phénomènes de présentation directe ou de présentation croisée (figure 19 ; 

étape 6). Grace à leurs récepteurs (BCR), les LB peuvent directement reconnaitre les antigènes et 

participer à la présentation de ces derniers aux LT CD4+ (figure 19 ; étape 7). En effet, 
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l’interaction entre les LT CD4+ et les LB est indispensable à l’activation des LB et leur 

différenciation en plasmocytes (Voir partie III-1-b-3-i). Par ces mécanismes, la vaccination ADN 

permet l’activation des acteurs de l’immunité humorale et cellulaire qui seront répartis entre les 

organes lymphoïdes et la périphérie (figure 19 ; étape 8) avec l’avantage d’une réponse 

cytotoxique difficilement induite par les protéines libres. 

 

Figure 19. Induction des réponses cellulaires et humorales par les vaccins ADN (282). Les détails des 
différentes étapes de cette figure sont décrits ci-dessus. Les molécules MHC et les APC décrites dans la figure 
correspondent respectivement aux CMH et CPA dans le texte. 
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II-7-b- Immunogénicité 
 

           L’immunogénicité des vaccins anti-VIH-1 à base d’ADN « nu » a été confirmée chez le 

modèle murin (278), mais l’efficacité obtenue dans ce modèle n’a pas pu être reproduite chez les 

primates non-humains et l’homme (280, 283). Cette faible immunogénicité a été surtout liée à 

une très faible efficacité de transfection in vivo de l’ADN nu et une expression faible des 

antigènes. Néanmoins l’utilisation d’une dose unique de 30 mg au lieu des 1-5 mg d’ADN 

régulièrement utilisés chez des macaques a permis de montrer pour la première fois la capacité 

de l’ADN seul à induire des réponses T persistantes et polyfonctionnelles (284). Cependant cette 

dose (γ0 mg d’ADN / macaques d’environ γ kg) est difficilement extrapolable chez l’homme 

nécessitant environ 700mg/adulte. Ces limitations ont poussé le développement de nouvelles 

stratégies et de nouveaux outils pour augmenter l’immunogénicité des vaccins ADN.  

 

II-7-c- Méthodes d’optimisation de l’immunogénicité des vaccins ADN 
 

           De nombreux essais ont tenté d’augmenter l’efficacité des vaccins ADN : 1- par 

l’application de plusieurs doses du même vaccin ADN ou en administrant des rappels avec des 

préparations vaccinales différentes (protéines ou virus recombinants) « rappels homologues ou 

hétérologues » ; 2- en optimisant les vaccins pour augmenter l’antigénicité et/ou l’expression des 

antigènes ; 3- en coexprimant des adjuvants ou encore en améliorant les techniques 

d’administration pour augmenter l’efficacité de la transfection in vivo. 

 

II-7-c-1 Optimisation de la séquence d’ADN vaccinal 
 

L’optimisation des séquences d’ADN vaccinal, inclut des modifications des séquences 

codantes du génome vaccinal par enrichissement en codons préférentiellement utilisés dans les 

cellules eucaryotes. En effet, le génome du VIH-1 est riche en nucléotides A/T par rapport à 

celui des eucaryotes qui est plutôt riche en G/C. L’optimisation consiste à substituer les 

séquences  A/T par des G/C sans changer la nature des aminoacides produits.  Cette optimisation 
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de codons permet l’insertion de séquences favorisant l’expression des gènes (285). De même des 

séquences inhibitrices ont été identifiées et dont la délétion entraîne une augmentation 

remarquable (jusqu'à 100 fois plus) du taux des protéines secrétées (280, 286). Il est intéressant 

de noter que l’enrichissement du génome des vecteurs vaccinants en motifs CpG peut contribuer 

à augmenter l’immunogénicité des vaccins avec induction de réponses T cytotoxiques (276) d’où 

leur utilisation comme adjuvants dans différents vaccins actuels notamment contre le cancer 

(287) comme décrit ci-dessus.   

De plus, la nature des antigènes exprimés impacte de façon importante la réponse immune 

induite. En effet, il a été récemment démontré que l’expression de plusieurs gènes viraux et 

particulièrement les régions conservés (de gag, pol, nef et, env) dans un même vaccin dit 

« mosaïque » permet d’améliorer et mieux orienter la réponse immune essentiellement T chez les 

souris et macaques (288, 289).   

Un autre facteur favorisant l’expression des protéines et leur présentation par les CPAs, est la 

présence de différents signaux de sécrétion tels que ceux induit par la cytokine GM-CSF 

(Granulocyte macrophage colony-stimulating factor) qui stimule le développement et la 

maturation des cellules myéloïdes et de la différenciation et la survie des cellules dendritiques 

(289, 290) ou encore de peptides fusion facilitant la présentation de l’antigène par les molécules 

de CMH-I et CMH-II tels que ceux de l’ubiquitine et de la bêta-caténine (280).   

Les promoteurs jouent aussi un rôle essentiel dans l’expression des gènes, parmi les plus utilisés 

on trouve le promoteur constitutif et fort du cytomégalovirus (CMV) humain. Cependant des 

études ont montré que l’expression de ce dernier est réprimée in vivo dans certains tissus (291) et 

que l’introduction de séquences des LTR rétrovirales notamment la région R dans le promoteur 

CMV permet une augmentation de 5 à 10 fois de l’expression des gènes (292). Enfin, les LTR 

lentiviraux, à la différence d’autres promoteurs (tel que celui du CMV), permettent de reproduire 

l’expression naturelle régulée des gènes lentiviraux (293). Le remplacement du promoteur LTR 

par celui du CMV détruit la régulation de l’épissage des ARNs génomiques et de ce fait diminue 

l’expression des gènes de structure viraux (294, 295). Ceci implique de reconsidérer l’usage des 

LTR rétroviraux et plus particulièrement celles des lentivirus dans les stratégies de 

développement de prototypes vaccinaux.  
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II-7-c-2- Les adjuvants moléculaires 
 

            Les adjuvants moléculaires regroupent un ensemble de molécules telles que les 

chimiokines et cytokines (296, 297). Les cytokines sont parmi les plus utilisées, notamment le 

GM-CSF, l’IL-β, l’IL-1β, l’IL-15 et l’IL-7. Ces dernières ont été associées à une augmentation 

remarquable de l’immunogénicité des vaccins ADN anti-VIH chez les modèles souris et 

macaques mais aussi chez l’homme (pour revue, voir (280)). C’est notamment le cas de l’IL-12 

dans l’essai HVTN0κ0 chez des sujet non-infectés (298). Il a été démontré que le moment de 

l’administration des cytokines (avant, pendant ou après l’immunisation) a des influences 

considérables sur l’immunogénicité du vaccin. Dans ce contexte l’administration d’un plasmide 

exprimant l’adjuvant IL-2 chez 70 individus séronégatifs, deux jours après immunisation initiale 

avec un vaccin ADN (exprimant Env du VIH-1 des trois sous-types A, B, et C ainsi que Gag, Pol 

et Nef du sous-type B) plutôt qu’une coinjection, induit des meilleurs réponses T chez les 

individus (299). Cependant le rôle de ces cytokines reste discuté selon les études. Par exemple, 

dans le modèle souris, l’expression de l’IL-15 avec le vaccin ADN DermaVir permet 

d’augmenter le nombre de cellules T mémoires productrices d’IFN-  (300) ; à l’inverse, une 

autre étude indique que l’IL-15 n’est pas essentielle pour la mise en place des réponses 

adaptatives mais interviendrait plutôt dans la préservation optimale des LT CD8+ cytotoxiques 

(301). Il est intéressant de noter que ces adjuvants permettent aussi d’augmenter les réponses 

humorales. En effet, l’administration d’un ADN exprimant les protéines Gag, Pol et Env avec 

des chimiokines (les ligands des récepteurs CCR10 et CCR9 intervenant dans le trafic cellulaire 

des LT), permet d’augmenter le taux d’IgA et IgG systémiques et mucosales ; cette augmentation 

corrèle avec une protection contre l’acquisition ou la persistance du virus d’épreuve atteignant 

environ 89% des macaques chez l’un des groupes vaccinés (302). 

 

II-7-c-3- Méthodes d’administration 
 

            Différentes approches d’administration ont été testées visant à augmenter l’acquisition de 

l’ADN vaccinal par les cellules de l’hôte. Les ADNs vaccinants ont été soit encapsulés dans les 

liposomes, soit électroporés utilisant différents systèmes d’électroporation (gene-gun, 

Trigrid,…), soit encore délivrés par des nanoparticules injectables ou administrées par des 
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patches… (280). Il est intéressant de noter que, certaines de ces techniques (notamment l’usage 

de nanoparticules dans l’étude du vaccin DermaVir), permettent de cibler directement les 

CPAs entrainant ainsi une forte augmentation de l’immunogénicité du vaccin (150). De même, 

l’électroporation devient de plus en plus utilisée. Cette technique permet d’augmenter la 

perméabilité de la membrane cellulaire à l’aide d’un choc électrique et par conséquent, l’entrée 

plus efficace de l’ADN. Outre cette augmentation d’efficacité d’entrée de l’ADN cette technique 

permet ainsi de réduire la dose injectée en augmentant d’environ 70 fois l’amplitude de la 

réponse immune induite par rapport à une injection intramusculaire simple (283, 303). 

 

II-7-c-4- Les rappels homologues et hétérologues  
 

            L’augmentation de l’antigénicité des vaccins ADN a été aussi évaluée en augmentant le 

nombre d’administrations des préparations vaccinales homologues (304, 305) ou par des rappels 

avec des préparations hétérologues. Dans le dernier cas, différentes combinaisons ont été testées, 

impliquant des immunisations avec un vaccin ADN puis un rappel à base de vecteurs 

recombinants à base de poxvirus (MVA/ NYVAC/ canarypox), d’adenovirus (Ad5...) ou des 

protéines recombinantes purifiées. Ces stratégies ont démontré une augmentation de 

l’immunogénicité chez le modèle de PNH favorisant une réponse cellulaire surtout LT CD8+ qui 

corrèle avec une protection contre les virus d’épreuve (283). De plus, il a été démontré que les 

stratégies impliquant des rappels hétérologues favorisent la mise en place de réponses immunes 

équilibrées composées à la fois de réponses cellulaires et humorales capables d’assurer une 

immunité systémique et une immunité mucosale protectrices (306). Ainsi, les essais de 

vaccination ADN continuent à faire l’objet de nombreuses études dans le but d’améliorer la 

réponse humorale contre différentes protéines virales telles que Gag et Env tout en maintenant 

leur immunogénicité cellulaire (302, 307). Cependant, l’efficacité de ces stratégies de 

prime/boosts n’est pas démontrée chez l’homme vu les échecs rencontrés des essais cliniques 

STEP (265) et HVTN505 (308) utilisant une immunisation ADN suivie par un rappel à l’aide 

d’un virus recombinant à base d’adénovirus Ad5, et une efficacité limitée de l’essai RV144 (309) 

(voir chapitre V). Il a été suggéré que l’induction d’une réponse T sub-optimale pourrait être une 

des causes cette efficacité vaccinale réduite (289). 

 



  

79 
 

II-8- Vecteurs lentiviraux 
 

            Les vecteurs rétroviraux et particulièrement les vecteurs lentiviraux ont été largement 

utilisés comme vecteurs de transfert de gènes à visée thérapeutique dans les maladies telles que 

le cancer ou les maladies neurodégénératives (310). Par la suite ils ont été utilisés comme 

vecteurs vaccinants contre divers maladies incluant le SIDA (311-313). Les avantages majeurs 

des vecteurs lentiviraux sont d’une part leur capacité à infecter et exprimer les gènes d’intérêts 

dans des cellules quiescentes comme dans les cellules qui se divisent et d’autre part, leur pouvoir 

à infecter les cellules hématopoïétiques (notamment les cellules dendritiques) de façon stable et 

garantir ainsi une présentation continue de l’antigène aux cellules immunitaires.  

Cependant, leur intégration d’une manière irréversible dans le génome de l’hôte constitue une 

limitation sécuritaire qui doit être surmontée. Des stratégies de développement de vecteurs non-

intégratifs ont été entreprises pour qu’ils soient potentiellement utilisables comme prototypes 

vaccinants (314). Malgré un niveau d’expression plus faible des antigènes à partir des 

lentivecteurs non-intégratifs que celui des vecteurs intégratifs, plusieurs stratégies ont été mises 

en œuvre pour augmenter le niveau d’expression des antigènes vaccinants. Par exemple il a été 

montré que l’inclusion du gène codant la protéine Vpx permet une meilleure transduction des 

cellules dendritiques par ces vecteurs (315). Aussi, il a été démontré que les vecteurs défectifs au 

niveau de leur intégrase sont capables d’amplifier l’expression de leur gènes viraux en effectuant 

un cycle unique de réplication (316), ces derniers sont associés à une immunogénicité et une 

réduction de la charge virale chez des macaques éprouvés par le SIVmac239 (317).  

De même, ce type de lentivecteurs défectifs au niveau de l’intégration (ou non intégratifs) a été 

testé dans des études cliniques chez l’homme. Ainsi, le DermaVir, un vaccin ADN non-

intégratif/non-réplicatif exprimant l’intégralité des antigènes du VIH-1 a montré une importante 

immunogénicité chez les individus vaccinés (318) ainsi qu’une réduction de la charge virale 

constante chez les animaux vaccinés par rapport aux contrôles (319). Ceci prouve qu’un vaccin 

ADN seul est capable d’induire une réponse T spécifique susceptible de protéger contre le VIH-

1/SIDA. 
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CHAPITRE IV : ESSAIS CLINIQUES DE VACCINATION ANTI- VIH-1 
 

I- Les phases cliniques 
 

Les essais cliniques sont répartis en 3 phases principales. Une 4ème phase «d’étude post-

commercialisation» peut être ajoutée si le vaccin est approuvé. 

La phase I, implique un petit nombre de volontaires (entre 5-100). Ces sujets sont soit sains dans 

le cadre d’essais de vaccins prophylactiques soit déjà infectés par VIH-1 et suivis dans le cadre 

d’un vaccin thérapeutique. L'objectif principal de la  phase I est de vérifier si le vaccin est toléré 

chez les personnes volontaires. La durée moyenne  de suivi des sujets vaccinés est de deux ans. 

La phase II implique un nombre plus important de personnes (centaines : 100-300). L’objectif 

principal est d’évaluer l’immunogénicité du vaccin chez un groupe plus large et plus diversifié 

de personnes que celui utilisé en phase I. L’efficacité du vaccin est évaluée dans les essais de 

phase IIb constituant un intermédiaire entre la phase II et la phase III. Les essais de phase IIb 

peuvent impliquer des milliers de participants (3000-5000), et permettent d’évaluer l’effet 

d’optimisation de plusieurs paramètres (dose, temps d’administration…) de vaccination avant le 

passage en phase III. 

La phase III implique plusieurs milliers (10000 et plus) de volontaires ayant un risque élevé 

d'infection par le VIH en raison de leur comportement sexuel, la consommation de drogues, ou 

leur présence dans des régions à haute prévalence de VIH-1 (comme en Afrique subsaharienne 

ou des parties de l'Asie). Dans ce type d’essais, les sujets vaccinés sont évalués régulièrement et 

de façon longitudinale sur une durée allant de 3 à 5 ans, pour valider une protection potentielle 

contre le VIH (320, 321). 

Malgré le développement de nombreuses stratégies vaccinales, seules quatre ont été évalués pour 

leur efficacité dans 6 essais différents de phases IIb ou  III. Il s’agit des essais de VAXgen (Vax 

003 et Vax 004), HVTN (502  (STEP) et 503 (Phambili)), RV144, et HVTN505 (figure 20) 

(192). 
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II- les phases cliniques d’AIDSVAX 
 

Les prototypes vaccinaux d’AIDVAX sont basés sur la protéine monomérique gp120 de 

l’enveloppe du VIH-1 des sous types B et E. Ils ont été testés en phase III, Vax004 puis Vax 003, 

chez des sujets à haut risque d’infection. L’essai Vax004, utilisant la protéine Env du sous type B 

des souches MN et GNE8, a été réalisé chez 5403 volontaires (5095 hommes homosexuels et 

308 femmes) à haut risque de contamination aux Etats Unis et en Europe (322). Le vaccin de 

l’essai Vax00γ était composé des protéines Env des sous types B et E (CRF01_AE) ; il a été testé 

chez 2545 volontaires asiatiques (Thaïlande) usagers de drogues, sujets à haut risque d’infection 

(323). Les deux préparations vaccinales ont été adjuvantées avec de l’alun et administrées en une 

dose initiale suivie de 6 rappels 1, 6, 12, 18, 24 et 30 ou 36 mois après la vaccination initiale. 

Malgré l’induction de hauts titres d’anticorps anti-gp1β0 notamment dans l’essai Vax004, 

aucune des deux stratégies n’a permis d’induire des anticorps neutralisants qui protègent contre 

l’acquisition de l’infection ou retarderaient celle-ci (322, 323). Néanmoins ces études ont 

démontré le potentiel des anticorps non-neutralisants à participer au contrôle viral notamment par 

des mécanismes de ADCVI ("Antibody-dependent, cell-mediated virus inhibition") observé dans 

l’étude Vax004 (198).  

 

III- La phase clinique IIb de Merck : « STEP » et « Phambili » 
 

L’essai HTVN 502 "STEP" en phases IIb  a été conduit chez 3000 participants à risque 

élevé de transmission sexuelle repartis dans des zones géographiques différentes (Amérique, 

Canada, Australie et Afrique). L’immunisation a été réalisée avec une dose initiale et deux 

rappels à 6 mois d’écart et la composition vaccinale comportait un mélange de trois vecteurs 

adénoviraux recombinants exprimant respectivement les antigènes Gag, Pol et Nef de VIH-1 

type B. Cependant malgré l’induction de fortes réponses en LT CDκ +, ces dernières n’ont pas 

montré de corrélation avec un contrôle de la virémie et une protection des sujets vaccinés (265). 

Au contraire, une comparaison entre le groupe vacciné et le placebo a révélé une augmentation 

du risque d’infection chez les sujets vaccinés ayant une immunité préexistante contre le vecteur 

(Ad5) et surtout chez les hommes non-circoncis (324). En parallèle, une stratégie similaire 

HTVN 503 a été initiée en Afrique sous le nom «Phambili» chez un groupe d’hétérosexuels à 
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risque. L’étude a été rapidement arrêtée avec l’échec de l’essai «STEP». Cependant, 

similairement à l’essai STEP, cette étude a montré une augmentation du risque chez des sujets 

vaccinés même chez des sujets non-circoncis et n’ayant pas une immunité contre le vecteur, et 

cela indépendamment du nombre de doses vaccinales reçues (325). Une des causes potentielles 

d’échec de cette stratégie serait liée à la faible réponse T CD8+ spécifique contre les épitopes des 

antigènes conservés notamment Gag connus pour leur importance dans le contrôle de réplication 

virale (326). 

 

IV- La phase clinique HTNV 505 
 

Le vaccin HTVN est composé d’un mélange de six ADN plasmidiques comportant des 

gènes env de différentes sous types (A, B et C) et les gènes gag, pol et nef du VIH-1 du sous type 

B dans des proportion de 1/1/1/1/1/1. Le vaccin de rappel est constitué de préparations à base 

d’un vecteur adénovirus recombinant (Ad5) exprimant les protéines Env des sous types A , B et 

C et les protéines Gag/Pol du sous type B. L’immunisation a été réalisée avec 4 mg du mélange 

d’ADN administré par la voie IM aux semaines 0, 4 et 8 suivie d’un rappel à 6 mois. Ce mélange 

est composé des ADN recombinant Ad5 exprimant les 3 protéines Env (en propotion 1/1/1) et le 

précurseur Gag/Pol (en proportion 3), chez 1250 volontaires. L'étude a été menée chez des 

homosexuels masculins non-infectés circoncis et ne présentant pas une immunité préexistante 

contre le vecteur Ad5.  Les résultats de cet essai HVTN 505 ont démontré la mise en place d’une 

réponse cellulaire T CD4+ et T CDκ+ ainsi qu’une réponse humorale montrant des titres élevés 

contre la gp41. Cependant, ces réponses ne sont pas corrélées avec une protection. Au contraire 

une augmentation du risque d’infection a été notée chez les vaccinés malgré l’exclusion des 

paramètres de risques observés avec l’étude STEP, et l’utilisation un vecteurs Ad5 différent des 

études précédentes (STEP et Phambili) (308). De plus, une production d’anticorps de type IgA 

systémiques a été démontrée, cette dernière étant associée avec une augmentation de risque 

d’infection (192, 308). 
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V- La phase clinique RV144 en Thaïlande 
 

Alors que les deux vaccins VAX 003 et le vaccin ALVAC-VIH (vCP1521) canarypox 

exprimant les antigènes Gag, Pro et gp41 du VIH-1 n’ont pas démontré de résultats assez 

probants pour les utiliser dans des essais cliniques de phase III, leur combinaison dans la 

stratégie vaccinale RV144 a abouti au meilleur taux de protection obtenu jusqu'à présent contre 

VIH. Dans cet essai RV144 effectué en Thaïlande, plus de 16000 personnes hétérosexuelles ont 

été recrutées dont la moitié a été immunisée avec quatre doses d’environ 106.53 CCID50 du virus 

recombinant canarypox (ALVAC) décalées de 3 mois chacune, suivies de deux rappels avec 200 

mg de AIDSVAXr B/E (100mg de chaque) constitué de la protéine gp120 sont aux mois 3 et 6 

post-immunisation (192). L’autre moitié a été injectée avec des placebos. Après 3 ans et demi de 

suivi, cette étude a montré une protection de γ1% contre l’acquisition de l’infection chez le 

groupe des vaccinés par rapport au groupe contrôle (327) sans avoir un effet sur la progression 

de l’infection avec réduction de virémie ou amélioration du taux de CD4+ chez les personnes 

vaccinés infectés (328). Les corrélats de protection résumés par Kim et al. (192) ont montré un 

rôle majeur des anticorps non neutralisants de type IgG1 et surtout IgG3 dirigés contre la région 

V1Vβ de l’enveloppe dans la protection. Ces anticorps induisent une cytotoxicité médiée par les 

cellules NK pour tuer les cellules infectées par le phénomène d’ADCC (pour « antibody-

dependent cytotoxicity »). Parallèlement, il a été montré que l’augmentation du taux d’IgA 

systémique corrèle avec une augmentation du risque d’infection, dont une des causes probables 

est l’inhibition de l’action favorable des IgG s après leurs interactions avec les IgAs. 
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Figure 20. Les stratégies vaccinales anti-VIH ayant atteint les phases cliniques IIb et III (192).  
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CHAPITRE VI: LE VIRUS DE L’ARTHRITE ET DE L’ENCEPHALITE 
CAPRINE " CAEV", UN PROTOTYPE DE LENTIVIRUS DE PETITS 
RUMINANTS « SRLV » 
 

I- Epidémiologie historique naturelle et tropisme 
 

Le CAEV est un des membres du genre lentivirus qui affecte les petits ruminants 

« SRLV » (small ruminent lentivirus). Les SRLV comprennent le prototype CAEV de la chèvre 

et Visna-Maedi (ou MVV) du mouton mais aussi ils ont la capacité d’infecter les petits 

ruminants de la faune sauvage (329). 

Les SRLV sont largement répandus dans les troupeaux du monde entier avec des disparités de 

prévalence entre les régions pouvant atteindre 100% des animaux et 100% des troupeaux 

infectés. L’infection par ces virus induit des pathologies distinctes dont la sévérité dépend du 

statut sanitaire, hygiénique et immunologique de l’élevage. Ainsi l’infection des troupeaux par 

les SRLV peut provoquer des dégâts non-négligeables dans les domaines de productions 

animales. 

Les SRLVs sont actuellement répartis en cinq sous-groupes (A-E) selon leurs homologies dans la 

séquence des gènes gag-pol. Les SRLV du sous-groupe B comportent des sous types les plus 

atténués qui parfois ne sont responsables d’aucune pathologie chez leur hôte (330). C’est une des 

propriétés attractives de ce modèle pour l’étude des relations hôtes/pathogènes qui influencent la 

virulence ainsi que l’exploitation de l’atténuation naturelle pour le développement de vaccins 

contre les autres lentivirus plus pathogéniques chez l’homme et chez les animaux. 

  

I-1-historique des lentivirus des petits ruminants SRLV 
 

L’histoire des pathologies associées aux SRLVs remonte à 1862 à Texel aux Pays-Bas 

avec la description de pneumopathies sévères “zwoegerziekte” chez les ovins par le vétérinaire 

Loman (16). Des symptômes similaires ont été par la suite décrits en Afrique du sud par Mitchell 

et aux Etats Unis dans les troupeaux du Montana par Marsh respectivement (13, 331). Toujours 

inconnu à l’époque, l’agent étiologique de ces maladie été associé à environ  β-10% de mortalité 
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dans les troupeaux infectés (331). En 1λγγ, l’importation de moutons asiatiques « karakul » 

(porteurs asymptomatiques du virus) en provenance d’Allemagne vers l’Islande a été responsable 

d’une épidémie dévastatrice de grande ampleur touchant les races locales. Les animaux infectés 

développaient des maladies dégénératives sévères caractérisées par pneumopathies appelées 

localement « maedi » et des neuropathologies fulgurantes « visna » typiques. Gislason, le 

premier à décrire ces symptômes chez les ovins adultes en 1939, associe ces derniers à ceux 

observés précédemment au Montana en suggèrent un agent causal unique. Ce n’est qu’en 1960 

que Sigurdsson et Thormar démontraient que visna et maedi étaient causés par le même agent 

viral qui sera nommé Maedi Visna virus (MVV) (332, 333).  

En 1959, des pathologies similaires affectant des chèvres en Suisse puis en Allemagne mais 

celles-ci induisaient essentiellement des inflammations articulaires et mammaires (18). Des 

pathologies similaires ont été observées chez des chèvres en Inde (19), puis dans d’autres pays 

tel que les Etats Unis où la pathogenèse a été particulièrement étudiée et rapportée par Cork au 

début des années 1970s. La maladie touchait à la fois les chèvres adultes chez lesquelles elle 

induisait des arthrites et des mammites mais aussi des jeunes chevreaux qui développent des 

paralysies liées à des atteintes cérébrales. Ce n’est qu’en 1980, que le virus CAEV responsable 

de l'arthrite et de l'encéphalite chez la chèvre a été isolé d’un animal arthritique et d’un animal 

paralytique et décrit d’une manière simultanée et pour la première fois par les équipes de 

Crawford et Narayan respectivement (17, 334). 

 

I-2- le CAEV et tropisme d’espèces 
 

Comme les lentivirus des primates et des félidés, les SRLV sont dotés d’une capacité à 

franchir la barrière d’espèce et infecter productivement d’autres ruminants domestiques et 

sauvages (330). 

Chez les petits ruminants domestiques, on pensait initialement que les virus CAEV et MVV 

étaient spécifiques de la chèvre et du mouton respectivement, mais les études plus récentes ont 

démontré l’absence de barrière d’espèces pour ces virus. Cette absence de barrière s’étend aux 

petits ruminants de la faune sauvage puisque l’inoculation expérimentale de mouflons avec le 

virus CAEV induit une infection persistante et des développements de lésions (335) et des 
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infections naturelles du bouquetin (329) par CAEV ont été décrites aux Etats Unis et en France. 

L’inoculation expérimentale des veaux nouveau-nés par contre a conduit à une infection non 

persistante qui, après 4 mois de multiplication du virus, s’est éteinte et le virus a totalement été 

éliminé de l’organisme à six mois post infection. Cette élimination est associée à une forte 

réponse cellulaire T cytotoxique en l’absence d’anticorps neutralisants (336). Cette barrière 

immunologique a apporté pour la première fois la démonstration de la clairance totale d’une 

infection lentivirale par la réponse immune spécifique.  

 

II. Propriétés biologiques du CAEV : Interaction hôte/pathogène 
 

II- 1- Tropisme cellulaire du CAEV 
 

Contrairement au SIV et HIV, le CAEV et le MVV sont incapables d'infecter de manière 

productive les lymphocytes T (337) de leurs hôtes (chèvre et mouton) ou d'induire une 

immunodéficience chez les animaux infectés (338). Cependant, les mécanismes mis en jeu dans 

cette restriction restent encore non élucidés. Les études réalisées pour déterminer les mécanismes 

impliquées pour empêcher CAEV d’infecter productivement des cellules de primates ont révélé 

que seule l'absence de récepteurs fonctionnels à la surface de ces cellules était la cause de la 

restriction (339). 

Il a été clairement établi que contrairement aux lentivirus de primates, le récepteur CD4 n’est pas 

essentiel pour l’entrée des SRLVs dans leurs cellules cibles (340). Les récepteurs de mannose 

(341), les CMH (342) et d’autres molécules des surfaces ont été proposés comme récepteurs 

potentiels du CAEV. Cependant, en absence de démonstrations claires, le récepteur permettant 

l’entrée du virus dans les cellules cibles reste indéterminé, de même la nécessité de corécepteurs 

comme pour le cas du VIH et SIV reste incertaine.  

 

II- 2-Pathogénèses et défenses immunes de l’hôte 
 

II-2-a-Pathogénèse 
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Les pathologies induites par les SRLVs sont surtout de type inflammatoires, liées à 

l’infiltration de cellules mononuclées accompagnées de monocytes infectés dans les organes 

cibles notamment les poumons, le synovium articulaire, les glandes mammaires et le système 

nerveux central (343). L’afflux de monocytes infectés dans ces organes va s’accompagner de 

leur différenciation en macrophages répliquant efficacement le virus. L’activation chronique des 

macrophages est favorisée par un environnement pro-inflammatoire et provoque des lésions 

tissulaires distinctes se traduisant par plusieurs pathologies.  

 

II-2-b- Les réponses immunitaires de l’hôte 
 

Révisée récemment par Nancy Stenos (344), l’infection par CAEV induit une réponse 

innée favorisée par le contexte inflammatoire et une réponse adaptative cellulaire et humorale. 

Les anticorps circulants apparaissent rapidement entre les semaines 2-4 post-infection. Ces 

réponses immunes peuvent être associées à un contrôle du virus et protection des animaux 

infectés soit par la présence d’anticorps neutralisants particulièrement dirigés contre la protéine 

de surface de l’enveloppe, ou par une réponse cellulaire T CDκ+ particulièrement détectée chez 

les bovins qui ont éradiqué complètement le virus lors des essais expérimentaux (336). Il est à 

noter que les LT CD4+ ne sont pas cibles du virus (337) et sont donc préservés d’une manière 

fonctionnelle lors d’une infection par CAEV pour assurer leurs fonctions immunitaires 

contrairement à l’infection par le VIH-1, suggérant leur implication dans l’induction de réponses 

immunes protectrices.  

 

III- Structure génomique et LTR constitutives 
 

La structure génomique des SRLVs est similaire à celles des autres lentivirus notamment 

le VIH-1 mais d’une complexité moindre (24) (figure 21). Le génome ARN contient les trois 

gènes structuraux gag, pol et env. Le gène gag exprime respectivement les protéines de la MA 

(p16), de la CA (p25) et la NC (p14). Le gène pol code pour les enzymes virales : la RT, IN, PR 

et une enzyme particulière la désoxyuridine triphosphatase (dUTPase). Le gène env quand à lui 

code pour la protéine transmembranaire gp38 et la protéine de surface gp135 (équivalente de la 
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gp41 et la gp120 du VIH-1 respectivement). En plus de ces gènes de structure et gènes 

enzymatiques, le génome des SRLVs possède trois autres cadres de lecture ouverte codant trois 

protéines régulatrices/accessoires Vpr-like, Rev et Vif. Ces deux dernières sont indispensables 

pour une réplication soutenue à l’inverse de la protéine Vpr-like (26, 345).  

L’enzyme dUTPase codée par le gène pol des SRLVs est absente chez les lentivirus de primates. 

Cette dernière réduit le taux d’UTP dans les cellules infectées et protège le génome des SRLV 

ainsi que d’autres lentivirus de ruminants, tel que le BIV, de l’hypermutation A-G altérant la 

réplication du SIV et le VIH. De plus cette enzyme semble intervenir dans un retard d’une 

infection productive du macrophage (346). 

En passant aux gènes accessoires/régulateurs, il semble que l’absence de nef et de vpx jouent un 

rôle important dans l’atténuation naturelle du CAEV. En effet l’introduction expérimentale de 

chacun de ces gènes augmente significativement la pathogénicité ex vivo du virus qui induit une 

apoptose des lymphocytes T de chèvre (sans les infecter) après l’expression de Nef et de Vpx 

(26, 347, 348), ce dernier induisant aussi l’arrêt du cycle des cellules infectés dans la phase G2. 

Il est important de noter que Vif joue aussi un rôle important dans la pathogénèse en agissant par 

des voies de signalisation similaires mais différentes du VIH (118) . 

La LTR lentivirale a été montrée comme étant déterminante dans le tropisme et la réplication de 

plusieurs lentivirus tel que le lentivirus ovin MVV dont la variation la séquence de sa LTR 

permet la réplication dans de nouvelles cibles du système nerveux central qui s’associe avec une 

augmentation de la neuro-virulence (349, 350) .  

En opposition au SIV et HIV, la LTR du CAEV contient un promoteur fort qui exprime les gènes 

de façon constitutive indépendamment d’une régulation par Tat. En effet le génome du CAEV ne 

code pas pour la protéine Tat ni la région Tar où Tat peut se fixer pour initier l’élongation de 

transcription. Tat du CAEV a été mal nommée, se basant sur son poids moléculaire et sa position 

dans le génome, mais il a été montré que cette protéine ne joue pas le rôle de Tat chez le CAEV 

mais possède plutôt des fonctions similaires à celles de Vpr (26, 345). 

L’expression constitutive de cette LTR est à la base de l’atténuation naturelle du virus et le 

contrôle efficace de ce dernier chez la plupart des animaux naturellement ou expérimentalement 

infectés ; Ceci aboutissant même à une élimination totale du virus notamment chez les bovins qui 
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ne présentent plus aucune trace de latence ou persistance virale et une éradication totale du virus 

dans quelques mois après l’infection, comme nous l’avons déjà mentionné (336).  

 

Figure 21. Comparaison du génome du VIH-1 et celui des SRLV (adaptée de Minardi da Cruz et al. (330)). 
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OBJECTIFS DU TRAVAIL 
 

L’objectif à long terme des travaux effectués dans le laboratoire est de développer un vaccin qui 

protégerait contre le VIH-1 chez l’homme. Mon travail de thèse contribue à l’évaluation de 

l’immunogénicité et la protection induites par un prototype ADN lentiviral vaccinal chez les 

modèles animaux souris et macaques. Ce prototype, CAL-SHIV-IN- est non intégratif mais 

capable d’effectuer un cycle de réplication unique chez l’hôte en absence d’une activation 

immune chronique. Le design de ce vecteur a été réalisé de sorte qu’il induise préférentiellement 

des réponses T spécifiques qui persistent longtemps mais aussi des réponses B produisant une 

diversité d’anticorps spécifiques.  

Contrairement à d’autres stratégies qui ont combiné des rappels hétérologues de protéines ou 

virus recombinants pour augmenter l’immunogénicité faible des vaccins ADN, notre stratégie 

s’est focalisée sur l’optimisation de la vaccination ADN seule pour augmenter son 

immunogénicité et sa capacité de protection. Ainsi notre premier vecteur vaccinal non-intégratif 

et non-réplicatif μ le Δ4 SHIV-KU2 a été administré en une dose vaccinale initiale de 5 mg suivie 

par des rappels homologues du même ADN chez les macaques rhésus vaccinés. Les réponses 

immunes T spécifiques détectées étaient faibles mais elles ont corrélées avec la protection des 

animaux contre le virus d’épreuve pathogénique SHIVκλ.6 (351). 

Par ailleurs, nous avons pu démontrer que l’administration d’une dose unique mais élevée de ce 

même ADN vaccinal permettait d’induire des réponses cellulaires T spécifiques augmentées 

contre tous les antigènes du SHIV et plus particulièrement contre les antigènes Gag (284). 

L’analyse phénotypique et fonctionnelle de ces cellules, chez les modèles souris et macaques, a 

révélé la présence de cellules T CD8+ mémoires ayant une capacité à proliférer et à produire la 

Granzyme B, comme celles trouvées chez les personnes infectées qui contrôlent naturellement le 

VIH-1, les contrôleurs élites. De plus, ces réponses polyfonctionnelles ont persisté de façon 

durable chez les animaux vaccinés en absence de rappel antigénique. 

L’avantage d’une dose unique d’un vaccin non réplicatif est associé à l’expression de  l’antigène 

dans une fenêtre de temps limité mimant celle observée pendant une infection aigüe. Les cellules 

précurseurs induites par cet antigène ne seraient pas stimulées continuellement par l’antigène de 

sorte qu’elles se différencient en cellules filles centrales et effectrices mémoires au dépend de 

leur renouvellement. Toutefois cette forte dose vaccinale de 30 mg appliquée en préclinique chez 



  

92 
 

les macaques rhésus semble difficilement transposable chez l’homme, d’où la nécessité 

d’optimiser cette stratégie de vaccination. 

Dans ce but, nous avons récemment développé un lentivecteur ADN « CAL-SHIV-IN- » dérivé 

du virus chimérique pathogénique SHIV-KU2, comme prototype vaccinal anti-VIH-1. Ce vecteur 

non-intégratif effectue un cycle unique de réplication dans les cellules cibles (figure 22). Ceci 

permet une expression antigénique augmentée chez le vacciné et de ce fait la dose vaccinale 

pourra être diminuée. L’expression du provirus est sous le contrôle des LTRs du lentivirus caprin 

naturellement atténué (CAEV) possédant un promoteur constitutif dans ses LTRs indépendant de 

la transactivation par Tat. Ce vecteur présente donc des propriétés optimisées associant l’aspect 

sécuritaire de la vaccination ADN avec le pouvoir de réplication des virus atténués, mais qui est 

limité à un cycle unique de réplication, sans leurs inconvénients (intégration, persistance, 

réversion à un phénotype pathogène…).  

 

Le CAL-SHIV-IN- 
 

 

Figure 22. Représentation schématique de l’immunisation par CAL-SHIV-IN-. Les cellules somatiques 
transfectées par l’ADN vaccinal serviront de cibles aux cellules présentatrices d’antigène (CPA). Ces dernières vont 
reconnaitre d’une part les antigènes dans les corps apoptotiques provenant des cellules somatiques, et d’autre part les 
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virions relargués dans le milieu. En outre, le cycle unique de réplication effectué par le CAL-SHIV-IN- dans les 
cellules cibles, particulièrement les LT CD4+ inflammatoires permet de produire d’avantage d’antigènes sous des 
formes différentes pour augmenter leur présentation par les CPA. Finalement ces CPA chargées d’antigènes vont 
migrer dans les organes lymphoïdes et induire des réponses immunes spécifiques contre le VIH-1. Les LT CD4+ et 
LT CDκ+ spécifiques de l’antigène vont proliférer activement et acquérir des fonctions antivirales (notamment la 
sécrétion de molécules lytiques et des cytokines). Les cellules B qui ne sont pas présentées sur le schéma seront à 
leur tour activées et participeront aux défenses antivirales. 

Notre hypothèse de travail est que l’immunisation avec une dose unique d’ADN vaccinal CAL-

SHIV-IN- exprimant toutes les protéines virales à l’exception de l’intégrase, devrait en plus de la 

stimulation antigénique liée à l’ADN, mimer l'expression naturelle des antigènes du VIH-1 

similairement à celle observée pendant la primo-infection. Les cellules infectées in vivo par ce 

lentivecteur serviront de cibles supplémentaires aux CPAs. De plus, la vaccination simultanée 

par les voies intra-musculaire et intra-dermale permet de cibler des types de CPAs différentes 

(l’injection intra-dermale cible en particulier les cellules de Langerhans). Ces dernières vont 

utiliser les différentes sources d’antigènes pour stimuler des réponses immunes humorales et 

cellulaires polyfonctionnelles.  

 

Objectifs de la thèse 
 

Le double objectif du travail de ma thèse est dans un premier temps d’évaluer l’efficacité de 

l’immunisation avec une dose unique d’ADN du lentivecteur CAL-SHIV-IN- à induire des 

réponses immunes persistantes et protectrices contre le virus d’épreuve pathogénique chez les 

modèles animaux de vaccination. Dans un second temps c’est de caractériser les acteurs 

immunitaires en relation avec le contrôle et/ou la protection contre le virus d’épreuve 

pathogénique chez les animaux vaccinés. 

Notre plan de travail peut se subdiviser en 3 axes : 

1- Caractériser les propriétés fonctionnelles du lentivecteur CAL-SHIV-IN- en culture cellulaire. 

2- Evaluer  ses propriétés immunogéniques chez les modèles animaux de vaccination (souris et 

macaques). 
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3- a) Evaluer l’efficacité des réponses immunes induites à contrôler et/ou protéger contre le virus 

pathogénique difficile à neutraliser SIVmac251 chez les macaques vaccinés ; b) caractériser les 

acteurs immunitaires impliqués dans le contrôle/protection contre le virus d’épreuve.  

Les axes 1 et β seront présentés sous forme d’articles publiés (article 1 et article β). Une partie de 

l’axe γ sera présentée sous forme d’une ébauche d’article en cours de rédaction (article 3). 

L’autre partie sera présentée sous forme de résultats de thèse.  
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Résultats 

Article 1 
 

A novel non-integrative single-cycle chimeric HIV lentivector DNA vaccine  

Maha Moussa, Géraldine Arrode-Brusés, Iliyan Manoylov, Alexander Malogolovkin, Dimitri 

Mompelat, Honorine Ishimwe, Amel Smaoune, Bilel Ouzrout, Jean Gagnon, Yahia Chebloune 

Article publié dans le journal Vaccine. 2015 May 5; 33(19):2273-82. 

 

Objectif : 
 

L’objectif de cet article a été de caractériser les propriétés du nouveau vecteur CAL-SHIV-IN- in 

vitro, puis in vivo chez le modèle murin.  

Les études in vitro incluent l’évaluation de la cinétique d’expression des protéines virales dans 

les cellules transfectées et la production de particules virales infectieuses procédant à un cycle 

unique de réplication dans les cellules cibles infectées. Les études in vivo incluent 

l’immunogénicité d’une dose vaccinale unique chez les souris BALB/c et les souris 

NOD/SCID/ββ humanisées. Seules ces dernières possèdent des cellules cibles (d’origine 

humaine) permissives à la réplication lentivirale.  

Résultats 
 

Afin d’évaluer la production des protéines virales et leur assemblage en pseudo-particules 

infectieuses, des cellules HEK-βλγT ont été respectivement transfectées avec l’ADN du CAL-

SHIV-IN- et celui du vecteur parental réplicatif SHIV-KU2. L’analyse des profils protéiques par 

radio-immunoprécipitation n’a montré aucune différence ni pour les protéines du lysat ni pour 

celles du surnageant des cellules transfectées avec les deux types d’ADN. Ce résultat indique que 

le remplacement des LTRs du SIV par celles du CAEV et la délétion du gène codant l'intégrase 

n’ont pas affecté le profil d'expression des antigènes viraux. Les résultats de microscopie 
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électronique ont clairement montré que les protéines produites par le vecteur CAL-SHIV-IN- 

s’assemblent en particules virales à la surface des cellules transfectées, et elles sont excrétées en 

dehors des cellules transfectées. Ces particules ont la capacité de transduire une seule fois les 

lignés de LT CD4+ sans permettre l'intégration rétrovirale du génome lentiviral. 

Il est intéressant de noter que durant les premiers jours post-transfection, les cellules transfectées 

par le CAL-SHIV-IN- et SHIV-KU2 ont secrété des quantités similaires de protéine p27 virale 

dans le surnageant ; mais par la suite la quantité de cette protéine décroit significativement après 

le jour 6 post-transfection, dans le surnageant des cellules transfectées par le CAL-SHIV-IN-.  

Les analyses de l’immunogénicité du vecteur CAL-SHIV-IN- ont été réalisées en parallèle avec 

celles du vecteur antérieur non-réplicatif Δ4SHIV-KU2 successivement chez les souris BALB/c et 

les souris NOD/SCID/β2 humanisées. Les splénocytes ont été isolés aux semaines 2 et 4 après 

l'immunisation et utilisés pour évaluer les proportions de cellules T spécifiques des antigènes du 

vaccin, productrices de cytokines et prolifératrices en réponse à des stimulations antigéniques. 

Ces examens ont été réalisés par ELISPOT IFN- et cytométrie en flux multiparamétrique. Les 

résultats de ces analyses ont montré que les deux vecteurs ont une immunogénicité comparable 

chez les souris BALB/c. Cependant, chez les souris NOD/SCID/ββ humanisées les réponses 

immunes induites par l'ADN vaccinal CAL-SHIV-IN- ont été fortement augmentées comparées à 

celles induites par l'ADN vaccinal Δ4SHIV-KU2. Ces résultats montrent clairement l’importance 

du cycle supplémentaire de réplication effectué dans les cellules cibles humaines. Permettant 

ainsi une amplification de la production antigénique et une amélioration de la réponse immune. 

L’ensemble de ces résultats démontre qu’une dose unique du vecteur vaccinal CAL-SHIV-IN- 

induit des réponses immunitaires LT CD4+ et LT CDκ+ spécifiques de l’ensemble des antigènes 

exprimés. Ces réponses cellulaires sont composées de cellules T effectrices immédiates secrétant 

l’IFN- mais aussi de cellules T spécifiques de l’antigène qui prolifèrent et dont parmi celles-ci 

une faible proportion produit l’IFN-. Ces profils ressemblent aux profils de cellules qui avaient 

été détectées dans les études antérieures de notre équipe avec d’autres lentivecteurs ADN 

vaccinants. Par ailleurs des taux élevés d'IgG anti-Gag plasmatiques ont été détectés chez les 

NOD/SCID humanisées immunisées avec le CAL-SHIV-IN- comparés à ceux détectés chez les 

souris immunisées avec le Δ4SHIV-KU2. 
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a  b  s t  r a  c t

Novel  HIV  vaccine vectors  and strategies are  needed  to  control HIV/AIDS  epidemic  in humans  and erad-
icate the  infection. DNA  vaccines  alone failed  to induce immune  responses  robust  enough  to  control
HIV-1.  Development  of lentivirus-based  DNA vaccines deficient for  integration  and  with  a limited  repli-
cation  capacity  is  an innovative  and promising  approach. This  type  of vaccine mimics the early stages
of  virus  infection/replication  like  the  live-attenuated  viruses  but  lacks  the  inconvenient  integration  and
persistence  associated with  disease.  We developed  a novel lentivector  DNA  vaccine “CAL-SHIV-IN−” that
undergoes  a  single  round of replication  in the  absence of integration  resulting  in augmented  expression
of vaccine antigens  in vivo.  Vaccine  gene expression  is under  control  of the  LTRs  of a naturally  attenuated
lentivirus,  Caprine  arthritis  encephalitis  virus  (CAEV)  the  natural goat lentivirus.  The safety of this  vaccine
prototype was increased by  the  removal  of the  integrase  coding  sequences  from  the  pol gene. We exam-
ined  the  functional  properties  of this lentivector  DNA in cell culture and the  immunogenicity  in  mouse
models.  Viral  proteins  were expressed  in transfected  cells,  assembled  into  viral  particles  that  were  able
to  transduce  once  target  permissive  cells. Unlike  the  parental  replication-competent  SHIV-KU2  that was
detected  in DNA  samples from  any of the  serial  passage infected  cells,  CAL-SHIV-IN− DNA  was  detected
only  in target  cells  of the  first  round  of infection,  hence  demonstrating the  single  cycle  replication  of
the  vaccine. A  single  dose DNA  immunization  of humanized NOD/SCID/�2  mice  showed  a  substantial
increase of IFN-�-ELISPOT  in splenocytes compared  to the  former replication  and integration  defective
�4SHIV-KU2  DNA vaccine.

©  2015 Elsevier  Ltd. All  rights  reserved.

1. Introduction

HIV/AIDS pandemic was responsible of the death of more than
35 million people while as many individuals are still living infected
with the virus [1].  Although there have been enormous progress
in HIV/AIDS prevention and therapy [2–4],  highly active antiretro-
viral therapy (HAART) has many limitations that prevent virus
eradication in treated individuals [5]. It  is believed that effec-
tive and safe therapeutic and/or prophylactic HIV vaccines are
critical to stop this chronic infectious disease. Enormous efforts
have been made in  developing an HIV-1 vaccine during these
last 3 decades but to  date there is still no safe and efficacious

∗ Corresponding author at: INRA-CNRS-Université Joseph Fourier, Pathogénèse et
Vaccination Lentivirales, PAVAL Lab., Bat. Nanobio2, 570 Rue de  la  Chimie, BP  53,
38041 Grenoble Cedex 9,  France. Tel.: +33 0456520866.

E-mail address: ychebloune@lyon.inra.fr (Y. Chebloune).

vaccine that can be  used in human. Evidences of  natural virus
control in a tiny proportion of HIV-1 infected individuals, the
long-term non-progressors [6–8] along with possible successful
cases of “human cure” [9,10] following treatments provide the
proof that HIV-1 can be defeated. To date, the only human trial
that showed partial protection against acquisition (about 31%)
is the Thai RV144 trial using a  canarypox vector to  prime and
recombinant Env protein to  boost [11,12]. In non-human pri-
mate models, the live-attenuated lentivirus vaccines were found
to be highly effective in inducing protective immunity in macaques
against pathogenic strains of SIV and SHIV [13–15].  However, their
potential to randomly integrate in the host genome and revert to
the pathogenic phenotype in neonates and some adults excluded
their use in humans [16,17].  Recent studies using a replication
competent recombinant vaccine based on rhesus cytomegalovirus
(RhCMV/SIV) expressing SIV proteins showed increased protection
in about 50% of vaccinated macaques against a  pathogenic SIV-
mac239 challenge [18],  regardless of the route of challenge [19].

http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2015.03.021
0264-410X/© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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More remarkably, protected macaques progressively cleared the
challenge virus and appeared cured. In this vaccine strategy, the
viral clearance appears to  correlate with CMV-maintained uncon-
ventional broad effector-memory CD8+ T cell immune responses
[20]. These results demonstrate that a replication-competent and
persisting live vaccine is capable at eliciting SIV-specific T cell
responses that contribute to  control viral replication and prevent
the onset of AIDS in SIV-infected macaques. Similar results were
previously reported using a herpes virus-based vaccine vector in
macaques inducing similar proportion of protection against the
challenge virus [21].

Other studies have clearly shown that a  vaccine regimen could
induce immune responses that are able to  reduce viral replication.
Among these vaccine strategies, replication-defective and non-
persisting plasmid DNA vaccines have shown promising results
[22,23]. These different approaches rely on the hypothesis that con-
tinuous antigen expression, provided by replicating vectors may
not be the only way to  promote the development of long-term
T-cell based control of virus replication. Indeed, T  cell-mediated
immune responses that control infection and disease progression
were shown to be  generated after acute resolved infection [24],
indicating that a moderate and limited viral expression can be crit-
ical in the setting of such responses. Interestingly, it has been found
that a relatively low viral load environment during primary infec-
tion in LTNP/EC may  be the crucial difference with progressors
[25].  Accordingly, early initiated HAART therapy in HIV patients
allows long-term control of infection after the interruption of the
treatment [26–28].

Our focus was on the development of lentiviral-based DNA
vaccines that mimic  the early stages of lentivirus infection to
stimulate natural and proportionate immune responses against
virus antigens. We demonstrated with our  first generation of
non-replicating and non-integrating DNA vaccine, �4SHIV-KU2,
that a single dose immunization in the mouse and NHP models
allowed the development of long-lasting and polyfunctional SHIV-
specific T cell responses against Gag and other HIV antigens in
immunized animals [29–31]. Importantly also, in earlier studies,
macaques vaccinated with repeated doses of this DNA vaccine only,
were protected from the challenge with SHIV89.6p [32–34]. To
improve further the vaccine immunogenicity, we  engineered a  sec-
ond generation of HIV lentivector DNA vaccines. This new type of
vectors expresses all virus proteins that assemble into pseudo par-
ticles able to undergo a single cycle of replication. Consequently,
antigen expression is increased in  the absence of integration of
the vaccine genome in  that of the host. We hypothesized that
SHIV antigens that can be  expressed, maturated and assembled in
pseudo-infectious viral particles in vivo will mimic  an acute and
limited viral replication [35].  This results in increase sources of
antigens for antigen presentation and subsequently promotes opti-
mal  T cell-mediated immune responses. Thus, this synergizes the
advantages of live-attenuated and DNA vaccines without inconve-
nient persistence and reversion to pathogenic state. In addition,
we replaced the SIV LTRs with those of the Caprine arthritis-
encephalitis lentivirus (CAEV), a naturally attenuated lentivirus
that does not cause AIDS like disease in infected goats [36,37]
and does not infect human cells [38]. In  contrast to primate
lentiviruses, CAEV LTRs have Tat-independent constitutive promo-
ters that express viral proteins at high level in all tested cells [39,40].
We have shown that CAEV 5′ LTR promoter was fully capable at
expressing high level of SHIV antigens in  the genome of �4SHIV-
KU2, and inducing potent immune responses both in mice and
macaques [41]. Here we  designed CAL-SHIV-IN−, driven by both
5′ and 3′ CAEV LTRs and deleted of SIV integrase (int) in the genome
of SHIV-KU2 [42] for increased safety. This novel lentivector DNA
vaccine was studied in cell culture system and in vivo in immu-
nized mouse models. In this paper we  report the functional and

immunogenicity properties of this constitutively-expressed single
cycle competent DNA vaccine.

2. Materials and methods

2.1. Cell culture reagents

2.1.1. SIV and HIV peptides

Overlapping 15-mer peptides, with 11-aa overlaps, spanning the
entire molecules of SIV Gag, HIV Env, HIV Tat, HIV Rev, and SIV
Nef proteins were obtained from the National Institutes of  Health
(NIH) AIDS Research and Reference Reagent Program, Division of
AIDS, NIAID, NIH (catalog nos. 6204, 6451, 5138, 6445 and 6443
respectively).

2.1.2. Cell lines

Human embryo kidney cell line (HEK-293) (Catalog no.103),
as well as lymphocyte cell lines CEM-x-174 (Catalog no.103) and
M8166 (Catalog no.11395) were also kindly provided by  the NIH
AIDS Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH.

2.2. Vaccine plasmid DNA

To generate CAL-SHIV-IN−, we used the classical molecular
cloning techniques and PCR to remove the 5′ and 3′ SIV LTRs
from the genome of the infectious pathogenic SHIV-KU2 (GenBank
accession #  AY751799) and replace them with those of  the goat
lentivirus CAEV co strain (GenBank accession # M33677). These
latter have Tat-independent constitutive promoters that highly
express driven genes. In addition, the SIV int coding sequences in
the 3′ end of the pol gene were deleted following double diges-
tion with Kpn1 and Acc1 that removes 314 bp. The viral genome
was inserted into the pET9 plasmid (Novagen, EMD  chemicals, San
Diego, CA) and the recombinant plasmid introduced into Escherichia

coli JM109. The resulting CAL-SHIV-IN− expresses Gag, Pol (with-
out IN), Vif, Vpx, Vpr and Nef of SIVmac239 (GenBank accession#
M33262) as well as Vpu, Tat, Rev and Env proteins of HIV-1SF2
(GenBank accession# K02007) (Fig. 1). Single colony of recombi-
nant bacteria was  amplified using classical culture conditions and
bacteria were used to isolate endotoxin free vaccine DNA using
QIAamp DNA Maxipep Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France), according
to manufacturer’s instructions.

2.3. Expression of viral proteins and production of viral particles

2.3.1. Cell transfections

Transfection of HEK-293 cells was  performed using a  cationic
polymer polyethylenamine, ExGenTM 500 (Euromedex, Souffel-
weyersheim, France) according to the protocol provided by the
manufacturer for adherent cells. Monolayer cells at 80% confluence
in  6 well plates were transfected with 5 �g of each of CAL-SHIV-
IN−, SHIV-KU2 and �4SHIV-KU2 plasmids, respectively. A  GFP
expressing plasmid (pCG-GFP) was  used as internal control and
non-transfected cells were used as negative control. DNA was
mixed with 16.5 �l of ExGen 500 and 350 �l of NaCl 150 mM,
incubated 35 min  at room temperature and then the mixtures
were inoculated into the cell monolayers. Transfection medium
was removed after overnight incubation, cell monolayers washed
with phosphate-buffered saline (PBS) and replenished with fresh
medium. Supernatant fluids containing viral particles were har-
vested at 24 h,  48 h and 72 h post-transfection and stored at
−80 ◦C for further experiments. Cells were used in different assays
described below.
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Fig. 1. Design of CAL-SHIV-IN− lentivector vaccine genome. CAL-SHIV-IN− was  derived from the genome of the chimeric, highly pathogenic SHIV-KU2. Both the 5′ and 3′ SIV
LTRs have been removed and replaced by the  LTRs of the goat lentivirus CAEV, that are known to  have Tat-independent constitutive promoters. In addition the SIV coding
sequences for the int (�int) were deleted from pol  gene. The resulting genome has the SIV gag,  pol,  vif, vpx, vpr and nef (solid green arrows) and HIV  tat,  rev and env genes
(solid  orange arrows).

2.3.2. Radio-immunoprecipitation

Viral proteins were radio-immunoprecipitated from the cul-
ture medium and cell lysates using the standard protocol. Briefly,
at 48 h post-transfection, transfected cells were starved by cul-
ture in Methionine/Cysteine-deprived medium during 1 h,  and then
labeled overnight with 100 �Ci of 35S-methionine/cysteine added
in the same medium. Viral proteins were then immunoprecipi-
tated from the cell lysate and supernatant compartments using a
hyperimmune polyclonal macaque serum as previously reported
[41].

2.3.3. Quantitative analysis of SIV Gag p27 by ELISA

Supernatant fluids were harvested from both transfected and
infected cells: HEK-293-transfected cells, co-culture of HEK-293-
transfected monolayers with CEM-x-174, or from infected M8166
and CEM-x-174 cells as indicated in Section 3. All supernatant flu-
ids were analyzed for their content in SIV Gag p27. ELISA tests
were performed using a  commercial kit and the manufacturer’s
instructions (XpressBio life science, MD,  USA). A standard curve
was plotted for each assay and OD450 values of tested samples were
inserted to determine the concentrations of SIV Gag p27 (ng/ml).
Values were used to generate the kinetics of SIV Gag p27 produc-
tion.

2.3.4. Electronic microscopy

At 48 h post-transfection with CAL-SHIV-IN−, HEK-293 cells
were fixed 1 h in 2.5% glutaraldehyde diluted in  0.1 M  sodium
cacodylate buffer. Cells were washed 3  times 0.1 cacodylate buffer
alone and then 1 h in 1%  OsO4 in 0.1  M cacodylate buffer, pH 7.4.
Fixed cells were stained overnight in  dark with 2% uranyl acetate pH
4. Cells were then dehydrated following serial washes in  30%, 60%,
90%, and 100% ethanol respectively prior to  embedding in epoxy
resin. Ultra-thin sections were observed under a J.E.O.L. 1200 EX
transmission electron microscope operating at 80 kev and selected
views were photographed.

2.3.5. Determination of viral stock titers

Cleared culture medium samples harvested as described in
Section 2.3.1 and stored at −80 ◦C  were used for virus titer deter-
mination. For titer determination of SHIV-KU2, cells of the highly
fusiogenic lymphoid human CD4+ T cell line (M8166) were seeded
in quadruplets of 3 × 105 cells/well in 24 well plates and inoculated
with 10 fold serial dilutions of viral stocks. Titers in  TCID50/ml  were
determined based on CPE detection in limit dilution that induced
50% infected wells. Quantification of CAL-SHIV-IN− and SHIV-KU2
was also performed by  ELISA evaluation of SIV Gag p27. (SHIV-KU2

stock was  evaluated at 28 ng/ml using Gag p27 ELISA corresponding
to  a  titer of 106 TCID50/ml).

2.4. Assay to examine the single-cycle replication of

CAL-SHIV-IN−

2.4.1. Co-culture of CAL-SHIV-IN− and SHIV-KU2 transfected

HEK-293 with CEM-x-174 permissive cells

HEK-293 cells were seeded into 6 weel plates and 24 h later
pre-transfection culture medium was harvested on day 0.  At  24 h
post-transfection, monolayers of HEK-293 cells, transfected with
SHIV-KU2 and CAL-SHIV-IN− respectively, together with non-
transfected cells were co-cultured with 106 CEM-x-174 cells in six
well plates. Supernatant fluids of co-cultures were harvested daily
during 9 days post-transfection, and used for quantitative SIV Gag
p27 ELISA.

2.4.2. Serial infection of CD4+ T  cell lines with CAL-SHIV-IN− and

SHIV-KU2 viruses

Human lymphocytic CD4+ T  cell lines (M8166 and CEM-x-
174) were cultured in 10% FBS and 1% penicillin/streptomycin
supplemented RPMI at a  density of 5 × 105 cells/ml. Triplicates of
2 ×  106 cells were respectively infected with viral stock of CAL-
SHIV-IN− and SHIV-KU2 (MOI =  0.2) and cells inoculated with
non-transfected HEK-293 supernatant were used as negative con-
trols. At day 4 cytopathic effects (CPE) were clearly diffused in
SHIV-infected cells. Cells were then washed twice with PBS and
fresh medium was added. At  day 7 post-infection, supernatant
was harvested for monitoring viral protein release and subsequent
round of infection of fresh target M8166 for infectivity assays. Cells
were rinsed twice with 1× PBS, stored as dry pellet and then used
for DNA isolation.

2.4.3. Detection of vaccine DNA in CEM-x-174 cells using

nested-PCR

DNA extraction from cultured CEM-x-174 cells was performed
with NucleoSpin Blood QuickPure (Macherey-Nagel, Hoerdt,
France) according to  the manufacturer’s instructions.

The highly sensitive nested-PCR technique was  used to detect
the viral DNA in CEM-x-174 cells. Two successive rounds of PCR
amplification were used to  detect the SIV specific gag sequences by
nested-PCR. The first round of PCR amplifies a 612 bp product using
the external primers YCN-5 (5′-GAG TGG GAG ATG GGC GTG AG-3′)
and YCN-9 (5′-CTG CAT AGC CGC TTG ATG GTC TC-3′). The second
round amplifies a  418 bp product using the internal primers YCN-6
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(5′-AGT ATG GGC AGC AAA TGA AT-3′)  and YCN-8 (5′-CCT GGC ACT
ACT TCT GCT CC-3′).

Amplification of the human housekeeping ˇ-actin gene was
used as internal control. A set of external primers HHK-�-1  (5′-
TCA TGT TTG AGA CCT TCA ACA CCC  CAG-3′) and HHK-�-2 (5′-CCA
GGG GAA GGC TGG AAG AGT GCC-3′) and two internal primers,
HHK-�-3 (5′-TGG ACC TGG CTG GCC GGG ACC TG-3′) and HHK-�-4
(5′-GCC TCA GGG CAG CGG AAC CGC TCA-3′)  were used for the first
and second round of PCR, respectively. The expected sizes of PCR
products are 436 and 246 bp for the first and second round of PCR
respectively. The first round of PCR was performed with 5 �l of 10×

Taq buffer, 5 �l of MgCl2 (25 mM),  1 �l of dNTP mix  (20 mM),  1 �l
of both YCN5 and YCN9 (20 �M),  0.5 �l of both HHK-�-1 and HHK-
�-2 (20 �M),  500 ng of extracted DNA, 1.5 �l  of TAQ Pol (5  U/�l,
Euromedex, Souffelweyersheim, France), in a  final volume of 50 �l
adjusted with ultrapure water. The second round was performed
using 2 �l of the first PCR with 1 �l  of each of YCN6, YCN8, HHK-�-3
and HHK-�-4 (20 �M)  in the same conditions as the first round.

Amplification conditions were as follow: 5 min  of initial dena-
turation at 94 ◦C  followed by 35 cycles comprising successively 30 s
at 94 ◦C, 30 s at 62 ◦C, 1 min  at 68 ◦C; and a final incubation of 10 min
at 68 ◦C. PCR products were separated by  electrophoresis on 1.8%
agarose gel and revealed under UV light after ethidium bromide
staining.

2.4.4. Southern blot DNA analysis

DNAs were transferred from agarose gel to a  nylon membrane
Roti®-Nylon 0.2 (Roth-Sochiel, Lauterbourg, France). DNAs in the
agarose gel were denatured by  incubation 30 min  in a solution con-
taining 1.5 M NaCl and 0.5 M NaOH. Denaturation was neutralized
following 30 min  incubation in a solution containing 1.5 M  NaCl,
0.5 M Trizma base, pH 7.5. The Gel was then rinsed 10 min  in 3× SSC
solutions (0.3 M Tri-sodium citrate, 3 M NaCl, pH 7-8) and placed
overnight between two Roti®-Nylon membranes using a  dry trans-
fer system. DNAs in the nylon membranes were then crosslinked
15 min  under UV light.

A specific DNA probe of SIV gag sequences was generated with
the SIV external oligonucleotide primers using DIG High Prime DNA
Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Meylan, France). 50 ng
of a plasmid containing the SIV gag gene were used as matrix for PCR
amplification with TAQ Pol DNA Polymerase Kit. PCR protocol was
identical to the first round of the nested PCR using YCN-5 and YCN-9
gag primers but in the absence of HHK-�-1 and HHK-�-2 actin-
specific primers. The PCR product was purified using NucleoSpin
Gel and PCR Clean-Up (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). The total
purified PCR product was then used as template to produce random
primed DNA probes following manufacturer’s instructions. Trans-
ferred membranes were hybridized 6 h at 42 ◦C with DIG-labeled
SIV gag probe using the manufacture’s protocol. Membranes were
then washed in 2×  SSC 0.1% SDS and 0.1× SSC 0.1% SDS solutions,
successively. Revelation was performed using an anti-digoxygenin-
alkaline phosphatase conjugate and NBT/BCIP substrate generating
a blue color product as indicated by  the manufacturer.

2.5. Assays for evaluation of immunogenicity

2.5.1. Animal models and immunizations

BALB/c mice were purchased from Harlan Laboratories and
housed in the animal facility of the Jean Roget Institute, UJF, Greno-
ble. NOD/SCID/�2  mice were sampled from the colony that is bred
in this same facility. All  protocols were approved by  the regional
Ethical committee prior to use and experimentation. Animals were
housed in cages and taken care in  accordance with the guidelines
of the Animal Care and Use of the EU and French regulations and
the Local Ethic Committee recommendations (Agreement number:
B3851610006).

Human blood samples collected in sodium heparin-coated tubes
were obtained from a  healthy HIV-free non-infected blood donor,
from the “Etablissement Franç ais du Sang, EFS, Grenoble”. Periph-
eral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated using the
classical Ficoll-Hypaque density gradient separation. NOD/SCID/�2
mice were exposed to  a dose of 120 centigray gamma irradiations
for a  period of 50 s.  At  24 h post-irradiation, mice were humanized
by intra-peritoneal injection with 5 × 107 cells of freshly purified
human PBMCs.

Six weeks old BALB/c and hu-NOD/SCID/�2 mice were injected
intra-muscularly with a  single dose of naked plasmid DNA vac-
cine. �4SHIV-KU2 and CAL-SHIV-IN− DNAs were diluted in PBS
to  a final concentration of 1 �g/�l each. BALB/c mice were injected
with a  total of 100 �g of DNA vaccine, while hu-NOD/SCID/�2  were
given 50 �g only. Control mice received PBS solution without DNA.
Mice were sacrificed at week 1,  2, 3 and 4 post-immunization for
immune response analyses. Isolated spleens of mice were asep-
tically smashed between two  glass slides to harvest splenocytes.
Cells were collected in  PBS, 0.5 mM  EDTA solution, erythrocytes
were lysed using a  red blood cell lysis solution (BD Pharmingen,
Pont de Claix, France), and mononuclear cells were counted in a
hemocytometer. A portion of splenocytes was  used for evaluation
of human T cell engraftment. Another was  used for stimulation with
SIV/HIV antigens; a fraction of which was  used in ELISPOT assay to
evaluate cytokine-producing cells, and the other fraction was used
for antigen-specific proliferation assay.

2.5.2. ELISPOT assay

IFN-�-producing cells were detected by quantitative ELISPOT
assay using the mouse or human INF-�  antibody-precoated 96-well
plates (Mabtech, Sophia Antipolis, France). Triplicates of  5 × 105

splenocytes were incubated 20 h at 37 ◦C with 2 �g/ml of  pools of
overlapping peptides corresponding to Gag, Env, and Tat  +  Rev +  Nef
(TRN). Concanavalin A (1 �g/ml) or anti-CD3 stimulated cells were
used as positive controls while only medium-cultured cells were
used as negative control. The cutoff for positivity in  this assay
was 10 SFC/106 PBMCs. This corresponds to the average of spots
obtained in  cultured medium controls.

2.5.3. Multiparametric flow-cytometry assay monitoring

SHIV-specific T  cell functions

To  assess proliferation and cytokine production of SHIV-specific
T  cells, splenocytes of hu-NOD/SCID-�2  mice were first stained
with carboxyl fluoroscein succinimidyl ester (CFSE) (107 cells/ml
in 1 �M CFSE for 10 min at 37 ◦C; Molecular Probes, Cergy Pontoise,
France). Fractions of 2 × 106 cells were separately seeded into 96
deep-well tissue culture plates with or  without stimulation with
overlapping peptides of Gag, Env, or TRN pools at final concentra-
tion of 2 �g/ml. Four days later cells were stimulated again for 16  h
with the same peptide pools in  the presence of 0.5 �g/ml of  cos-
timulatory antibodies CD28 (clone 37.51) and CD49 (clone 9F10)
and brefeldin A (Sigma–Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France).
Cells were washed and stained for surface and intracellular com-
pounds as previously described [30]. All Abs were purchased from
BD Biosciences and flow-cytometry analysis was  performed on a
three-laser BD  LSRII instrument with standard setup. Data files
were collected and analyzed using the FACSDiva software program
(version 4.1.2; BD Biosciences).

2.6. Statistical analyses

We  used paired t-test and GraphPad software to examine the
significance of the data. Error bars represent standard error of
mean (s.e.m), *P <  0.05, **P <  0.01, ***P <  0.001, NS =  not significant
(P >  0.05).
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Fig. 2. Expression of CAL-SHIV-IN− lentivector proteins. (A) HEK 293 cells were transfected with either CAL-SHIV-IN− (2) or SHIV-KU2 (3) DNAs. At  48 h post-transfection,
cells were starved using methionine/cysteine-free medium and then proteins were labeled with 100 �Ci of 35S-methionine/cysteine. Viral proteins were immunoprecipitated
from  supernatant (S)  and cell lysate (C) of transfected HEK-293 cells with a  hyperimmune macaque polyclonal serum. Env  precursor and mature glycoproteins (gp160, gp120)
and  Gag proteins (p55 and p27) were successfully immunoprecipitated from the cell lysates (C). Only mature proteins (Env gp120 and Gag p27) were immunoprecipitated
from the supernatants (S)  of CAL-SHIV-IN− (2) and SHIV-KU2 (3) transfected cells. Non-transfected HEK-293 (1) used as control lacked any of these viral proteins. (B) Electron
micrographs of a HEK-293 cell  transfected with CAL-SHIV-IN− DNA (a) showing budding and mature virions indicated by arrows. A non-transfected HEK-293 cell (b) is  shown
as  negative control. Magnification is  19,000×.

3.  Results

3.1. Design of CAL-SHIV-IN− lentivector DNA vaccine

CAL-SHIV-IN− lentivector DNA vaccine was derived from the
genome of a replication-competent chimeric simian/human immu-
nodeficiency virus, SHIV-KU2, as described in  Section 2.  Two  major
modifications were introduced in  SHIV-KU2 genome. First, we
removed the int coding sequences from the pol gene to abol-
ish the integration potential resulting in  an integration-defective
lentivector genome. Second, we  replaced both 5′ and 3′ LTRs
of SIVmac239 with those of the naturally attenuated caprine
lentivirus (CAEV) to  obtain CAL-SHIV-IN− genome (Fig. 1).  Based
on the design of this novel lentivector DNA vaccine, we hypothe-
sized that CAL-SHIV-IN− will provide multiple sources of antigen:
(1) viral proteins directly expressed by transfected myocytes
and other somatic cells; (2) VLPs produced by these transfected
cells; (3) target cells pseudo-infected with particles containing
integration-deficient viral genomes will express viral proteins from
the episomal unintegrated DNA as a  third source. These various
cell-free and cell-associated viral antigens are potential sources for
cross-presentation and optimal priming of T cell responses. This
new lentivector DNA vaccine is  different from the former �4-SHIV-
KU2 [29] and CAL-�4-SHIV-KU2 [41] since it carries both 5′and 3′

LTRs of CAEV in both ends and the complete coding sequences for
the rt gene. �4-SHIV-KU2 and CAL-�4-SHIV-KU2 carry only the 5′

LTR and lacks the complete coding sequences of rt.

3.2. Characterization of functional properties of CAL-SHIV-IN–in

cell culture

Expression of viral proteins was examined by  immunopre-
cipitation of virus-specific proteins from both cell lysates and
supernatant fluids of HEK-293 cells transfected with CAL-SHIV-IN−

and parental SHIV-KU2, respectively, using a polyclonal macaque
serum anti-SHIV. All major proteins expressed by  the vaccine
genome (Gag p27, Gag polyprotein p55, Env surface glycoprotein
gp160, gp120 and gp41) were detected in the cell lysates and
mature proteins in the supernatant compartments. The protein

profile of CAL-SHIV-IN− was  similar to  that  of SHIV-KU2 indicating
that the replacement of SIV LTRs and removal of SIV int did not affect
the expression of other major viral proteins (Fig. 2A). In  addition,
EM-observation of cells transfected with the CAL-SHIV-IN− showed
assembly of virus proteins into virions budding at the cell surface as
well as mature virions (Fig.  2B). To further evaluate the production
of the major SIV Gag p27, the culture medium of transfected HEK-
293 cells co-cultured with CEM-x-174 cells were collected for nine
consecutive days and analyzed by ELISA (Fig. 3A). SIV Gag p27 pro-
tein was  found to be efficiently expressed by the vaccine and rapidly
released in  the supernatant of HEK-293-transfected cells. On day 1
and 2 post-transfection, the same amount of SIV Gag p27 protein
(≈30 ng/ml) was  detected in the supernatants from both types of
CAL-SHIV-IN− and SHIV-KU2 transfected co-cultured cells. Super-
natant from non-transfected HEK-239 did not contain any SIV Gag
p27 protein. Subsequently, between day 3 and 6 post transfection,
levels of released SIV Gag p27 started to drop in the supernatants of
both SHIV-KU2- and CAL-SHIV-IN−-transfected cells. However, the
concentration of SIV Gag p27 protein was significantly lower (11
fold) in day 6 samples from CAL-SHIV-IN− (≈1.4 ng/ml) than those
from the parental SHIV-KU2 (≈15.9 ng/ml). In addition, while at day
9 post transfection the concentration of SIV Gag p27 in the samples
of CAL-SHIV-IN− remained very low similar to day 6  (1.4 ng/ml),
that of SHIV-KU2 sample increased significantly to  reach 28  ng/ml
(Fig.  3A); This may  result from active replication of  SHIV-KU2 but
not CAL-SHIV-IN− in co-cultured CEM-x-174.

3.3. CAL-SHIV-IN− undergoes one cycle of replication

To monitor the limited replication capacity of CAL-SHIV-IN− to
a single cycle of replication, culture medium of transfected cells
containing viral particles was  harvested and tested for infectiv-
ity using the highly permissive/fusiogenic human CD4+ T  cell lines
M8166 and CEM-x-174. Analysis showed that samples from both
SHIV-KU2- and CAL-SHIV-IN−-transfected cells induced cytopathic
infections in  the indicator T cell lines that underwent syncytia for-
mation with characteristic giant multinucleated cells (Fig. 3Ba and
c,  respectively). Syncytia were larger and in greater number in
cells infected with SHIV-KU2 than those with the vaccine. In  these
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Fig. 3. Infectivity assay of CAL-SHIV-IN− virions. (A) Culture medium of non-transfected HEK-293 cells was  harvested on day 0. Cells were transfected with either SHIV-KU2
or  CAL-SHIV-IN− plasmid DNAs. At 24  h  post-transfection (day 1), supernatant fluids were harvested before coculture of monolayers with CEM-x-174 cells. Supernatant
fluids  were then collected daily from the co-cultures till day  9  post-transfection. Kinetics of viral protein expression was monitored using quantitative Gag  p27  ELISA. Results
plotted  in (A) were compared using paired t-test. Error bars represent standard error of mean (s.e.m), n = 3. *P < 0.05, **P <  0.01,  ***P <  0.001, NS =  not  significant (P  >  0.05).
Production of Gag p27 by  SHIV-KU2- or CAL-SHIV-IN−-transfected cells was  significantly different from that of controls. Supernatant harvested at  day 1 post-transfection was
used  to inoculate M8166 or CEM-x-174 cells at MOI of 0.2. (B) Micrographs of M8166 cells after the first and second round of infection (R1, R2). The black arrow (quadrant c) is
pointing  a sporadic cytopathic effect induced by CAL-SHIV-IN− in the first round of infection. Magnification is  400×. (C) Evaluation of viral protein expression by quantitative
ELISA.  Amount of released Gag p27 after first, second and third round (R1, R2 and R3) of infection of CEM-x-174 at weekly intervals are plotted. Paired t-test, n = 3, was used
as  described above. (D) Southern blot analysis of nested PCR products obtained with cellular DNAs following the first, second, third and fourth rounds of serial infection using
supernatants fluids of M8166 cells. Samples were separated in 1.8% agarose gel  (supplemental Fig. S1). H2O  without DNA (lane 1) and DNAs isolated from  non-infected cells
at  each of the serial rounds (lanes 2–5, respectively) were used as negative controls. Sample of cells inoculated with each of the serial passage of CAL-SHIV-IN− rounds (lanes
6–9,  respectively). A sample of the fourth round of SHIV-KU2 (lane 10) was used as positive control.

latter development of cytopathic effect was sporadic and did not
progress with the time. When the supernatants of these infected
cells were used to  inoculate fresh CD4+ T cells (Fig. 3Bb and d),
only the supernatant from SHIV-KU2-infected cells induced cyto-
pathic effects. Cells inoculated with that of CAL-SHIV-IN−-infected
cells failed to develop any syncytium remaining comparable to  con-
trol cells. This indicated that CAL-SHIV-IN− was unable to undergo
more than one cycle of replication and infection was  restricted to
the culture medium of transfected cells only. To confirm this obser-
vation, 4 successive rounds of inoculation of M8166 and CEM-x-174
cells were performed using in parallel SHIV-KU2, CAL-SHIV-IN−

viral stocks and the culture medium from non-transfected HEK-293
cells as negative control. In each inoculation experiment a  fraction
of supernatant was used to inoculate cells and the remaining was
used to evaluate the amount of SIV Gag p27 proteins by  quanti-
tative ELISA. Results presented in  Fig. 3C show that the release of
SIV Gag p27 protein is  restricted to  the first round of inoculation
with CAL-SHIV-IN−.  In contrast, as expected SIV Gag p27 protein
was found to be produced and released in  the supernatant of cells
inoculated with any passaged virus stock of SHIV-KU2. Accordingly,
viral DNA was detected only in  cellular DNA from the first round
of infection with CAL-SHIV-IN− as reported by  hybridization of the

nested PCR products with an SIV gag specific probe (Fig.  3D lane
6). DNA from cells inoculated with supernatant fluids from fur-
ther rounds of CAL-SHIV-IN− failed to show the presence of viral
DNA (Fig. 3D  lanes 7–9) similarly to negative controls (Fig.  3D  lanes
1–5). These data demonstrate that  in contrast to the replication-
competent SHIV-KU2 (Fig. 3D  lane 10, Fig. S1), the integration
defective CAL-SHIV-IN− has the potential to undergo only a  single
cycle of replication in  target cells.

Supplementary Fig. S1 related to this article can be found, in  the
online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2015.03.021.

3.4. Immune responses induced in the mouse models

To examine the profile of our DNA vaccine-induced immune
responses, we  first IM-injected BALB/c with a single dose of
novel single-cycle-integration-defective CAL-SHIV-IN− in paral-
lel with the former non-replicating non-integrating �4SHIV-KU2
DNA lentivector vaccines. Mice were euthanized at week 1
and 2 post-immunization and splenocytes were examined for
detection of vaccine-specific immune T cells by ELISPOT. The
results in Fig. 4A  show that both vaccines have induced INF-�
producing T cells specific to  all SHIV antigens (Gag, Env,

http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2015.03.021
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Fig. 4. SHIV-specific INF-� producing and proliferating T cells in mice immunized with CAL-SHIV-IN− DNA vaccine. Portions of splenocytes from immunized (A) BALB/c and
(B)  hu-NOD/SCID/�2 were examined by INF-�  ELISPOT assay at  week 2 post-immunization using the indicated pools of peptides (TRN corresponds to the pool  of Tat, Rev
and  Nef peptides). Results were compared using paired t-test. Error bars represent standard error of mean (s.e.m), n  =  5. *P < 0.05, **P <  0.01,  ***P  <  0.001, NS =  not significant
(P  > 0.05). Statistical differences between total responses of each of the groups are indicated on the graph. (C) Proliferation capacity of antigen-specific T cells was examined
in  splenocytes of  immunized hu-NOD/SCID/�2. Cells were CFSE-labeled and grown 4 days in medium alone or with the stimulatory peptides and then restimulated for 16 h
with  the same pool of peptides (sample with medium alone was  restimulated with Gag peptides) prior to surface and intracellular labeling as described in Section 2.  Cells
were  then acquired in a  BD LSR-II cytometer and results were analyzed using the FACS-DIVA software. Proportion of CD3+ CD8+ T cells specific to  Gag and TRN antigens that
proliferate without secreting IFN-�  at week 1 and 2 post-immunization are reported inside of the quadrants. Enlarged view of the gating strategy is presented in  supplemental
Fig.  S3. (D) Examination of serum samples at 2 weeks post-immunization from immunized hu-NOD/SCID/�2  mice. Detection of Abs against Gag p27 was performed by  ELISA.
Average values from triplicate were used to  plot the graph. Paired t-test, n =  3, was used. No statistical difference was observed between �4-SHIV-KU2, CAL-SHIV-IN− or
SHIV-KU2  injected mice.

Tat + Rev + Nef) expressed by the vaccine constructs. To explore
further the immunogenicity induced by this new lentivector vac-
cine we used human PBMC-reconstituted NOD/SCID/�2  mice to
provide target cells that support SHIV replication. Engraftment
of human cells in hu-NOD/SCID/�2  was assessed in splenocytes
as shown in supplemental Fig. S2. A single IM-immunization of
humanized mice with CAL-SHIV-IN−, �4SHIV-KU2 and SHIV-KU2
plasmid DNAs was evaluated by  ELISPOT (Fig. 4B). While modest
antigen-specific responses were induced by �4SHIV-KU2 DNA (35
spots/106 splenocytes as mean response against SHIV antigens), the
responses induced by  CAL-SHIV-IN− were substantially increased
(190 spots/106 splenocytes). Importantly, the level of responses
induced by this latter was almost equivalent to  that induced by
the replication-competent SHIV-KU2 (233 spots/106 splenocytes).
Altogether, these results provide the demonstration that the addi-
tional one cycle of replication in  target human cells has significantly
improved the immunogenicity of the novel vector.

Supplementary Fig. S2 related to  this article can be found, in  the
online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2015.03.021.

CAL-SHIV-IN−-specific T cell responses were further charac-
terized using the multi-parametric FACS-based assay that we
previously developed in the BALB/c model [30].  This assay helps
to examine simultaneously antigen-specific T cell proliferation and
cytokine production in response to ex  vivo stimulation with SHIV
peptides. Representative results (Fig. 4C and Fig. S3) indicate that
Gag and TRN-specific T  cell responses were mostly composed of
proliferating CD3+ CD8+ T cells that increased by 3 fold from week

1 (5.9% of total CD8+ T cells) to week 2 (17.4% of total CD8+ T cells)
post-immunization. The majority of these cells did not produce
detectable level of IFN-� in this five days in vitro culture assay as
we previously described [30,31].

Supplementary Fig.  S3 related to this article can be found, in the
online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2015.03.021.

In parallel to the T cell immune responses, we  also exam-
ined vaccine-induced humoral responses in the immunized
hu-NOD/SCID/�2 mice. We  performed an ELISA against Gag p27
using serum samples collected at week 2 post-immunization
(Fig.  4D).  Similarly to the T  cell responses, we found higher level
of Gag-specific IgG with CAL-SHIV-IN− and SHIV-KU2 as compared
with the response obtained with the replication-defective �4SHIV-
KU2 vaccine.

4. Discusion

After thirty years of HIV discovery, there are still no efficient and
safe enough prophylactic and/or therapeutic vaccines that can be
used in humans. Live-attenuated vaccines showed promising levels
of protection in NHP models [13,15]; however, they were associated
with irreversible integration in the host genome, persistence and
reversion to pathogenic state in some vaccinated animals [16,17]
impelling safer strategies for clinical use.  Alternatively, DNA vac-
cines became more attractive tools for vaccination against HIV and
other pathogens, particularly with effort being made to  increase

http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2015.03.021
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their immunogenicity via optimizing vaccine design, use of adju-
vants, and delivery methods [43–47].

In this paper we  engineered and evaluated a  new SHIV-based
lentivector DNA prototype, CAL-SHIV-IN− as HIV vaccine. This
lentivector was conceived to  be administered as plasmid DNA
expressing all SHIV proteins except the integrase. Viral proteins
assemble into mature viral particles lacking the integrase and able
to perform a single cycle of replication in target cells, hence increas-
ing antigen expression and presentation in vivo. As follows, our
construct mimics the beneficial replication of attenuated viruses
without their drawbacks.

The most important and unique features of CAL-SHIV-IN−

lentivector vaccine are associated with: (i) its design that includes
both 5′ and 3′ LTRs from the genome of the naturally attenuated
goat CAEV lentivirus, (ii) the constitutive gene expression driven
by CAEV LTRs containing Tat-independent constitutive promoters,
(iii) the fact that this design not only results in  augmented and con-
stitutive expression of all proteins in  the vaccine genome, but also
this expression is  regulated sequentially and quantitatively mim-
icking that of the natural infection with the live-attenuated and the
pathogenic viruses, and finally (iv) the protein assembly results into
mature virions that undergo a single cycle replication in the absence
of vaccine genome integration.

Our results provide the demonstration that CAL-SHIV-IN− vac-
cine is indeed a  single-cycle genome since virus produced by
HEK-293-transfected cells was able to transduce indicator T cells
that underwent typical CPE and in  which viral DNA was  detected
by conventional PCR. In contrast, the culture medium of these cells
failed to cause any further infection in  inoculated new T cells that
did not develop CPE and lacked detectable viral DNA. Altogether
these data indicated that transfection of CAL-SHIV-IN− plasmid
DNA into HEK-293 cells has produced viral particles containing
CAL-SHIV-IN− genomic RNA that was reverse transcribed into viral
DNA in transduced T cells, but this latter DNA failed to produce
infectious viral particles able to undergo a  new cycle of infection of
target permissive cells.

Lentivirus-based vectors have been widely used for gene ther-
apy for their non-oncogenic long-lasting expression of therapeutic
genes [48–50]. However, this type of gene therapy is  associated
with the integration of the vector genome in that of the host. In
vaccine strategies integration of vaccine genome threaten its safety
since it can be associated with insertion mutagenesis, increased
probability of recombination with endogenous and/or exogenous
viral genome, persistent antigen expression that could have  nega-
tive outcome on the set-up of efficient memory immune responses
[51].  For these and other reasons, some lentiviral vaccine vector
prototypes were mutated to  become integration defective [52–55].
These types of vectors were shown to  highly express HIV anti-
gens thereby inducing potent immune responses both in mouse
and macaque models of HIV vaccine [56–58].

For the sake of increased safety, lentiviral vaccine vectors were
mutated to abolish integration of their genome into that of the
hosts. This type of vectors was not only developed as prototypes
for HIV vaccination [59,60] but also malaria [61], Hepatatis [62]
and human papilliomavirus [63].

To increase the immunogenicity of lentivirus-based vaccines
they were engineered as one cycle replication to  amplify in vivo

the antigens [64–66].  However, in the design of some of these
vectors the integration capability of the genome was  maintained
[65].  These types of vaccine vectors were shown to be effi-
cient at expressing vaccine antigens which induce potent immune
responses. Immunization of macaques with SIVmac-based single-
cycle virus demonstrated a  reduction of 1–3 logs of viral load of the
challenge virus in the acute phase in 3 out 4 immunized animals
compared to the control non immunized infected animals [67].
Similarly, intramuscular injection of plasmid DNA expressing all

SIV(Mne) antigens in a single-cycle design induced partial control
of the viral load of the challenge virus at the initial peak of plasma
viremia, and low to undetectable viremia in  the long term [68].

The originality of CAL-SHIV-IN− is the synergy of both the one-
cycle replication and non-integration of the vaccine genome that
expresses all 13 proteins driven by CAEV LTRs. In addition, the CAEV
integrase is  highly specific for the “att” sequences at the extremities
of CAEV LTRs [69–71]. Similarly, SIV integrase is  highly specific for
“att” sequences of SIV and HIV-2 LTRs and does not  interact with
the closely related HIV-1 LTR “att” sequences. This adds another
level of safety since if recombination occurs involving the genome
of CAL-SHIV-IN− and that of HIV, the integrase of HIV will not be
able to  catalyze the integration of CAEV LTRs. More interestingly if
HIV acquires any of the CAEV LTRs it will result in the suicide of  the
genome by inactivation of the specific integration.

Constructs expressing up to 15 viral antigens have been previ-
ously described [72]; but none of these was driven by an LTR with a
constitutive promoter and able to  undergo a  single cycle of replica-
tion like CAL-SHIV-IN−.  Our �4-SHIV-KU2 and CAL-�4-SHIV-KU2
that expressed 12 viral proteins lacked the rt coding sequences and
the 3′LTR that abolish the reverse transcription and consequently
there is no single-cycle of replication [41].

Interestingly, once injected to  mice, CAL-SHIV-IN− induced spe-
cific humoral and T cell immune responses that were directed
against all the proteins (Gag, Env and Tat +  Rev +  Nef) expressed by
the vaccine as early as one week and these responses increased
at week 2 post-immunization. The results showed that the extra
cycle of replication in target human cells correlated with significant
increase in  antigen-specific immune responses in  CAL-SHIV-IN−-
immunized hu-NOD/SCID/�2 mice compared to those immunized
with the replication-defective �4-SHIV-KU2. This increase was  not
observed in BALB/c mice in  the cell of which the replication of SHIV
is restricted. However, the increased ELISPOT responses observed
with samples of mice immunized with �4-SHIV-KU2 compared to
CAL-SHIV-IN− DNAs might be linked to  the quality of isolated plas-
mid  DNAs. Indeed, the proportion of supercoiled DNA is known to
be determinant for efficient immunogenicity as this latter enters
more efficiently the nucleus allowing increased gene expression
[73].  Altogether, these data helped to conclude that the increase of
induced immune responses observed in hu-NOD/SCID/�2 immu-
nized mice (i) was associated with the one cycle replication in target
human cells, (ii) provided the demonstration of the effectiveness
of this innovative strategy for augmenting the immunogenicity of
DNA vaccines and (iii) induced both humoral and cellular arms of
the immunity. Further characterization of induced T cell responses
reflected clearly a  predominance of the CD8+ T  cell responses. This
type of immunity is known to play a  pivotal role in the control of
HIV/SIV replication by decreasing the viral load [74–76]. In con-
trast to memory CD8+ T cells generated during chronic infection,
responses linked to limited antigen expression observed during
acute infection present enhanced capacity to be maintained in
the absence of Ag and to undergo superior recall response. This
was shown in mice using LCMV infection model [51].  Our non-
integrating and non-persisting vaccine will hence induce similar
responses that persist over a long period. Interestingly, similarly
to  the data that we reported earlier in both mice and macaque
models, most proliferating CD8+ T  cells induced by CAL-SHIV-IN−

do not produce INF-� [31,43,77] but do produce the lytic com-
pound Granzyme B as characteristics of cytotoxicity. We  observed
that at the early time points post immunization (week 2 and 4)
almost equivalent response were detected against Gag,  Env and
TRN. As observed with �4SHIV-KU2 derivatives, we expect that
this response will be preserved and become immunodominant for
Gag at later time-point [29,30]. Unfortunately hu-PLB-SCID model
does not allow longitudinal evaluation of these responses due to
rapid establishment of graft versus host disease [78,79].  Recently
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this limitation was pushed back by  the introduction of new SCID
models like NSG and NOG mice [80–82].

Finally this construct showed interesting properties with ability
to mimics the early stages of natural infection of primate lentivirus
and to generate in vivo additional sources of antigens. Those extra
sources of antigens will be  presented by APCs to lymphocytes T
and B cells and should help to  improve greatly the antigen-specific
immune responses similarly to  those seen in LAV-immunized
animals and Nef-defective HIV-1-infected LTNP individuals that
efficiently control their infections [18,60,83]. This promising data
promoted initiation of immunogenicity studies in cynomologus
macaques a more appropriate model for HIV-1 vaccine studies.
We  recently reported the immunogenicity results of our  first use
of CAL-SHIV-IN− vaccine in  cynomolgus macaques, and demon-
strated that a single dose immunization with this vaccine induced
long lasting humoral and T cell immune responses against all SHIV
antigens [77].  Detailed characterization of induced T cell responses
demonstrated that these persistent responses comprised circulat-
ing central and effector SHIV-specific memory T  cell responses that
should play a critical role in controlling viral replication after acqui-
sition of infection.
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Objectif 

L’objectif du travail présenté dans ce second papier a été d’évaluer l’immunogénicité induite 

chez des macaques vaccinés avec une dose unique d’ADN du lentivecteur CAL-SHIV-IN-. En 

effet, à ce jour les primates non-humains constituent le meilleur modèle pour évaluer les 

propriétés immunogéniques et protectrices des vaccins contre le VIH-1.  

 

Expériences 
 

Nous avons immunisé six macaques cynomologus avec une dose unique de 5 mg d'ADN 

vaccinal CAL-SHIV-IN- (4 mg en intramusculaire + 1 mg intradermique suivi par une 

électroporation). Nous avons caractérisé et évalué les réponses immunes induites par le prototype 

vaccinal chez les macaques vaccinés en utilisant des méthodes standards ainsi que de nouvelles 

méthodes que nous avons mises au point. Ces dernières ont permis une caractérisation plus 

complète sur le plan phénotypique et fonctionnel des réponses T mémoires spécifiques des 

antigènes du vaccin et persistantes en absence de rappel. Ainsi un suivi longitudinal des réponses 

immunes (cellulaire et humorale) a été réalisé  sur une période dépassant 47 semaines. 

 

Les PBMC de macaques vaccinés ont été purifiés régulièrement à partir du sang périphérique et 

une fraction des cellules a été utilisée pour réaliser le test d’ELISPOT IFN- classique permettant 

de quantifier les cellules T à fonction effectrice immédiate capables de produire l’IFN-. Une 
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autre fraction cellulaire a été cultivée pendant 6 ou 12 jours en présence d’antigènes et de 

cytokines homéostatiques puis les cellules ont été analysés par le test d’ELISPOT IFN- (test 

PHPC) ainsi que par cytométrie en flux multiparamétrique. Cette dernière permet une 

caractérisation phénotypique et fonctionnelle simultanée des cellules T induites (phénotype 

mémoire, prolifération, sécrétion de cytokines et le contenu lytique).  

Principaux résultats 
 

Les principaux résultats de cette étude peuvent se résumer comme suit :  

- Il y a une mise en place rapide et persistante de réponses immunes spécifiques contre tous les 

antigènes viraux chez tous les animaux vaccinés.  

- Ces réponses sont composées de LT CD8+ et LT CD4+ qui sont maintenues toute la durée de 

l’étude (plus de 47 semaines) dans le sang périphérique suite à l’immunisation avec une dose 

unique du vaccin.  

- Les réponses T (CD8+ et CD4+) sont  immunodominantes contre les antigènes Gag et le 

mélange TRN (Tat+Rev+Nef), particulièrement contre deux épitopes GW9 de Gag et RM9 de 

Nef.  

- Au cours de la phase d'expansion primaire (semaines 2-8 post-immunisation (PI)), les cellules à 

fonction effectrices immédiates ainsi que d’autres cellules prolifératrices ayant des fonctions 

effectrices limitées sont détectées dès la semaine 2 PI. Ces deux types de cellules expriment les 

marqueurs associés à des phénotypes de cellules T centrales et effectrices mémoires.  

- Comme dans nos études antérieures, après 6 jours de culture des PBMCs avec l’antigène, plus 

de κ0% des cellules T spécifiques du vaccin prolifèrent sans produire l’IFN-. Ces réponses 

diminuent fortement (contraction) entre la semaine 8 et 14 PI puis leur nombre ré-augmente 

(réémergence tardive non-conventionnelle) vers les semaines 18-26 PI en l'absence de 

réintroduction d’antigène. 

- La prolifération ex vivo très augmentée des cellules spécifiques des antigènes vaccinants en 

présence d’antigènes et de signaux homéostatiques pendant 12 jours de culture démontre 

clairement l’induction de cellules précurseurs (PHPC) spécifiques des antigènes de notre vaccin, 
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ayant une forte capacité à proliférer et à générer des cellules CM et EM à fonction effectrice 

immédiate. 

Conclusion  
 

L'administration (intramusculaire (IM) + intradermale (ID)) d'une dose unique de notre 

lentivecteur vaccin ADN à base du génome de SHIV chez les macaques cynomolgus a induit un 

ensemble hétérogène de cellules T mémoires (CD8+ et CD4+) persistantes dans le sang 

périphérique. Ces cellules sont composées de LT mémoires ayant des fonctions effectrices 

immédiates ainsi que des LT précurseurs quiescents capables de générer des cellules T centrales 

mémoires (CM) et effectrices mémoires (EM) suite à une stimulation antigénique et 

homéostatique. Les réponses en LT CD8+ spécifiques de Gag et Nef développées chez tous les 

animaux vaccinés comportent des réponses contre deux épitopes (GW9, RM9) dont la 

présentation par le CMH-I est couramment associée à leur immunodominance chez les macaques 

cynomolgus mauriciens (219). Ces réponses ne sont généralement présentes que durant la phase 

précoce de l’infection par SIVmacβγλ et sont rapidement perdues suite à l’échappement viral qui 

mute à cause de leur pression immune élevée. Des études récentes ont démontré que les réponses 

LT CD8+ spécifiques de ces épitopes et en particulier RM9 sont associées à une forte capacité 

cytotoxique, inhibant à elle seule 30% de la réplication du SIVmac251 dans les PBMC de 

macaques cynomolgus (352). Leur persistance chez nos macaques vaccinés prouve qu’une dose 

unique de notre vaccin ADN induit des réponses immunes susceptibles de contrôler rapidement 

et efficacement la réplication virale de sorte qu’il n’y ait pas d’échappement. 
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Abstract

Prevention of HIV acquisition and replication requires long lasting and effective immunity. Given the state of HIV vaccine
development, innovative vectors and immunization strategies are urgently needed to generate safe and efficacious HIV
vaccines. Here, we developed a novel lentivirus-based DNA vector that does not integrate in the host genome and
undergoes a single-cycle of replication. Viral proteins are constitutively expressed under the control of Tat-independent LTR
promoter from goat lentivirus. We immunized six macaques once only with CAL-SHIV-IN2 DNA using combined
intramuscular and intradermal injections plus electroporation. Antigen-specific T cell responses were monitored for 47
weeks post-immunization (PI). PBMCs were assessed directly ex vivo or after 6 and 12 days of in vitro culture using antigenic
and/or homeostatic proliferation. IFN-c ELISPOT was used to measure immediate cytokine secretion from antigen specific
effector cells and from memory precursors with high proliferative capacity (PHPC). The memory phenotype and functions
(proliferation, cytokine expression, lytic content) of specific T cells were tested using multiparametric FACS-based assays. All
immunized macaques developed lasting peripheral CD8+ and CD4+ T cell responses mainly against Gag and Nef antigens.
During the primary expansion phase, immediate effector cells as well as increasing numbers of proliferating cells with
limited effector functions were detected which expressed markers of effector (EM) and central (CM) memory phenotypes.
These responses contracted but then reemerged later in absence of antigen boost. Strong PHPC responses comprising
vaccine-specific CM and EM T cells that readily expanded and acquired immediate effector functions were detected at 40/47
weeks PI. Altogether, our study demonstrated that a single immunization with a replication-limited DNA vaccine elicited
persistent vaccine-specific CM and EM CD8+ and CD4+ T cells with immediate and readily inducible effector functions, in the
absence of ongoing antigen expression.
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Introduction

More than three decades after the discovery of HIV, the

development of a safe and efficacious vaccine that can induce

protective immunity in humans against HIV/AIDS remains an

unfulfilled priority. The classical vectors and strategies for vaccine

development, efficient for acute infectious diseases, have failed to

prevent acquisition and/or control of acquired HIV-1 infection.

These results indicate that novel vectors/strategies need to be

explored and developed to induce protective immunity against this

type of persistent infection. One significant hurdle to this progress

is the fact that correlates of protection are not fully elucidated [1].

Among naturally infected HIV-1 patients, few individuals such as

Long-Term Non-progressors (LTNP), Elite suppressors (ES) and

recently the Berlin patient have shown successful control of

replication of their lentiviral infection [2–4]. However, in some of

these patients, HIV-1 variants naturally attenuated by mutation in

the nef gene (Live-attenuated) were isolated [5–8]. This observa-

tion provided a rationale for testing live-attenuated (LAV) SIV and

SHIV vaccines in non-human primate (NHP) models. LAV

especially those with the least attenuated design, remain the only

‘‘vaccines’’ found to be able to achieve reproducible protection in

macaques challenged with highly pathogenic viruses [9–12]. One

salient safety issue associated with these ‘‘vaccines’’, is the fact that

they cause a persistent infection associated with integration of the

provirus into the genome of the host, leading to potential

mutations and gain of virulence especially in infants and in some

adult macaques [13–16]. Nevertheless, the protective responses

afforded by LAV warrant additional investigation into mecha-

nisms of protection [17] and similar approaches with hopefully
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better safety profiles, i.e. viral vectors that will mimic natural

exposure to the virus but without integration into the genome and

self-limited replication. Thus, genetic systems were developed to

produce strains of SIV whose replications were limited to a single-

cycle, leading to the production of virus proteins or virus like

particles (VLPs). In particular, macaques repeatedly immunized

with single-cycle SIV particles mounted potent virus specific T cell

responses which did not prevent infection but significantly

contained SIV replication after challenge [18,19], but to a lesser

extent than persisting live-attenuated vaccine [17]. These results

suggested that the ongoing stimulation of virus-specific immune

responses might be essential to achieve long-term protection. The

correlates of protection upon continuous antigen expression for the

maintenance of vaccine-specific T cells associated with immediate

antiviral effector functions have recently been highlighted in LAV-

mediated protection in an NHP study [17]. In addition, persistent

and replication-competent recombinant viruses, such as cytomeg-

alovirus vector expressing SIV antigens, provided complete

protection in a subset of vaccinated monkeys, demonstrating that

the continuous presence of vaccine-specific effector memory (EM)

T cells can lead to complete control of SIV [20,21]. Interestingly,

in a mouse model of chronic infection with lymphocytic

choriomeningitis virus (LCMV), a cooperative maintenance of

progenitor and terminal progeny of virus-specific CD8+ T was

found to be essential to maintain a durable and effective control of

viral replication during chronic infection [22]. Altogether, these

results have supported the idea that protective responses may

require a combination of T cell responses with characteristics of

both memory and effectors cells.

We and others [23–25] have focused on the use of DNA alone

as a vaccination strategy because DNA is a simple, safe and stable

component, obviating concerns about preexisting immunity and

suitable for the development of large scale vaccination. Our

group’s strategy focuses on the development of a HIV DNA

vaccine based on modified lentiviral genomes to better mimic

natural exposure to HIV and production of viral proteins. In

earlier studies, deletions of vpu, and nef were tested in the context

of the pathogenic SHIV-KU2 infectious molecular clone to develop

LAV vaccines. Inoculated NHP were protected from challenge

with highly pathogenic viruses [12] but this protection had a finite

duration [26]. Additional truncation of rt, integrase and vif genes
along with the 39 LTR from SHIV-KU2 genome yielded D4-

SHIV-KU2, a non-replicative and non-integrative DNA vaccine

which allowed the assembly of VLPs that served as potent antigen

to prime T cells responses. NHP vaccinated repeatedly with our

DNA vaccine only, were protected from the challenge with

SHIV89.6p [27,28], but this DNA immunization induced no

detectable humoral responses and only modest levels of cell-

mediated responses [29]. Improved responses were achieved using

a single administration of a high dose of D4-SHIV-KU2 DNA in

mice and NHPs [30,31]. These studies demonstrated life-long

SHIV-specific T cells responses against Gag and other HIV

antigens in the animal models. These cells displayed polyfunc-

tional properties (proliferation, lytic content but limited effector

functions) upon in vitro restimulation. In macaques also, persistent

low levels of long lasting vaccine-specific T cells were induced,

without antigen boost in vivo, which were expanded further via
the administration of IL-15 in vivo [31].

We hypothesized that the modest immune responses may be

secondary to limited production of antigen and recently substitut-

ed the tat responsive SIV LTR with the LTR from a naturally

attenuated lentivirus, caprine arthrithis encephalitis virus (CAEV),

which promotes the expression of proteins constitutively [32,33].

Of importance, this LTR substitution maintained the immunoge-

nicity of the SHIV-KU2-based vaccine after a single dose in mice

and macaques [34]. For the current study, the SIV integrase (IN)

gene was deleted from the SHIV-KU2 genome and the SIV LTR

were substituted with those from CAEV to generate CAL-SHIV-

IN2. This novel DNA vaccine, is designed to be administered as

plasmid DNA leading to the production of viral antigens that will

be assembled into VLPs as well as pseudo-infectious particles that

have the potential to cause one cycle of infection in target cells

without integration of the viral genome. Since our intramuscular

(IM) only D4-SHIV-KU2 DNA vaccine studies induced only few

systemic T cells with immediate effector functions, we also applied

intradermal (ID) injections plus electroporation (EP) of the CAL-

SHIV-IN2 DNA vaccine in addition to the classical IM injection.

In this report, we performed a longitudinal phenotypic and

functional analysis of vaccine-induced T cell responses in a NHP

model across a year post-immunization.

Materials and Methods

SIV and HIV peptides
Overlapping 15-mer peptides, with 11-aa overlaps, spanning the

entire SIV Gag, Pol and Nef and HIV Env, Tat, and Rev proteins

were obtained from the National Institutes of Health AIDS

Research and Reference Reagent Program (catalog nos. 6204,

8762, 6443, 6451, 5138 and 6445, respectively). HIV Env, Tat

and Rev peptides are based on the consensus sequences from clade

B HIV genomes. Our SHIV-based DNA vaccine encodes Env

from the HXB2 and Tat and Rev from the SF2 HIV strains.

These two strains are both clade B viruses. The gag, nef and pol
genes were derived from the SIVmac239 genome. Individual SIV

Gag GW9 (GPRKPIKCW) and SIV Nef RM9 (RPKVPLRTM)

peptides were kindly provided by Dr. Roger Le Grand, (CEA,

Fontenay-aux-Roses, France).

Animals
Six 3–5 year-old male cynomolgus macaques were purchased

from Bioprim, SA (Toulouse, France), imported from Mauritius

and were housed in the Cynbiose facility, Lyon, France. At

reception, complete examination under ketamine sedation (IV

injection, 10 mg/kg), was conducted by a veterinarian, and

included abdominal palpation and observations of the condition

of integument, respiratory and cardiovascular systems.

Animals were housed in enclosures in groups of three, except

during treatment and clinical examination. They were in

temperature controlled rooms with monitored air conditioning

system (.10 air changes per hour, 22uC +/2 3uC, 12/12 hours of

light/dark photoperiod). As macaques can spend many minutes at

a time manipulating their environment, for environmental

enrichment toys were included in each individual cage. In addition

each room for housing the macaques was equipped with mirrors

facing the cages and intermittent diffusion of selected music.

Cleaning of animal rooms and cages were performed on a daily

basis.

Feeding of animals was with specific primate diet (SDS OWM

ref: 818004 and Sniff ref: D-59494) provided daily in appropriate

(100 g for animals under 5 kg and 200 g for animals over 5 kg).

Delicacies were also occasionally given to the animals as part of the

Testing Facility environmental enrichment program.

For drinking Tap water was available ad libitum to each animal

via an automatic watering device.

The study animals were acclimated to their designated housing

for at least 28 days prior to the first study day. None of these

animals was sacrificed or died during the study. All the animals are

still alive and kept for further studies.

T Cells Induced by a Single-Cycle SHIV DNA Vaccine
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Statistical analysis
Primarily, we examined the number of animals that will develop

immune responses specific to SHIV antigens in vaccinated

macaques. We used Fisher’s Exact test to evaluate the number

of animals that develop immune responses assuming a one-sided

type I error rate of 5%, all six vaccinated animals gives us 70%

power to detect enhanced immune responses to 68% and 80%

power to detect development of specific immune responses to 85%

in the vaccinated group. Thus, we had sufficient reason to

conclude that vaccinated animals with SHIV-based DNA vaccine

were developing strong and specific immunity against SHIV if 5 or

more of the 6 vaccinated animals develop potent immunity specific

to SHIV antigens compared to the initial findings that none of

these animals had any specific immune response against SHIV

antigens.

Ethics Statement
All macaques were used in accordance with the guidelines of the

EU Directive 86/609/EEC as published in the French Official

Journal of February 13th 2001 for experiments using non-human

primates. The study plan was reviewed by the Regional Ethics

Committee of VetAgroSup (1, Avenue Bourgelat, 69280, Marcy

l’Etoile, France) and approved under permit protocol number

1105. Cynbiose SA is accredited by the Direction of Veterinary

Services, (DVS #691270505). Immunizations and the collection

of blood samples at each time point were performed under

ketamine tranquilization (10 mg/kg) to minimize pain and

suffering.

MHC haplotype analysis
Genomic DNA was extracted from peripheral blood using the

QIA amp Blood Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) as recom-

mended by the manufacturer. Genotyping of Major Histocom-

patibility Complex (MHC) was performed using 20 microsatellites

markers scattered across the MHC region as described previously

[35,36]. This type of analysis identified seven common haplotype

from H1 to H7 in Mauritian cynomolgus macaques.

Vaccine CAL-SHIV-IN2 plasmid DNA
CAL-SHIV-IN2 is a derivative of the pathogenic SHIV-KU2

from which the 59 and 39 SIV LTRs were exchanged with the

constitutively active CAEV LTRs. In addition, the SIV integrase
coding sequences were removed (Figure S1). Thus, the CAL-

SHIV-IN2 expresses SIV Gag, Pol (minus integrase) Vif, Vpx,
Vpr and Nef as well as HIV Vpu, Tat, Rev and Env proteins.

Immunization of macaques
Macaques were immunized with a total 5 mg of DNA vaccine

injected only once in multiple sites and 2 different delivery routes.

The DNA solution was prepared in sterile PBS at 1 mg/ml. All

DNA used contained at least 90% of supercoiled plasmid. Animal

were put to sleep following injection of 10 mg/kg of ketamine.

Intramuscular inoculations (2 mg/site) were delivered to each rear

leg using a 19 gauge needle. Intradermal injections were spread

over 10 different sites (0.1 mg/site) under the skin of the back,

after shaving. In addition, the ID immunizations were followed by

electroporation comprising of six successive 10-msec square-wave

pulses, output current 300–600 mA, with 90-msec intervals

between pulses as previously described [37]. A portable pulse

generator (CUY21 EDIT; Nepa gene, Ichikawa, Chiba, Japan)

and Tweezer electrodes were used, with a conductive gel to ensure

good contact between the electrodes and skin. This electroporation

device was gently provided by Dr. Le Grand (CEA, Fontenay-aux-

Roses, France) for the duration of the immunization experiment.

Detection of anti Env gp160 and anti-Gag p55 antibodies
For anti-Env gp160 antibody detection we used a commercial

ELISA kit, the Genscreen kit ULTRA HIV Ag-Ab (Bio-Rad,

France). Serum samples from the macaques were diluted 1/8 in

1xPBS and loaded into the 96-well plates pre-coated with HIV

Env gp160 antigen. The ELISA was performed by an automatic

machine following the protocol provided by the manufacturer

(BEP III System, Siemens).

For anti-SIV Gag antibody detection we developed and

standardized a ‘‘home-made’’ ELISA using a recombinant

SIVmac Gag p55 antigen. Microtiter 96-well plates (Nunc,

France) were coated with 8 ng/well in 100 ml of SIV Gag p55

diluted in 0.1 M sodium bicarbonate (pH 9.6). After overnight

incubation at 4uC, the plates were washed thrice with 200 ml/well

with 1xPBS-0.1% Tween (PBS-T). The plates were then saturated

with 1% BSA, (100 ml/well) following 2 hours incubation at room

temperature and then washed with PBS-T. Serum samples from

macaques were diluted 1/8 in PBS-T and loaded in triplicates.

The plates were incubated 1 hour at 37uC and then washed thrice

with PBS-T. A secondary antibody (polyclonal goat anti-human

IgG conjugated with horseradish peroxidase) was used at dilution

1/15,000 (100 ml/ml) and incubated 1 hour at room temperature.

Plates were then washed thrice with PBS-T prior to adding the

substrate, 100 ml/well of tetra-methyl-benzidine (TMB) and

incubation 5 minutes at room temperature. The reaction was

stopped by adding 100 ml/well of stop solution (1N H2SO4). The

plates were read in an ELISA reader at 450 nm.

Detection of IFN-c-producing cells by ELISPOT assay
We used a commercial non-human primate ELISPOT kit

(Mabtech, France) to evaluate IFN-c-producing cells in response

to pools of overlapping peptides. Briefly, 2.56105 peripheral blood

mononuclear cells (PBMCs) per well were incubated in vitro for

18 h with complete pools of peptides for Gag, Env, Tat+Rev+Nef

(TRN) and Pol (1 mg of each peptide pool/ml), medium alone

(used as negative control), medium containing anti-CD3 mAb

(used as positive control) or individual Gag and Nef peptide

(5 mM/ml) when indicated. Spots were counted using an

automated ELISPOT reader system (Bioreader 500-Eb, Biosys).

Results are presented as mean number of IFN-c spot forming cells

(SFC) per million PBMCs and were calculated from triplicate wells

after subtracting the mean number from triplicate control wells

(medium without peptide). Samples were scored as positive when

the net adjusted counts exceeded 50 SFCs per million PBMCs.

Alternatively, we performed an assay referred to as the PHPC

assay (memory Precursor with High Proliferative Capacity [38]),

with slight modifications of the protocol. Briefly, PBMCs were

cultured for 11 days at 37uC in 2 ml of serum-free medium (AIM-

V) with or without peptides in 24-well tissue culture plates at a

density of 26106 cells/well. On day 3, cultures were supplemented

with simian IL-2 (10 U/ml) only and on day 7 with a cocktail

containing simian IL-2, IL-15 (10 U/ml each, from the Resource

for NHP immune Reagents) and IL-7 (500 ng/ml, gift from

Cytheris, Yssy-les-Moulineaux, France). On day 11, expanded

cells were counted and 56104 PBMCs per well were used for IFN-

c-ELISPOT assay and the remaining cells for polychromatic flow

cytometry analysis.

Flow cytometry assays for SHIV-specific immune T cells
Polychromatic flow cytometry analysis was performed using a

three-laser BD LSRII instrument and data files were collected and
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analyzed using the FACSDiva software (version 6.1.3; BD

Biosciences). We assessed the memory phenotypes and effector

functions of SHIV-specific T cells on PBMCs freshly isolated or

cultured for 11 days as described in the PHPC assay. The

proliferation and effector functions were also measured in CFSE-

labeled PBMCs, cultured for 5 days at 37uC in 1 ml of serum-free

medium with or without peptides in 96-deep well tissue culture

plates at a density of 26106 cells/well. Fresh or cultured cells were

restimulated for 16 h with medium with or without relevant SHIV

peptides in the presence of 0.5 mg/ml of costimulatory CD28

(clone CD28.2), CD49 (clone 9F10) mAbs (ebiosciences, France)

(except for CM/EM phenotyping) and brefeldin A (Sigma,

France). Cells were then washed and stained with different

combinations of Abs including Pacific Blue-conjugated anti-CD3

(clone SP34-2), APC-H7-anti-CD8 (clone SK1), PE-anti-CD4

(clone L200), Alexa-700-anti-CD4 (clone L200), PerCPCy5.5-

CD28 (clone CD28.2) and PE-CD95 (clone DX2) for 20 min at

4uC. Additionally, ethidium monoazide (EMA; Molecular Probes)

was used to allow the exclusion of dead cells. Cells were fixed/

permeabilized and stained with different combinations of mAbs

including PE-Cy7-anti-IFN-c (clone B27), alexa-700 anti-Gran-

zyme B (clone GB11), APC-IL-2 (clone MQ1-17H12) and Alexa-

488-TNF-a (clone Mab11) mAbs. All mAbs were purchased from

BD Biosciences unless otherwise stated. For each experiment,

unstained and single-color controls were included to allow proper

compensation as well as all-fluorescence-minus-one control to

determine proper population gates. Each analysis was gated on

low forward and side scatter lymphocytes (FSC/SSC), EMA-,

CD3+, high CD8+ or CD4+ population to collect 25,000–150,000

CD8+ or CD4+ events (.106 total events) depending on the assay.

Data were displayed as two-color or density dot plots to measure

the proportion of single- and double-positive cells in the gated

CD3+CD8+ population (orange color) or CD3+CD4+ population

(blue color). Bioexponential display was also used to show each

population in its entirety. For CFSE proliferative responses, pre-

immunization samples were used to determine the cut-off for

positive responses against each individual mix of peptides in each

animal. Proliferative responses above 0.3% of the total CD8+ or

CD4+ T cell populations were scored as positive. In addition,

control culture medium was obtained at each time point and

condition and background values obtained with cells cultured for

5 days with medium only and restimulated for 16 h with relevant

pools of peptides were subtracted.

Results

1. Longitudinal evaluation and characterization of IFN-c
immediate effector cell responses following a single DNA
immunization in macaques

IFN-c ELISPOT responses. We immunized six cynomolgus

macaques (BX72, 73, 78, 80, 83, 84) with each animal delivered a

single immunization with the CAL-SHIV-IN2 DNA vaccine

consisting of combined IM and ID-EP (intradermal plus electro-

poration) administrations as described in material and methods.

The vaccine-induced IFN-c responses were measured longitudi-

nally against Gag-, Pol-, Env- and Tat+Rev+Nef in PBMCs

isolated from fresh blood samples collected across a year post-

immunization (PI). Samples were analyzed weekly during the first

4 weeks, every other week up to W32 PI and then every 4 weeks

up to W47 PI. Monkey BX73 was vaccinated 3 months after the

other animals and sampled every other week from W2 to W20 PI

and then every 4 weeks up to W35 PI. Data from this longitudinal

examination reported in Figure 1A showed that all six animals

immunized once with a total of 5 mg of DNA vaccine developed

circulating antigen-specific IFN-c producing T cell responses that

persisted until the end of follow-up (W47 PI). While individual

variations were noted, most primary expansion for total antigen

responses peaked during the first three months (W2 to 12) PI.

Interestingly, secondary peaks of expansion occurred, in the

absence of any antigen boost, at multiple late time points PI. In

five of six animals, maximal peak responses observed during the

primary expansion phase or at reemergence time points ranged

between 2000 to 3000 spots/million of PBMCs (106). The sixth

animal, BX73 mounted lower peak responses at about 1000 spots/

106. The magnitude and timing of the responses varied between

macaques, however at the level of individual antigens, responses

against Gag and TRN were detected in all animals at most time

points with mean responses and ranges shown in Figure 1B. For

Env and Pol antigens, the calculated overall average responses

reached in all 6 vaccinated animals were generally lower (85 spots/

106 for Env and 51 spots/106 for Pol), commensurate with the

relative lower levels of production of these proteins. Thus, all

vaccinated macaques developed broad IFN-c responses directed

against all administered antigens with dominant responses against

Gag and TRN antigens.

Altogether, these results demonstrated that the IM and ID-EP

deliveries of a single immunization with a one cycle SHIV-based

DNA vaccine induced long-lasting and broad IFN-c immediate

effector cell responses in the peripheral blood of all vaccinated

macaques, in absence of boost immunization.

SHIV specific antibody responses. Antibody titers against

SIV Gag p55 (‘‘homemade’’) and HIV Env gp160 (BioRad,

France) were also evaluated at various time points post immuni-

zation (Figure 1D and E respectively.) As seen in Figure 1D, all

animals developed clearly detectable antibody titers to SIV Gag

which peaked at week 4, with stable low levels thereafter

(Figure 1D). In contrast, only 3 monkeys (BX 80, 84 and 78)

developed detectable responses to HIV Env, which unlike the Gag

responses tended to increase over time. Overall though these

responses remained modest, likely owing to limited production of

antigen for B cells.

MHC haplotypes. Due to the heterogeneity of the responses

observed between macaques, we determined the MHC haplotypes

of our Mauritian Cynomolgus macaque (MCM) cohort by

performing microsatellite analysis (Figure S2A). Six common

haplotypes from H1 to H6 were found but none of the animals

were found to be homozygous. Two animals (BX83 and 84) were

simple recombinants and four (BX72, 73, 78 and 80) exhibited one

or more recombinations. None of them matched the entire MHC

class I and class II haplotypes but some (BX72 and 83) shared

common MHC class IA and B haplotype and other (BX80 and 83)

MHC class II haplotype. One animal, BX78 carried MHC class

IB H6 haplotype that is associated with resistance to SHIV89.6P

and SIVmac251 [39,40]. Overall, this type of analysis documented

the genetic diversity among our unselected cohort which may have

contributed to the variability of the responses. In a previous study,

O’Connor and co-workers have shown that two MHC-IA alleles

were expressed in more than 88% of MCM suggesting that CD8+

T cells responses restricted by these MHC-IA alleles would be

detected in nearly all MCM [41]. At the latest time point (W47 PI),

we tested the two epitopes associated with these two alleles,

commonly named GW9 for Gag and RM9 for Nef antigens. As

shown in Figure S2B, all 6 macaques mounted positive IFN-c

responses against Gag GW9 and Nef RM9 antigens in a

conventional (18 h) and an extended IFN-c ELISPOT assay.

Due to limited numbers of cells per sample and limited resources

in peptides, we could not perform epitope mapping experiments

and determine the breadth of vaccine-induced responses. Howev-
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Figure 1. Evaluation and characterization of immediate effector T cell responses induced by a single immunization with the CAL-
SHIV-IN2 DNA vaccine. A) PBMCs isolated from blood samples taken at the indicated weeks post-immunization (PI) were used for ELISPOT assay
to detect IFN-c producing cells in response to the pools of SIV Gag (indicated in blue), HIV Env (indicated in red), HIV Tat+Rev+ SIV Nef (TRN, indicated
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er, these results indicated that our single-cycle vaccine promoted,

in all six animals, the development of responses that are generally

present only during the early phase of fully replicative SIVmac239

infection and rapidly lost by mutation escape, probably due to the

antiviral pressure they exert [41]. Their persistence in our

vaccinated macaques suggested an acute antigen expression by

our single-cycle vaccine.

Polychromatic flow cytometry assay. To further identify

the cells involved in these IFN-c responses, we also performed

phenotypic and functional analysis using a polychromatic flow

cytometry assay. Gag-stimulated cells for 16 h and medium only

control cells were surface stained with anti-CD3, CD4, CD8, CD28

andCD95mAbs in the presence of EMA (for exclusion of dead cells),

permeabilized and then intracellularly stained with anti-IFN-c,

TNF-a and IL-2 mAbs. Analyses performed at W8 PI (Figure 1C

and Figure S3) and after W40 PI in four animals, identified Gag

specific-CD8+ T cells capable of secreting IFN-c and/or TNF-a as

well as Gag-specific CD4+T cells capable of secreting IFN-c and/or

IL-2, suggesting the induction of polyfunctional antigen-specific T

cells by the vaccine. At these early and late time points PI, the

proportion of single or multiple cytokine secreting cells, circulating

in the peripheral blood, was below 0.05%of total live (EMA-, CD3+)

CD8+ or CD4+ T cells (median = 0.015%). The vast majority of the

SHIV-specific T cells expressed an effector memory phenotype

(CD282, CD95+; EM) for CD8+ T cells and central memory

phenotype (CD28+, CD95+; CM) for CD4+ T cells.

2. Polyfunctional analysis of SHIV-specific CD8+ T cell
recall responses
We previously developed an immune-monitoring assay that

measures polyfunctional recall T cell responses and have shown

that macaques and mice immunized with a single high dose of D4-

SHIV-KU2 DNA vaccine mounted antigen-specific T cell respons-

es capable of proliferation in response to Ag stimulation for 6 days

with limited immediate effector functions but containing lytic

granzyme B. These responses developed in the first few weeks

post-immunization, then contracted to minimal levels but

reemerged later, in absence of any antigen boost, and persisted

for at least 63 weeks PI in mice and at least 45 weeks in macaques

[30,31].

We used the same assay to longitudinally examine the T cell

responses from PBMCs in the macaques immunized in the current

study. Results from two representative macaques (BX72 and 78)

are shown in Figure 2A. During the first 4 weeks PI, Gag-specific

CD8+ T cells that were detected have moderate capacity of

proliferation (,3 divisions), no immediate effector functions (IFN-

c-, IL-2-) but contained the lytic Granzyme B (.80% positive

cells). By week 6 PI, cells with higher proliferative capacity (.3

divisions) together with cells producing IFN-c have developed.

However, the proportions of IFN-c producing cells always

represented minor fractions of antigen-specific proliferative T

cells and they never exceeded 1% of total CD8+ T cell populations

at any of the time points or animals tested. After this primary peak,

Gag-specific proliferative responses decreased and contracted to

levels below detection for several weeks until they started to re-

emerge (Figure 2A). These secondary T cell responses appeared at

later time points, in the absence of booster immunization, and

their profile showed similar properties to those found in the

primary peak. These Gag specific CD8+ T responses were

composed of cells with low and high proliferative capacity with

limited immediate IFN-c responses but containing Granzyme B in

more than 50% of the responding cells.

The results of the 47 weeks (35 weeks for BX73) follow-up of

proliferative CD8+ T cell responses for each antigen tested (Gag,

Env, Pol and TRN) and for each animal are represented in the

histograms of Figure 2B and summarized in Table S1. This

longitudinal study showed that all six animals, receiving a single

immunization of 5 mg of DNA vaccine, developed proliferative

CD8+ T cell responses in their peripheral blood, which persisted

for the duration of follow-up. These responses comprised primarily

cells with limited immediate effector function (IFN-c) but with

detectable Granzyme B. Maximal responses against all antigens

tested, observed during the primary expansion phase or at re-

emergence time points, ranged from 2.8 to 9.5% of total CD8+ T

cell population. The level of these maximal responses varied across

time in each animal but remained close to the levels found at the

primary peak phase. Regarding individual antigens, each animal

mainly exhibited Gag and TRN responses at most time points

tested. Among all animals, maximal Gag proliferative CD8+ T cell

responses ranged from 0.5% to 4.2% at the primary peak phase

(W2–W6), then decreased to 0.3–1.1% at the contraction phase

and started to re-emerge from 0.8% to 3.7% at the first re-

emergence phase (W18–26). For TRN proliferative CD8+ T cells,

maximal responses ranged from 0.9% to 4.8% at the primary peak

phase (W2–W6), then decreased to 0.3–0.8% at the contraction

phase and started to re-emerge from 1.1% to 2.1% first at W18–

26. Maximal Env and Pol proliferative CD8+ T cell responses

remained below 1.5% for all animals and during all phases (Table

S1).

Of note, animal BX83 experienced a transient T cell activation

(W3 to W8 PI) for undetermined reasons. Therefore we were not

able to correctly assess the level of the primary peak of SHIV-

specific proliferative CD8+ T cell response with this type of assay.

With regards to IL-2 responses, discrete subsets of antigen-

specific IL-2 secreting CD8+ T cells (,0.05% of total live CD8+ T

cells) were sporadically measured mostly within non-proliferating

cells (data not shown).

During the primary phase (W3 PI), both IFN-c ELISPOT and

ICS assays on PBMCs cultured for 6 days failed to detect IFN-c

producing cells. These results suggested that the absence of IFN-c

in green) and SIV Pol (indicated in purple) peptides. Numbers of IFN-c producing cells obtained per million of PBMCs against all Ags tested are
indicated in the y-axis. B) Mean and range of IFN-c ELISPOT responses to Gag and TRN pools across 22 (for BX72, 78, 80, 83, 84) and 14 (for BX73)
time-points collected. C) Memory phenotyping of Gag-specific T cells at W8 PI. PBMCs were restimulated for 16 h in presence or absence of Gag pool
of peptides in medium containing Brefeldin A. Cells were then surface stained with EMA, CD3, CD8, CD4, CD28, CD95 mAbs, permeabilized and
stained with IFN-c, IL-2 and TNF-a mAbs. For analysis, cells were initially gated on live lymphocytes (low FSC/SSC, EMA-, CD3+), CD8 bright T cells
(orange color) and CD4+ T cell populations (blue color). Antigen-specific T cells were identified by their capacity to secrete one or more cytokines
(black dots). For each indicated animal (BX72, 78, 80, 84), we displayed the maximal response obtained at this time point within CD8+ or CD4+ T cell
populations. For simplicity, the percentage of total responses (total black dots) obtained through all quadrants (IFN-c+, IFN-c+ &TNF-a+, IFN-c+&IL-2+
and IL-2+) are indicated after the subtraction of background obtained with cells cultured with medium only. For memory T cell subset
determinations, all black dots were superimposed to the total CD8+ or CD4+ T cell populations and plotted against memory markers (CD28 and
CD95). The naı̈ve population was defined as CD28+ CD952, effector memory (EM) as CD282 CD95+ and central memory (CM) as CD28+ CD95+. D)
Sequential evaluation of SIV Gag p55 specific antibody responses in immunized macaques (‘‘homemade kit’’). E) Sequential evaluation of HIV Env
gp160 specific antibody responses in immunized macaques (Biorad, France).
doi:10.1371/journal.pone.0110883.g001
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Figure 2. Polyfunctional SHIV-specific CD8+ T cell recall responses. At various indicated time points pre- and post-immunization PBMCs from
vaccinated animals were labeled with CFSE and cultured in presence of specific pools of SHIV peptides Gag, Env, TRN, Pol or medium without peptide
for 5 days. On day 5, cells were harvested and restimulated overnight with the same cocktail of peptides (designated as Gag(5d) Gag(16 h)) in the
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was not due to a difference of sensitivity in the two methods but

rather that the immediate IFN-c responses measured after 18 h of

culture are mainly composed of short-life effector cells that were

prone to die within few days of culture (data not shown).

Altogether, these results demonstrated that the IM and ID-EP

delivery of a single moderate dose of replication-limited SHIV-

based DNA vaccine induced detectable, long-lasting and broad

SHIV-specific CD8+ T cells with polyfunctional recall capacity

(proliferation +, Granzyme B +), but limited immediate effector

functions (IFN-c-, IL-2-) among all vaccinated animals. These

responses qualitatively resembled the responses observed in our

previous studies using a single high dose of non-replicating

lentiviral based-DNA vaccine.

3. SHIV-specific CD4+ T cell responses in immunized
macaques
In our polyfunctional recall assay we included cell surface

staining for CD4+ T cells to examine vaccine-specific CD4+ T cell

responses. Examples of data obtained with the pre-immune

samples and those showing maximal proliferative responses against

Env antigens with samples from 3 animals (BX80, 73, 83) are

shown in Figure 3A. Similar to vaccine-specific CD8+ T cell

responses, CD4+ T cells showed sustained proliferative ability (.3

divisions) but no immediate effector functions (IFN-c-, IL-2-) in

the 6 days culture assay. Interestingly, similar to the data obtained

in our previous lentiviral-based DNA vaccine study, the vaccine-

specific CD4+ T cell responses progressed through the same

dynamic as the one observed with CD8+ T cell responses. Indeed,

primary peaks of expansion were observed between W2 and W6

PI, followed by a contraction phase between W8 and W20 PI, and

then late re-emergence peaks (W22 to W47 PI), in the absence of

booster immunization, as summarized in Figure 3B. Vaccine-

specific CD4+ T cells were directed against all tested antigens. The

maximal proportion of total antigen responses measured across the

longitudinal analysis in all animals remained below 5% of total

CD4+ T cells, except for 3 animals (BX73, 78 and 83) that reached

levels above 7%, mostly due to a high Env response, at single

distinct time-points (W4 for BX73, W26 for BX78 and W47 for

BX83). Maximal responses measured in all animals at various time

points PI ranged from 0.3% to 2.9% and from 0.8% to 2.2% of

total live CD4+ T cells for Gag and TRN respectively. For Pol and

Env, these responses varied from 0.3% to 1.6% and from 0.3% to

7.7% respectively (Table S2). Overall, these results indicate that in

parallel to vaccine-specific CD8+ T cell responses, broad and long-

lasting vaccine specific CD4+ T cell responses have been induced

in all vaccinated animals, and may contribute to the longevity of

vaccine-specific T and B cell responses.

4. Polyfunctional analysis of vaccine-specific memory T
cells expanded under antigenic and homeostatic driven
proliferation conditions
The difference in IFN-c responses detected by the 18 h

ELISPOT assay and the 6-day polyfunctional recall assay, clearly

indicated that these two types of assays identify different subsets of

antigen-specific T cells. While the IFN-c ELISPOT assay is

thought to identify effector T cells with low proliferative capacity,

another peptide-based cultured IFN-c ELISPOT assay has been

used to quantify antigen-specific memory T cells precursors with

high proliferative capacity (PHPC assay) [38]. This assay is

thought to assess central memory T cells that require more time to

expand and give rise to cells with immediate effector functions.

Importantly, in untreated HIV seropositive individuals, strong

PHPC responses correlated with low viremia and high CD4+

counts [42]. The memory phenotype analysis performed on day 1

stimulated PBMCs (Figure 1C) clearly indicated the presence of

antigen-specific central memory cells within the cytokine secreting

population. Antigen-specific CM T cells were also found within

the population of cells that proliferate only in our 6 day culture

assay (data not shown). We developed and performed a slightly

modified PHPC assay to examine peripheral blood samples of

vaccinated animals collected at W40 to W47 PI time points (W28

to W35 PI for BX73). Briefly, PBMCs were expanded for 11 days

in culture supplemented or not with antigen on day 1 followed

with recombinant simian IL-2 only (to force short life effectors to

die) on day 3 and then with a cocktail of recombinant simian IL-2,

IL-15 and IL-7 cytokines on day 7 (to promote expansion of

memory CD8+ and CD4+ T cells). On day 11, cells were collected,

counted and tested in the IFN-c ELISPOT assay and polychro-

matic flow cytometry assay. The results shown in Figure 4A clearly

illustrated that the number of SHIV-specific IFN-c immediate

effector cells could be greatly expanded by culturing the cells for

11 days in presence of antigenic and homeostatic signals. Among

all six vaccinated animals, we measured and calculated a mean of

Gag+TRN response of 457 spots/106 PBMCs (range 57–1248,

n = 6) for the day 1 ELISPOT assay and a mean of Gag+TRN

response of 11628 spots/106 PBMCs (range 5387–19007, n= 6)

for the day 12 ELISPOT assay. This represented an average 60

fold increase of expansion. Each of the six macaques also had

positive PHPC responses against Gag GW9 and/or Nef RM9

antigen (Figure S2B). We next assessed the phenotype and

function of the Gag and TRN-specific T cells at day 1 and day

12 similar to the experiment depicted in Figure 1C. PBMCs, fresh

or cultured for 11 days, were stimulated for 16 h with Gag or

TRN pools of peptides or with medium only, in presence of

Brefeldin A. Cells were then surface-stained with anti-CD3, CD4,

CD8, CD28 and CD95 mAbs in the presence of EMA (for dead

cell exclusion). After a permeabilization step, intracellular staining

was performed with anti-IFN-c, TNF-a and IL-2 mAbs. A

representative example is illustrated in Figure 4B for animal BX72

on day 1 and day 12 starting with PBMCs collected at W40 PI.

For the day 1 assay, this analysis identified Gag specific-CD8+ T

presence of costimulatory Abs and Brefeldin A. Cells were then surface-stained with EMA, CD3, CD8, CD4 mAbs, permeabilized and stained with IFN-
c, IL-2 and Granzyme B mAbs. For flow cytometry analysis, we initially gated on live lymphocytes (low FSC/SSC, EMA-, CD3+), bright CD8+ T cell
populations (colored in orange). Antigen-specific T cells were identified by their capacity to proliferate, secrete cytokines and contain lytic molecules
(black dots). A) Results for two representative animals (BX72 and BX78) were displayed. The proportion of cells producing IFN-c (contour plot; upper
number) and proliferating (CFSE dilution, contour plot, lower number) in response to specific antigens is indicated in each plot. Frequencies for
antigen-specific responses are reported as the percent of cytokine-secreting and proliferating CD8+ T cells after the subtraction of backgrounds
obtained with cells cultured for 5 days with medium only and restimulated for 6 h with relevant peptide pools. B) Summary of the frequencies of
proliferating (CFSE low) CD8+ T cells detected against each indicated antigen (Gag (blue), Env (red), TRN (green), Pol (purple)) in each immunized
animal (BX72, 73, 78, 80, 83, 84) at various weeks post-immunization. Of note, results obtained between W3 and W8 for BX83 were excluded due to
non-specific T cell hyperactivation (indicated by an interrupted x-axis).
doi:10.1371/journal.pone.0110883.g002
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cells capable of secreting IFN-c and/or TNF-a as well as TRN-

specific CD4+ T cells capable of secreting IFN-c and/or IL-2 with

a proportion of single or multiple cytokine secreting cells around

0.01% of total live CD8+ or CD4+ T cells. The vast majority of

vaccine-induced T cells expressed EM markers for CD8+ T cells

and CM markers for CD4+ T cells. At day 12, Gag and TRN

cytokine secreting-specific T cells had greatly expanded. Gag

specific-CD8+ T cells capable of secreting mostly IFN-c (2.0%)

and TNF-a (0.1%) were found as well as TRN-specific CD4+ T

cells capable of secreting IFN-c (0.4%), IL-2 (0.05%) and TNF-a

(0.2%). When plotted against memory markers, expanded Gag-

specific CD8+ T cells were distributed within EM and CM T cell

populations, while expanded TRN-specific CD4+ T cells mostly

remained within the CM T cell population. These results indicate

that within the CD8+ T cell compartment, CM specific T cells

have expanded to maintain and enrich their initial pool size as well

as to promote the massive development of secondary immediate

effector EM type of cells.

We next repeated the polyfunctional flow cytometry analysis on

PBMCs that had been expanded for 12 days from samples from all

six animals collected at the latest time point (W47 or W35 PI). A

representative profile of cytokines found in expanded Gag and

TRN (indicated by M in this figure) specific CD8+ and CD4+ T

cells is illustrated in Figure 4B. Most expanded antigen-specific

CD8+ and CD4+ T cells expressed mainly IFN-c with a range of

responses between 0.1 and 1% (median= 0.4%, n= 24) within

total live CD8+ or CD4+ T cells. Samples from two animals

mounted stronger IFN-c responses reaching 4.5% for Gag (BX72)

Figure 3. SHIV-specific CD4+ T cell recall responses. PBMCs were processed and labeled using the procedure described in the legend of
Figure 2. A) Flow cytometry data analyses were performed by gating on low FSC/SSC, EMA-, CD3+ and CD4+ T cell populations (colored in blue).
Representative results obtained for macaques BX73, 80 and 83 at the pre-immunization time point and at the time of maximal immune response (IR)
for Env antigen are displayed. Frequencies for Env-specific responses are reported as the percent of proliferating CD4+ T cells after the subtraction of
backgrounds obtained with cells cultured for 5 days with medium alone and restimulated for 6 h with relevant peptides pools. B) Summary of the
frequency of proliferating (CFSE low) CD4+ T cells detected against each indicated antigen (Gag (blue), Env (red), TRN (green), Pol (purple)) in each
immunized animal (BX72, 73, 78, 80, 83, 84) following weeks post-immunization. Of note, results obtained between W3 and W8 for BX83 were
excluded due to non-specific T cell hyperactivation (indicated by an interrupted x-axis).
doi:10.1371/journal.pone.0110883.g003
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Figure 4. Vaccine-specific PHPC T cell responses at late time points post-immunization. A) PBMCs were isolated from blood samples
taken between W40 and W47 PI for all animals (W28 to 35 PI for BX73). A portion of cells from each animal was used for ELISPOT assay to detect IFN-c
producing cells in response to medium, Gag and TRN pools of peptides (day 1). The other portion was cultured for 11 days in the presence or absence
of relevant peptide pools, in medium supplemented on day 3 with recombinant simian IL-2 only and on day 7 with recombinant simian IL-2, IL-15
and IL-7 cytokines. On day 11, cells were collected, counted and used for ELISPOT assay using the same conditions as day 1 ELISPOT, to detect IFN-c
producing cells in response to Gag and TRN peptides (day 12). This assay is referred as PHPC assay for memory precursors with high proliferative
capacity. Numbers of IFN-c producing cells obtained per million of PBMCs against Gag + TRN at day 1 and day 12 are indicated in the y-axis. The
number of median responses obtained among all 6 animals are represented (n = 457 spots/106 at day 1 and n=11628 spots/106 at day 12). B)
Memory phenotyping of Gag and TRN-specific T cells for animal BX72 at W40 PI. Day 1 and day 11 cultured PBMCs, as described in section A, were
restimulated for 16 h in the presence or absence of Gag or TRN pool of peptides in medium containing Brefeldin A. Cells were then surface-stained
with EMA, CD3, CD8, CD4, CD28, CD95 mAbs, permeabilized and stained with IFN-c, IL-2 and TNF-a mAbs. Cells were gated on live lymphocytes (low
FSC/SSC, EMA-, CD3+), bright CD8+ T cell populations (orange color) and CD4+ T cell populations (blue color). Antigen-specific T cells were identified
by their capacity to secrete one or more cytokines (black dots). For simplicity, the percentage of total IFN-c+ or TNF-a+ or IL-2+ antigen specific
responses (black dots) obtained are indicated after the subtraction of background obtained with cells cultured with medium only. All black dots were
superimposed to the total CD8+ or CD4+ T cell population and plotted against EM and CM memory markers (CD28 and CD95). C) The same procedure
as described in B was performed on day 11-cultured PBMCs that have been isolated at W47 PI (W35 PI for BX73) from all six animals. The histograms
represent the percentage of total IFN-c+ (green) or TNF-a+ (red) or IL-2+ (blue) antigen-specific T cell responses obtained against Gag and TRN
(indicated by G and M respectively in the histogram) within CD8+ (left histogram) and CD4+ (right histogram) T cells. Individual dot plot analysis for
cytokine and memory phenotype shown in the Figure 4C, are displayed in supplemental Figure S3 and S4.
doi:10.1371/journal.pone.0110883.g004
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and 2.2% for TRN (BX80) specific CD8+ T cells. We also detected

IL-2, albeit at levels lower than IFN-c, (median= 0.02%, n= 24)

and TNF-a (median= 0.06%, n= 24) cytokine secreting Gag and

TRN-specific T cells, indicating that expanded cells could be

heterogeneous functional cells. The expanded Gag and TRN-

specific CD8+ T cells were within EM and CM T cell populations.

Gag and TRN-specific CD4+ T cells appeared mostly within the

CM T cell population (individual dot plot analysis for cytokine and

memory phenotype used in the Figure 4C are displayed in Figures

S3 and S4).

Altogether, these results demonstrated that, at late time points

PI with CAL-SHIV-IN2 DNA, antigen-specific CM and EM T

cells appeared expanded in blood and upon extended culture in

the presence of appropriate antigenic and homeostatic signals

these cells acquired effector functions. Thus, a single immuniza-

tion with our DNA vaccine allowed the generation and persistence

of vaccine-specific memory T cells with immediate as well as recall

effector functions in blood of vaccinated macaques. In addition,

polychromatic flow cytometry analysis also clearly identified

expanded IFN-c effector cells measured in PHPC assay by

ELISPOT as antigen-specific EM and CM type of T cells. This

confirmed that the evaluation of T cell responses by PHPC assay

might be an attractive tool for testing the functionality of

prophylactic vaccines.

Discussion

In this study, we evaluated the immunogenicity of a novel non-

integrative one-cycle SHIV-based DNA vaccine under the control

of a constitutively active LTR in macaques after a single DNA

immunization. Unlike other reports, the longitudinal phenotypic

and functional analysis of vaccine-induced T cell responses was

repeated at relatively short intervals across almost a year PI to

precisely monitor the dynamics of the responses. The combined

single-cycle vaccine and delivery strategies (IM+ID-EP) promoted

the development and maintenance of vaccine-specific CM and

EM CD8+ and CD4+ T cells with immediate as well as readily

inducible effector functions.

Interestingly, our ongoing evaluation of humoral responses

revealed antibody responses to Gag antigens in serum samples

from all vaccinated macaques and to HIV Env in half the animals.

In our hands, this is the first DNA vector/strategy that induced

both potent T cell and antibody responses compared to our former

HIV DNA vaccine prototypes that induced potent T cell responses

but failed to induce any detectable humoral response both in

mouse and NHP models [30,31]. Of interest though was the

differing kinetics of antibody titers to the 2 antigens. While the

peak of Gag antibody responses appeared early PI, Env antibody

responses augmented markedly later suggesting differential

responses and sustained antigen presentation of Env proteins.

Integration competent or non-integrative lentiviral vectors for

SIV/HIV vaccines have been shown to achieve sustained

expression of viral antigens and promote differing level of

protective immune responses without pathologic outcome [43].

However, the protection afforded by these constructs leaves ample

room for improvement. The CAL-SHIV-IN2 DNA construct is

novel, combining lentiviral sequences from 3 different species:

simian (gag, pol (deleted of integrase sequence), nef, vif, vpx, vpr),
human (env, tat, rev, vpu) and caprine (59 and 39 LTRs). In

addition, the removal of SIV integrase (IN) conferred a high

degree of safety, because not only INs are LTR sequence specific

but total absence of IN abolishes the retrovirus-specific integration

of the vaccine genome resulting in a non-integrative, single-cycle

lentivector. Unlike primate lentiviruses, the CAEV LTR promoter

is Tat-independent allowing for constitutive expression of viral

proteins in various cell lineages. Finally, the simultaneous delivery

of vaccine DNA into muscle and dermis was meant to promote

DNA uptake by myocytes, keratinocytes and recruited and

resident antigen presenting cells (APC) such as macrophages and

dendritic cells, especially epidermal Langerhans cells augmented

by the electroporation procedure, as previously described [37,44].

From the episomal plasmid DNA, viral RNA and proteins would

be produced and assembled into viral particles capable of infecting

all HIV target cells including CD4+ T lymphocytes, macrophages

and dendritic cells. However, viral replication would be limited

only to one cycle of infection and viral proteins would be

transiently expressed by non-integrated circular viral DNA

without production of new infectious particles. Altogether, we

hypothesized that the design of our novel lentivector could allow

for an amplification and diversification of antigen presentation

in vivo but in a self-limited manner and under balanced

inflammatory conditions that should promote optimal immune

responses.

Indeed, based on ELISPOT responses, a substantial increase

was noted in the vaccine-specific IFN-c immediate responses in

our current study relative to the minimal responses (,150 SFCs)

observed in our previous studies that used repeated low dose or

single high dose of the non-integrative non-replicative HIV DNA

vaccine, D4-SHIV-KU2 [30,31]. Thus, the cumulative mean

responses against Gag, Tat, Rev and Nef antigens, across one

year follow up PI, reached an average of 726+/2 430 SFCs/

million (range= 225–1140, n = 6 animals). Interestingly, in anoth-

er study, cynomolgus macaques primed once and boosted twice

with a DNA vaccine vector administered ID with EP similar to our

protocol, developed substantial levels of IFN-c ELISPOT

responses against Gag, Tat, Rev and Nef antigens (around 1000

SFCs/million) which remained detectable almost 3 years after the

last immunization [37]. These results suggest that the observed

improvement in immediate effector cell responses may result from

both the delivery process (ID-EP) and the single-cycle associated

with our current construct. Accordingly, during a preliminary

experiment, we immunized two groups of humanized SCID mice

with CAL-SHIV-IN2 by IM or ID-EP routes and found

augmented IFN-c ELISPOT responses in the both groups. These

results support the notion that SIV and HIV DNA vaccines, can

be highly immunogenic in vivo when delivered in combination

with electroporation [45] or associated with single-cycle replica-

tion [46].

A closer comparison with other existing platforms like SIV

DNA electroporation adjuvanted with specific cytokines or

chemokines remains difficult to perform because of the systematic

use of prime-boost strategy that generate higher antigen-specific

IFN-c responses than ours, but mostly after antigen boost

[23,24,46]. Interestingly, the intradermal delivery of a single dose

of Dermavir which consist in a formulation aimed at targeting

Langerhans cells and containing a plasmid DNA able to express

HIV viral proteins that assemble as non-infectious particles,

promoted the development of vaccine-specific persisting IFN-c

ELISPOT responses (48 weeks PI) as well as PHPC responses in

vaccinated HIV infected patients under antiretroviral treatment

[38,47]. Similarly, in our present study, using the ID-EP

procedure and SHIV-based DNA vaccine we promoted a profile

of vaccine-specific T cell responses with persisting IFN-c ELI-

SPOT as well as PHPC responses in all vaccinated animals. Thus,

these results indicate that skin targeted vaccine delivery [44] might

be an important vaccination strategy for induction of PHPC type

of responses. Recently, PHPC responses were also largely observed

in HIV Elite controllers and found to be associated with central
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memory responses [42,48]. In our study, using memory markers

(CD28 and CD95) commonly used in macaque studies [48] the

PHPC protocol demonstrated that vaccine specific T cells strongly

expanded in response to antigen, IL-15 and IL-7 and mostly

regenerated CM (CD28+ CD95+) and EM (CD282 CD95+) type

of T cells. A recent study has also demonstrated the existence of

stem cell memory T cells (Tscm) which express CD28 and CD95

markers like CM T cells but also additional markers associated

with naı̈ve like phenotype (CD45RA, CCR7, CD127, CD27).

These cells are generated during the acute phase of infection by

SIVmac239 in macaques and preferentially survive for a long time

following the elimination of antigen due to their unique

homeostatic properties [49]. Whether our strategy of vaccination

induced such antigen-specific Tscm that may potentially contrib-

ute to the longevity of the immunity in the absence of booster

immunization remains to be determined.

Although the longevity and modulation of immune responses

was already observed in our previous D4-SHIV-KU2 vaccine

studies [30,31], the mechanisms underlying the observed dynamics

of the immune responses following this single immunization

remain to be elucidated. By performing a longitudinal character-

ization of immune responses following a single DNA immuniza-

tion and using the same immunogenicity read-out assay (poly-

functional assay depicted in Figure 2 and 3) through independent

studies in different animal models (mouse and rhesus and

cynomolgus macaques), we consistently observed an initial

expansion, a contraction and late reemergence phases of

vaccine-specific CD8+ and CD4+ T cells in absence of additional

immunization or antigen boost. These reemergence phases

occurred both with our non-integrative non-replicative vaccine

(D4-SHIV-KU2) as well as our novel non-integrative single-cycle

vaccine (CAL-SHIV-IN2), two non-persisting vectors. Although

evidence of DNA persistence was clearly negative in our previous

murine study, it seems likely that episomal DNA and/or DNA

transduced cells may survive for extended periods of time e.g. in

draining lymph nodes or other sites of the immunized animals,

leading to reactivation of viral protein production once such

responses have dipped below a specific inhibitory threshold. The

recall of SHIV memory responses and/or the stimulation of novel

antigen-specific T cells as well as the dynamic of antibody

responses certainly suggest reexpression of antigen. However,

sensitive RT-PCR analysis failed to detect viral RNA in the

plasma of the vaccinated animals (data not shown). It is possible

too that the multisite delivery of the vaccine (IM+skin/electropo-

ration) may result in various cell lineage transduction with

different kinetics of protein production from the vector, though

our previous study with D4-SHIV-KU2 showed a similar pattern

even though the vaccine was administered IM only. Another

potential explanation for the longevity and resurgence of immune

responses may be due to homeostatic mechanisms. In a previous

study, the introduction of IL-15 plasmid DNA in one macaque

40 weeks post-immunization with a single dose DNA immuniza-

tion allowed the reemergence of circulating Ag-specific memory T

cells with high proliferative capacity in the periphery [31].

Ongoing studies are planned to investigate this mechanism in

detail. To address this hypothesis, we will examine the potential

longevity of vaccine transduced cells in different anatomic sites of

immunized animals, including muscle, skin (sites of injection), the

digestive and reproductive tract and various lymphoid tissues. We

will first screen these tissues with our ultra sensitive (nested) PCR,

with primers specific to CAEV LTRs to detect any residual

vaccine DNA in both mononuclear and tissue cells. Samples that

are found positive will then be examined by immunohistochem-

istry using anti-Gag p27 specific antibodies and/or In Situ

Hybridization to detect viral RNA to confirm expression of this

residual DNA. However, in the context of the current experiment,

we could not predict the timing (or the occurrence) of the

resurgence of immune responses (similarly observed in mice

immunized with the same vector), and such tissue sampling is

invasive and somewhat risky during an immunogenicity phase and

thus, such collections were not performed.

Finally, the identification of persistent responses toward two

specific Gag (GW9) and Nef (RM9) antigens that are found early

during fully replicative SIVmac239 infection and rapidly lost by

mutation escape [41] argue that our single-cycle limited CAL-

SHIV-IN2 had recapitulated the initial acute phase of infection

only. In the mouse model of LCMV infection, the maintenance of

CD8+ memory T cells generated during acute infection is

independent of Ag [50], in contrast to the maintenance of CD8+

T cell memory during chronic infection that is dependent on

persistent Ag stimulation. In mathematical modeling of a primary

CD8+ T cell response to an acute infection, the homeostasis of the

memory T cell pool without antigen stimulation has been

associated with a Tm proliferation capable of balancing the

number of cells that enter the pool against the number that leave

the pool to maintain a stable pool of memory T cells in the long

run [51,52]. We can speculate that after an extensive absence of

antigen, vaccine-specific memory T cells, mainly located in

lymphoid tissues, alter their trafficking property by regulating

the expression of CCR5 (migration to extra lymphoid effector

sites) and CCR7 (homing marker for lymphoid tissues) markers,

and this may allow the cells to reach the periphery and participate

to the reemergence phases observed in our study. Whether the

dynamic of vaccine-specific T cell responses we observed in the

peripheral blood, is an intrinsic property of our lentiviral-based

vectors or rather linked to the single immunization strategy

remains to be addressed. Our study also emphasized the

importance to perform longitudinal characterization of immune

responses rather than few selected time points to better harness the

dynamics of the vaccine-T cell responses and determine at which

stage these responses can be modulated by the Ag or homeostatic

cytokines boosts. Of importance, such characterization should be

also extended to other anatomic locations since immune T cell

responses in lymph nodes have been reported to better correlate

with protection against pathogenic viral challenge in LAV-infected

macaques [17].

In conclusion, our study demonstrated that a single adminis-

tration, by IM+ID-EP, of a self-limited replicative SHIV-based

DNA vaccine allowed efficient generation and maintenance of a

combination of memory T cell responses with immediate and

readily inducible effector functions (PHPC responses) in the

absence of ongoing antigen stimulation. Whether such combined

strategies can be as efficient as vectors allowing persisting antigen

expression in reducing SIV viral replication after challenge in

vaccinated animals needs further exploration.

Supporting Information

Figure S1 Schematic representation of CAL-SHIV-IN2.
CAL-SHIV-IN2 is a derivative of the pathogenic SHIV-KU2 [12]

whose SIV LTRs have been removed and replaced by CAEV

LTRs and the SIV integrase coding sequences were deleted. SIV

genes and HIV genes in our chimeric construct are indicated by

different color.

(TIF)

Figure S2 A) MHC haplotypes. The MHC haplotype (H1 to

H6) for each animal was determined by microsatellite analysis as

described elsewhere [35,36]. The MHC map is indicated on top of
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microsatellite markers. For each chromosome, intact and recom-

binant haplotype are color-coded (H4 dark pink, H1 blue, H2 light

pink, H3 light orange, H6 green). $ = Probable allelic mutation.

Rec (Hx-Hy) =Recombinant haplotype between Hx and Hy. B)
IFN-c responses to common Gag and Nef MHC-class I
restricted epitopes. PBMCs isolated from blood samples taken

at W47 post-immunization (*W35 PI for BX73) were used for

ELISPOT assay to detect IFN-c producing cells in response to

Gag or Nef pools of peptides as well as individual peptide named

Gag GW9 (GPRKPIKCW) and Nef RM9 (RPKVPLRTM). Cells

were cultured in presence or absence of peptides for 18 h (W47

d1). In addition, cells were cultured for 11 days in presence or

absence of Gag or TRN pools of peptides supplemented on day 3

with mamu IL-2 and on day 7 with a cocktail of IL-2 (10 U/ml),

IL-15 (10 U/ml) and IL-7 (500 ng/ml). Expanded cells were then

used for IFN-c ELISPOT assay and cultured in presence or

absence of indicated peptides for 18 h (W47 d12). Numbers of

IFN-c producing cells obtained per million of PBMCs against

tested antigens are indicated in the y-axis.
(TIF)

Figure S3 Dot plot analysis of Figure 3B for animals BX
72, 73 and 78.
(TIF)

Figure S4 Dot plot analysis of Figure 3B for animals BX
80, 83 and 84.
(TIF)

Table S1 Maximal proliferative SHIV-specific CD8+ T

cell responses detected during the indicated phases for

each animal in response to the indicated antigens.

Calculated total Ag responses are also reported.

(TIFF)

Table S2 Maximal proliferative SHIV-specific CD4+ T

cell responses detected during the indicated phases for

each animal in response to indicated antigen. Calculated

total Ag responses are also reported.

(TIFF)
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Objectifs 
 

L’objectif principal de cette partie du travail a été d’examiner les types de réponses humorales 

induites par le vecteur vaccinal CAL-SHIV-IN- dans la phase d’immunogénicité (après 

vaccination des animaux), et dans la phase post-infection (après inoculation des animaux 

vaccinés et contrôle par le virus pathogénique SIVmac251).  

Expériences  
 

Les échantillons de sérum des animaux vaccinés prélevés à différentes semaines post- 

immunisation et post infection avec le virus d’épreuve ont été examinés par ELISA pour la 

présence d’anticorps dirigés contre les protéines Gag (p55) et glycoprotéines Env (gp160) 

exprimées par le vaccin. Nous avons également examiné et évalué l’activité neutralisante 

associée aux anticorps à différents temps post immunisation et post infection avec le virus 

d’épreuve. 

Résultats 
 

Les macaques vaccinés avec une dose unique d’ADN du CAL-SHIV-IN- ont développé des 

réponses humorales contre les protéines Gag du SIV et les glycoprotéines Env du VIH-1 exprimé 

par le vaccin. Ces réponses ont persisté jusqu'à l’épreuve virulente des animaux avec le virus 

infectieux SIVmac251, inoculé par voie rectale, à la semaine 82 post-immunisation. Suite à 
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l’infection, les groupes des animaux vaccinés et contrôles ont développé des titres élevés 

d’anticorps sériques qui ont atteint un plateau vers la phase chronique de l’infection. Il est 

intéressant de noter que la virémie plus élevée chez le groupe des animaux contrôles a été 

associée à un développement tardif d’activité neutralisante des anticorps contre le virus 

SIVmac239 chez tous les animaux. Contrairement à ces résultats, les échantillons de sérums des 

macaques vaccinés contemporains n’ont pas montré une activité neutralisante similaire du fait 

vraisemblablement du contrôle de la réplication du virus par les réponses immunes vaccinales. 

L’absence des anticorps neutralisants chez les animaux vaccinés témoigne clairement de 

l’absence de leur implication dans le contrôle du virus d’épreuve. Néanmoins, il reste important 

d’évaluer si ces réponses ne sont pas associées à d’autres types de fonctions des IgG systémiques 

telles que l’ADCC ou l’ADCVI ainsi que d’autres types d’anticorps induits par le vaccin dans les 

tissus.        
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ABSTRACT 

A vaccine that induces broad and functional virus-specific humoral and cellular immune 

responses is thought to be efficient at controlling both acquisition and replication of HIV-1 in 

human. We have recently developed a novel lentivector DNA vaccine CAL-SHIV-IN–
 that 

undergoes a single cycle-replication in target cells thereby amplifying viral antigens delivery. 

This vaccine can induce both T cell and antibody responses specific for the viral antigens 

expressed. Preclinical studies in humanized mice have confirmed efficient induction of anti-Gag 

p55 as well as anti-Env gp160 antibodies after a single dose DNA vaccination. Further, we 

recently reported that all six cynomolgus macaques immunized with a single dose of this DNA 

vaccine mounted strong and durable polyfunctional CD8+ and CD4+ central and effector 

memory T cell responses that persisted over 74 weeks in absence of antigen reexposure. At 82 

weeks post-immunization the six vaccinated and six control macaques were challenged 

intrarectally with repeated low-doses of pathogenic SIVmac251. In this study we evaluated 

longitudinally the vaccine-specific humoral responses induced against the Gag p55 (precursor) 

and gp160 envelope in macaques following vaccination and challenge. CAL-SHIV-IN– induced 

humoral responses that were significantly augmented post-challenge. Vaccinated macaques 

exhibited lower viral loads associated with lower antibody titers post-challenge compared to 

control animals. Interestingly, while all serum samples collected before or at early time points 

post-challenge failed to neutralize SHIV-KU2 or SIVmac251, sera collected during the chronic 

infection showed neutralization activity in almost all control animals but only in two vaccinated 

animals against SIVmac251. Interestingly, the development of such antibodies correlated 

directly with viremia levels in control animals but inversely with the control of virus replication 

in the vaccinated animals. These data also suggest that the virus control in vaccinated animals 

was independent of neutralizing antibodies and the development of these antibodies in control 

animals did not seem to contribute to control of virus replication. 

 

 

Keywords 

HIV-1 DNA vaccine, CAL-SHIV-IN–, single-cycle, macaque, humoral response, neutralization 

 

 



3 

 

1. Introduction 

One of the hallmarks of HIV-1 infection in humans is the development of both antibody and T 

cell immune responses against many viral antigens. In most infected individuals, virus-specific 

antibodies become detectable within 2-3 weeks post-infection and persist for the life of the 

patient (Overbaugh and Morris 2012). However, antibodies that broadly neutralize multiple HIV 

strains appear only after 2-3 years post infection, in only a subset of infected patients (Kwong, 

Mascola et al. 2013). Antiviral treatment of HIV-1-infected patients does not prevent 

seroconversion to HIV, even though the viral replication is rapidly controlled to undetectable 

levels in the periphery (Arts and Hazuda 2012). In contrast, antigen-specific CD8+ T cells that 

appear in blood within 2 weeks post-infection seem to coincide with the control of the acute 

peak of infection leading to a marked reduction viremia within 6 weeks of infection (Munier and 

Kelleher 2007; Lackner, Lederman et al. 2012).  

Several attempts to develop a safe and effective vaccine have been hindered due to the difficulty 

in clearly elucidating the correlates of specific immune responses that can prevent infection 

and/or durably control disease progression (Giri, Ugen et al. 2004). Vaccines undergoing 

experimental preclinical and clinical phases have failed to reproducibly elicit broadly 

neutralizing antibodies, even when using trimeric scaffolds of the envelope in native 

conformation. Numerous vaccine prototypes and strategies have been able to initiate antigen 

specific T-cell responses; however, most such responses do not persist long enough to durable 

protection. The RV144 or Thai trial (Gottardo, Bailer et al. 2013), has been the most successful 

human trial so far, with a vaccine efficiency against acquisition of infection of 31.2% which has 

been related to the activity of non-neutralizing antibodies (Cohen and Dolin 2013) and genetic 

factors of the vaccines (Haynes, Gilbert et al. 2012; Prentice, Tomaras et al. 2015). However, the 

efficacy was only transient and did not provide durable benefits to patients that became infected 

(Cohen and Dolin 2013).  

In a typical humoral immune response, the antibodies produced may be subdivided as 

neutralizing and non-neutralizing. Neutralizing antibodies may bind and block the interactions 

that pathogens target to enter cells, thus preventing their infection. Non-neutralizing antibodies, 

on the other hand, may bind to the pathogen but not prevent infection. They may contribute in 

controlling the spread of infection by mechanisms such as Antibody Dependent Cell-mediated 

Cytotoxicity (ADCC) or Antibody Dependent Cell-mediated Virus Inhibition (ADCVI) 

(Overbaugh and Morris 2012). In contrast, some non-neutralizing antibodies may bind the 

pathogen and enhance infection by facilitating its entry into cells (Beck, Prohaszka et al. 2008). 
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Induction of such antibodies by a vaccine remains poorly defined but clearly needs to be avoided 

to generate a protective immune barrier against infectious pathogens.   

During the first few months after HIV acquisition, non-neutralizing or strain-specific 

neutralizing antibodies are generated, that appear to evolve constantly to catch up with new 

waves of HIV isolates (Derdeyn, Moore et al. 2014). However, in about 20% of individuals not 

placed on ART, the breadth of circulating neutralizing antibodies may broaden starting after 

approximately two years post infection, and develop what is called broadly neutralizing 

antibodies (bnAb) that are capable of neutralizing a large number strains of HIV across multiple 

clades (Kwong, Mascola et al. 2013). Although bnAb production in these individuals does not 

prevent the replication of virus or progression towards AIDS, this type of bnAb response would 

be a highly desirable outcome for a vaccine to block virus infection at the portal of entry, since 

passive immunization with such bnAbs in animal models of HIV transmission have shown 

complete prevention of infection (Ruprecht 2009; Kwong, Mascola et al. 2013).  

BnAbs have been shown to target at least four major sites of vulnerability on the HIV-1 

envelope: The CD4 binding site (CD4bs), membrane proximal external region (MPER) of 

envelope protein gp41, two overlapping glycan rich regions around the first, second and third 

variable regions (V1, V2 and V3) of envelope protein gp120 (Haynes and Verkoczy 2014).  

To date, four vaccine concepts have been tested in efficacy trials: A protein subunit vaccine in 

the VAX004 and VAX003 trials, a recombinant adenovirus vector in the STEP and HVTN 

503/Phambili trials, canarypox vector prime followed by a protein subunit boost in the RV144 

trials and DNA prime followed by a recombinant adenovirus vector boost in the HVTN 505 

trials (Cohen and Dolin 2013). Different vaccine strategies induce different profiles of immune 

responses. Inactivated virus or individual virus proteins induce mostly antibody responses, 

plasmid DNAs encoding viral proteins and viral vectors mainly induce cell mediated immunity 

(CMI) (Arrode, Hegde et al. 2008; Cohen and Dolin 2013). And various viral vectors tend to 

induce more balanced types of responses. Although to date, the most reliable protection has been 

achieved by live-attenuated SIV in non-human primate models, safety considerations prevent the 

use of live-attenuated HIV-1 in humans (Alpert, Harvey et al. 2012). 

Our group chose to focus on the development of a novel type of DNA based vaccine. This DNA 

vaccine is a chimeric lentiviral DNA construct called CAL-SHIV-IN– and is based on the 

backbone of a highly pathogenic chimeric virus SHIV-KU2 (Stephens, Singh et al. 2003) . This 

DNA construct expresses all the key antigens from HIV and SIV and can thus help in eliciting a 

broad immune response. It lacks the integrase gene and thus is only able to assemble into viral 
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particles that undergo a single cycle replication in absence of integration of the vaccine genome 

(Moussa, Arrode-Bruses et al. 2015). Moreover, to increase the safety and the efficacy of this 

vaccine, the SIV LTRs have been replaced by those of the Caprine Arthiritis-Encephalitis Virus 

(CAEV), the naturally attenuated lentivirus of goat, leading to constitutive expression of the 

vaccine genes (Arrode-Bruses, Hegde et al. 2012; Arrode-Bruses, Moussa et al. 2014; Moussa, 

Arrode-Bruses et al. 2015). 

Six cynomolgus macaques were initially immunized with this DNA vaccine and monitored 

longitudinally over a period of 82 weeks. All immunized animals showed that the vaccine had 

induced both humoral and cellular immune responses. Strong antigen-specific CD4+ and CD8+ 

T cell responses were observed and found to be mainly composed of the effector and central 

memory T cells. These cellular immune responses persisted over a period exceeding 74 weeks. 

At 81 weeks post-immunization, all six vaccinated and six control unvaccinated macaques were 

challenged with Simian Immunodeficiency Virus (SIVmac251), which induces AIDS like 

symptoms in macaques. While the virus Gag antigen of the SIVmac251 was homologous to the 

one expressed by the CAL-SHIV-IN– the SIV Env was completely heterologous to the HIV env 

expressed by the CAL-SHIV-IN– construct. 

The main objective of the present study was to examine the vaccine-induced humoral immune 

responses against the Gag p55 protein and the Env gp160 at several time points before and after 

challenge. In addition, functional proprieties of such antibodies were evaluated and compared 

between vaccinated and control animals in order to identify potential correlates of protection. 
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2. Materials and methods 

2.1. DNA construct 

DNA vaccine CAL-SHIV-IN– was derived from the genome of the highly pathogenic chimeric 

virus SHIV-KU2 (Moussa, Arrode-Bruses et al. 2015). This latter expresses the env, tat, rev and 

vpu genes from HIV-1 and all remaining genes from SIVmac239. The SIV int gene was deleted 

from CAL-SHIV-IN– and the SIV LTRs were replaced with those of CAEV, the naturally 

attenuated lentivirus of goat, which has constitutive promoters. 

2.2. Animals 

Twelve (three to five years old) male cynomolgus macaques were purchased and housed first at 

Cynbiose SA facility at the Veterinary school of Lyon (VetAgroSup, Lyon) and then transferred 

to the facilities of the “Commissariat à l'Energie Atomique et aux Energies Alternatives” (CEA), 

Fontenay-aux-roses, France, for the challenge and post-challenge studies. The vaccinated 

macaque group comprised animals BX72, BX73, BX78, BX80, BX83, and BX84 while the 

control animals were BL632, BL667, BL767, BR471, BR716, and BR740.  

2.3.1. Immunization of macaques 

Animals were immunized with a 5 mg single dose of highly purified CAL-SHIV-IN– plasmid 

DNA. 4 mg were administered intramuscularly, while 1 mg was delivered intradermally and 

then electroporated as previously described. Serum samples were collected from blood at various 

time-points and stored at -20°C. 

2.3.2. Infection of macaques 

All 12 macaques were challenged starting at week 82 after the single immunization with the 

pathogenic SIVmac251 virus. They received up to 10 successive intra rectal applications, 

delivered once a week, of 0.5 AID50 of SIVmac251 virus stock. These applications were stopped 

after two consecutive positive detections of viral RNA by RT-PCR in the plasma which signaled 

systemic infection. Most animals became infected following 4 to 7 applications. Two animals, 

one vaccinated (BX80) and one control (BR471) failed to become infected after more than 

sixteen rectal applications (ten at 0.5 AID50 plus four at 1 AID50 and two at 2 AID50). Hence they 

were subsequently challenged by the intravenous route (IV) with a single 50 AID50 dose of the 

same SIVmac251 viral stock and became immediately infected. 

 



7 

 

2.4. Cell culture 

The following reagents were obtained through the NIH AIDS Research and Reference Reagent 

Program, Division of AIDS, NIAID, NIH. Human embryo kidney cell line (HEK-293-T) was 

used for transfection with plasmid DNAs SHIV-KU2 and SIVmac239 for production of the two 

virus stocks. The recombinant CD4+ TZM-bl cell line was used as indicator to visualize virus 

infection as -galactosidase positive blue cells in virus neutralization assays. 

2.5. Production of virus stocks 

Transfection of HEK-293-T cells with the SHIV-KU2 and SIVmac239 plasmid DNAs, 

respectively, was performed using the ExGenTM 500, cationic polymer polyethylenamine, and 

using the protocol of the manufacturer (Euromedex, France). Briefly, on day 1, cells dissociated 

following trypsin treatment were seeded into 6-well plates, at a density of 106cells/well in 2 ml 

of Modified Eagle Medium (MEM) supplemented with 10% FBS 1% pen/strep. On day 2, the 

medium was replenished and the transfection mixture added to the medium. On day 3, the 

transfection medium was removed, cell monolayers rinsed with 1xPBS and then cells were 

incubated in fresh medium. Supernatant fluids containing SHIV-KU2 virus and SIVmac239 virus, 

respectively, were harvested from HEK-293-T transfected cells at 24, 48 and 72 h after 

transfection and stored at -80°C until titer determination of viral stocks and use. 

 

2.6. Assay to detect antibodies anti-Gag p55 

The recombinant SIVmac239 Gag p55 precursor protein was generously given by Dr Villinger 

(Emory University, Atlanta, USA). To examine whether CAL-SHIV-IN- immunized and 

SIVmac251-challenged macaques had specific antibodies against SIV Gag p55 antigen in their 

serum, we developed and standardized a “home-made” enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA). Briefly, 96-well microtiter plates (Nunc, France) were coated with 8 ng of SIV Gag 

p55 protein in each well in 100 µl of coating buffer, (0.1 M sodium bicarbonate, pH 9.6). After 

overnight incubation at 4°C, the plates were rinsed three times with PBS-0.1% Tween (PBS-T) 

(200 µl/well). The plates were then incubated two hours at room temperature with 1% BSA in 

PBS-T, (100 µl/well) for surface saturation and then plates were washed with PBS-T. Serum 

samples from macaques were diluted to 1/8, 1/50, 1/200 and 1/400 in PBS-T then 100 l were 

loaded in triplicates, incubated one hour at 37°C and then washed thrice with PBS-T. Samples 

were then incubated one hour at room temperature with a secondary antibody (polyclonal goat 

anti-human IgG conjugated with horseradish peroxidase) diluted at 1/15,000 (100 µl/well), and 
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then washed thrice with PBS-T. Samples were then incubated 5 min at room temperature with 

100 µl/well of tetra-methyl-benzidine ready to use solution of substrate (TMB One Component 

HRP Microwell Substrate; Tebu-Bio; Le Perray en Yvelines, France). The reaction was stopped 

by adding 100 µl/well of stop solution (1 N H2SO4). The plates were read in an ELISA reader to 

measure optical density (O.D) at 450nm. 

2.7. Assay to detect anti-Env gp160 antibodies 

To detect and evaluate antibody titers against SIV Env and HIV Env gp160 antigen in serum 

samples of macaques post-immunization and post-challenge, we used a commercial ELISA kit, 

the Genscreen kit ULTRA HIV Ag-Ab (Bio-Rad, France). In fact, this kit permits simultaneous 

detection of anti-HIV-1 (M and O groups), anti-HIV-2 and anti-SIV antibodies. Serum samples 

were diluted 1/10 in 1xPBS and loaded into the 96-well plates pre-coated with HIV Env gp160 

antigen. The ELISA was performed by an automatic instrument following the protocol provided 

by the manufacturer (BEP III System, Siemens). 

2.8. Seroneutralization assay 

To examine whether ELISA positive serum samples had any neutralization activity against HIV 

and/or SIV, we tested the neutralization against SHIV-KU2 and SIVmac239. TZM-bl indicator 

cells were seeded in 24-well plates at a density of 1x105 cells/well in Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium (DMEM) supplemented with 10% FBS. Cells were incubated overnight in a humidified 

incubator at 37°C with 5% CO2. The next day, the medium of cells was changed to DMEM-2% 

FBS. SHIV-KU2 and SIVmac239 aliquots previously titrated to yield ~200 blue cell forming 

units (BCFU) were mixed with macaque sera diluted at 1/5 and 1/20 in DMEM-2% FBS and 

incubated one hour at 4°C. Mixtures (virus + serum samples) were then used to inoculate the 

monolayers of TZM-bl cells, in duplicates. Cells were incubated for seventy-two hours in the 

humidified incubator at 37°C with 5% CO2. 

To examine and evaluate the β-galactosidase-expressing cells induced by virus infection, we 

used the X-gal staining assay of infected cells. Briefly, cells were washed twice with PBS and 

then fixed for 4 minutes with 4% paraformaldehyde at room temperature. Cells were then rinsed 

twice with PBS-5 mM MgCl2, incubated for 1 minute and 10 minutes, respectively. X-gal (1 

mg/ml) solution diluted in PBS-5 mM MgCl2 was added to the cell monolayers and incubated 

for one hour in a humidified incubator at 37°C without CO2. The cells were observed under a 

microscope and numbers of infected blue cells were scored for each condition.  
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3. Results 

3.1. Induction of Gag p55 antigen specific humoral responses in vaccinated animals and 

evolution of the response after challenge. 

Soon after the single dose vaccination with CAL-SHIV-IN– DNA, sustained Gag p55 specific 

humoral responses above the threshold of detection were noted for all vaccinated animals (Fig. 

1A). This response was characterized by initial peaks between week four to six post-vaccination, 

followed by a drop in IgG thereafter, though these titers then persisted during the entire 44 week 

follow-up period post-immunization. One animal, BX83 in particular had mounted p55 titer that 

was two to three folds higher when compared to all other animals. These responses were still 

detectable 81 weeks post-immunization, corresponding to the week -1 of challenge (Fig.1B). 

The pathogenic SIVmac251 used for animal challenge expresses the same Gag antigen as the 

one expressed by our vaccine. Intra-rectal repeated low-doses of SIVmac251 were administered 

weekly to six vaccinated and six control animals until infection; five monkeys in each of the 

vaccinated and control groups became infected within 10 exposures but one animal from each 

group (vaccinated BX80 and control BR471) remained uninfected after those10 intrarectal low 

dose challenges. Both animals underwent additional challenges with increasing doses but only 

became infected after administration of a high intravenous dose of the same viral stock. Serum 

samples from both groups were collected at different time points prior to challenge and post-

confirmed infection and examined using a Gag p55 ELISA. Average values for each group at 

each time point were used to plot the kinetics shown in Fig. 1B. These results show that despite 

similar level of viral loads in both groups during the acute phase of infection, (W1-W6), 

vaccinated animals showed higher antibody titers than control animals in line with an 

anamnestic response. In contrast, after week 10 post-infection, the antibody titers in control 

animals surpassed the values detected in vaccinated animals. This was consistent with the 

establishment of the chronic phase of infection with significantly lower viral set-points in 

vaccinated compared to control animals. Further examination of p55-IgG levels between week 

22 and 30 post-infection showed a decline in the antibody titers in both groups with comparable 

IgG titers in vaccines and controls. 

 

3.2. Induction of Env gp160 specific humoral responses in vaccinated animals and their 

evolution after challenge  

Serum samples collected at various time points post-immunization from vaccinated macaques 

were used to monitor the presence of systemic anti-HIV-1 gp160 specific antibodies as shown in 

Fig. 2A. Env gp-160-specific antibody titers were detected from only four out of six vaccinated 
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animals. Gp-160 specific IgG also appeared later than Gag p55-IgG. In vaccinated animals 

BX78, BX84 and BX72 these responses were transient returning to undetectable levels, after 

various periods of time. Only BX80 showed a vigorous anti gp-160 response starting at week 4 

post-vaccination and increasing even more at 6 months post vaccination without further 

immunization. However this response too decreased, and at week 81, right before challenge, all 

vaccinated animals had essentially undetectable responses to HIV gp-160 (Fig. 2B).   

This assay detects antibodies to HIV-1, HIV-2 and SIVmac and was used to evaluate the 

antibody responses post-challenge in serum samples of both vaccine and control groups. The 

results reported in Fig. 2B and C showed that prior to SIVmac251 infection antibody levels 

where below the threshold of detection in both groups of animals. Soon after infection during the 

acute phase of infection, all vaccinated animals showed increased anti-gp160 IgG titers with 

similar evolution patterns, although the levels were distinct for each animal. Interestingly, weak 

antibody responses were detected in animal BX80 compared to the other vaccinees post-

infection in spite of the fact that this animal was infected by the IV route (Fig. 2B) and 

contrasting to the responses seen in earlier time-points post-immunization (Fig. 2A). The animal 

BX80 was the only vaccinated animal that resisted over 12 applications of low-repetitive dose 

SIVmac251 rectal challenge. The results suggest that while the ELISA measures responses to 

both HIV and SIV gp-160, the response noted post challenge in this animal is most likely not 

anamnestic and directed to distinct antigens post immunization and post infection. Interestingly, 

after infection, the antibody titers showed parallel kinetics in both groups of animals, from week 

1 till week 18, reaching a steady plateau between the weeks 18 and 30 (Fig. 2C). Nevertheless 

non-significant higher levels of anti-gp160 IgG were measured in serum samples of non-

vaccinated control animals between week 6 and 18 relative to the vaccinees, suggesting lower 

antigenic stimulation in the latter group. At later time points though, titers between both groups 

were similar.  

 

3.3.Examination of anti-SHIV and anti-SIV seroneutralization activity. 

To investigate the presence of SHIV-KU2- and SIVmac251-specific neutralizing antibodies in 

sera of animals post immunization and post-challenge we used a TZM-bl-based 

seroneutralization assay with different dilutions of serum samples. In this assay reduction in 

numbers of -galactosidase positive blue TZM-bl cells usually correlates with the presence of 

neutralizing antibodies. Our results showed no measurable neutralizing activity against the HIV-

1 gp160 expressed by the vaccine or SIVmac239 virus with any of the serum samples post-

immunization (data not shown). SIVmac239 is an infectious molecular clone derived from 

SIVmac251 (the challenge virus) (Yeh, Rahman et al. 2010) and therefore may be used as 
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alternative of SIVmac251 in this test. While a positive HIV-1 neutralizing antibody successfully 

reduced 80% of TZM-bl infection, no sera from any of control or vaccinated animals were able 

to neutralize the infecting virus (SIV or SHIV) or to reduce infected cells. Moreover, number of 

infected TZM-bl cells was comparable between the two groups of animals and almost equivalent 

to those of virus+negative serum samples and samples containing only virus number (data not 

shown). In contrast, results summarized in table 1 show clearly that serum samples from 

vaccinated and control macaques collected at later time points post-challenge (W46 and W48) 

were associated with very low neutralizing activity against both SIVmac239 and SHIV-KU2. 

Dilutions (1/5 and 1/20) of serum samples were associated with neutralizing activity against 

SIVmac239 (Table 1 A and B) and interestingly to SHIV-KU2 (Table 1C and D), potentially 

linked to gp41 determinants at least in the control group. Of note neutralizing activity was more 

readily detected from unimmunized control animals than immunized ones at these time points 

post infection. As expected the neutralizing activity was higher in the 1/5 than 1/20 dilutions of 

the serum samples.  

 

 

4. Discussion 

A single dose immunization with the single-cycle replication lentivector HIV DNA vaccine 

CAL-SHIV-IN– was found to induce potent and durable antigen specific T cell responses against 

all expressed antigens both in mouse (Moussa, Arrode-Bruses et al. 2015) and macaque models 

(Arrode-Bruses, Moussa et al. 2014) of HIV vaccine. Data from this study demonstrated that this 

single dose DNA immunization also induced humoral responses against both Gag and Env 

antigens that we evaluated longitudinally after the SIVmac251 challenge. Antibody responses 

against SIV Gag p55 and HIV Env gp160 were induced and detected in vaccinated macaques 

following immunization. Unlike other gag/env directed vaccines, our results demonstrated that 

Gag p55 responses were far better than env directed responses elicited by this vaccine for 

reasons that remain to be fully elucidated. It is likely that the Env expression on the VLPs 

generated by our vaccine are relatively low compared to the gag expression, though better 

presentation of Gag via this immunization will need to be investigated. Moreover, Gag p55, 

antibody levels were boosted post infection since this antigen was homologous between the 

vaccine and challenge expressed proteins leading to anamnestic responses. However, in contrast 

to the initial phase post challenge, the antibody levels in the vaccinated animals became lower 

than in the control animals at later time-points. This shift might result from a lower viral 
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replication activity of SIVmac251 challenge virus in vaccinated compared to control animals due 

to the control by the already existing vaccine induced T cell responses in the vaccinees. From 

week 22 onwards, antibody levels in both groups dropped down to similar levels and were 

maintained. Although the viral load was lowered in vaccinees, antibodies are not cleared in the 

same proportion and thus the levels were maintained in the serum, which are seen to be similar 

to those in control animals. For Env gp160 antigens, there was no significant difference in the 

antibody titers between the vaccinated and control animals initially after the infection. This is 

likely due to the fact that the Env antigens expressed by the DNA vaccine and challenge virus 

are heterologous and thus the responses seen post infection are generated along similar kinetics 

in both groups, reflecting de novo responses. The assay measures responses to both Env gp 160 

of HIV-1 and HIV-2 (SIV) but using 2 sets of distinct proteins. At later time-points post 

infection, the replication of SIVmac251 resulted in rapid increase in the antibody levels in both 

the vaccinated and control animals. Altogether, the data demonstrate that the single dose 

immunization with the lentivector HIV DNA vaccine CAL-SHIV-IN- does induce both antigen-

specific T cell responses and humoral responses but the relative efficacy of Gag vs Env 

immunization clearly differs from those induced by the infection.  

Our results are comparable to a previous study, where the authors have demonstrated that 

repeated immunization of macaques with a single-cycle SIV followed by an SIV challenge 

resulted in infection of all animals, except one, however, with significantly lower viral loads 

relative to an unvaccinated control group (Jia, Ng et al. 2009). Our vaccine, which is also single-

cycle replication, has been able to induce control of mucosal challenge virus replication in 

macaques but following a single immunization and this control has been maintained for more 

than 22 weeks post-infection. Although prevention of acquisition of infection of the 

heterologous SIVmac251 was not achieved, virus replication was controlled better during initial 

infection in our vaccines relative to controls. The lack of control of virus acquisition is likely 

secondary to the absence of SIV Env specific antibodies and nAbs in the vaccinated monkeys.  

Indeed, our results using sensitive and specific TZM-bl serum neutralization assay failed to 

detect neutralizing antibody responses against both SHIV and SIV in 3 out of 6 vaccinated and 1 

control animals. Although HIV-1 infected individuals can develop specific neutralizing 

antibodies to autologous strains months after infection, our macaques have not been able to do so 

after 74 weeks post-immunization and 34 weeks post-challenge. This lack of neutralizing 

antibodies could be due to several mechanisms. In HIV infected individuals, the replication 

activity of the virus is constantly producing and accumulating antigens that stimulate immune 

responses to adapt to new epitopes developed by the successive escape mutations of the virus. 
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This process eventually may lead to focusing the immune response to conserved epitopes over 

time and response that cross neutralize many viral strains. In our study, macaques encountered 

only a single cycle of replication of the DNA vaccine during the immunogenicity phase, and as 

outlined above, with antigen presentation that appeared to favor Gag over Env Although the 

challenge virus is fully replication competent, the Env antigen expressed by the vaccine and the 

challenge virus are heterologous, as illustrated by our post-challenge de novo responses against 

SIV Env. Moreover, it has been shown that sequential immunization of macaques with Env from 

distinct subtypes results in greater antibody maturation than simultaneous exposure (McCoy and 

Weiss 2013). Antibody levels elicited by DNA vaccination are generally much lower than those 

induced by vaccines that include protein immunogens (Patel, Jalah et al. 2013) or live attenuated 

viruses (Jia, Ng et al. 2009). Moreover, nAbs require time to undergo many rounds of affinity 

maturation. Significant qualitative and quantitative effects on virus-specific immune responses 

can be achieved by persistent antigenic stimulation (Moore, Williamson et al. 2015). On-going 

replication by live, attenuated viruses may end up by unmasking the neutralizing epitopes and 

drive the affinity maturation of B cells specific for conserved epitopes gradually leading to 

envelope specific neutralizing antibodies. Thus, augmented chronic and sustained antigenic 

stimulation with a wide array of related but distinct Envs might be necessary to acquire the level 

of protection from acquisition of infection provided by live, attenuated SIV (Jia, Ng et al. 2009). 

This might be highlighted by the data obtained with our control group showing persistent higher 

viral replication of the challenge virus compared to the vaccine group, and almost all control 

animals developed low levels of neutralizing antibodies against both the challenge virus and the 

heterologous SHIV-KU2. Data suggest that conventional nAbs may provide a certain level of 

protection which as a result may have a significant impact on the epidemic. Conversely, passive 

protection attempts with polyclonal HIV Ig or SHIV Ig passive protection have not shown 

protection in neither human trials of maternal transmission nor monkey models of mucosal 

challenges (Sholukh, Byrareddy et al. 2014). However, a recent report stated that administration 

of combination of broadly neutralizing HIV monoclonal antibodies to chronically infected 

rhesus macaques drastically reduces viral loads (Picker and Deeks 2013). Although there are a 

growing number of broadly neutralizing antibodies that can target a variety of epitopes on HIV-1 

envelope protein, the question that remains central for eradication of HIV-1 is whether antibody 

responses will have the capability to target the viral reservoirs and clear infected cells via 

mechanisms such as ADCC and ADCVI (Barouch and Deeks 2014). These mechanisms seem to 

be essential for better containment of viral replication after acquisition as new data demonstrate 

that presence of high titers or neutralizing antibodies in not always sufficient to prevent infection 

or viral replication (Burton, Kilgore et al. 2015). Nevertheless, as our vaccine also induces 
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binding antibody responses, it would be interesting to observe if they mature over time to be able 

to acquire neutralizing or non-neutralizing virus control characteristics and participate in the 

control of virus loads in our macaques in the long term. 

Since the challenge virus was the replication competent SIVmac251, the serum samples from the 

vaccinated and control group of macaques were tested for SIV neutralizing antibodies, post-

challenge, by performing the virus neutralization assay. This test was based on infection of 

TZM-bl cells with SIVmac239. Since SIVmac239 is an infectious molecular clone derived from 

SIVmac251 (the challenge virus) (Yeh, Rahman et al. 2010), they are similar and thus may be 

used as alternatives to each other. Interestingly SIVmac as well as SHIV-KU2 nAb were detected 

at later time points after the week 30 post-infection of animals with the challenge virus. Only 3 

out of the 6 vaccinees developed nabs against both viruses (Table 1) at weeks 46 and 48 post 

infection, while 5 out of the 6 controls developed nabs against both viruses (Table 1) at the same 

time points. The interesting point of these results is the cross reactivity suggesting that some of 

these responses are directed against shared epitopes by the very divergent viruses such as gp41 

based sequences. Moreover, these data, although based on a limited number of animals suggest 

that development of nabs in our animals was associated with continuous virus replication in the 

control animals as shown by others (Burton, Kilgore et al. 2015) and inversely correlate with 

virus replication control in the vaccine animals. These data also highlight that the control of 

virus replication in our vaccine animals was not associated with nabs. Indeed, none of our 

vaccine animals had developed nabs during the immunogenicity phase and at the time of 

challenge and at least three of these animals did not produced nabs to the heterologous 

SIVmac251 till the end of the experiment (table 1, B and D).  

The results from the only human trial (RV144) that showed moderate protection (around 31%) 

against HIV-1 acquisition in the vaccinees correlated with anti-Env binding Ab only. There was 

no induction of detectable levels of neutralizing antibodies which suggested that vaccine induced 

non-neutralizing envelope antibodies have a role in providing protection from HIV-1 acquisition 

(Bonsignori, Alam et al. 2012). In a study conducted by Patel et al (Patel, Jalah et al. 2013), in 

which they vaccinated macaques with DNA, protein, DNA and protein co-immunization or 

DNA prime followed by protein boost: the DNA-only group showed the lowest humoral but 

high cellular responses. Protein-only groups induced improved quality of humoral responses but 

the responses did not last long. DNA and protein vaccine achieved both high magnitude of 

binding antibodies and neutralizing antibodies and extended longevity of the humoral responses. 

Thus, if a vaccine that can induce a high magnitude of long-lasting humoral responses including 

both binding and neutralizing antibodies, the acquisition of infection may be preventable at the 
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mucosal portal of entry. This type of responses if combined with high potency T cell responses 

induced by the vaccine may achieve protection against acquisition of the virus as well as control 

of its replication post acquisition, which are the correlates that need to be targeted.  

   

Acknowledgements 

The current work was carried out under financial support of ANRS, INRA, and CNRS. We 

thank the National Institutes of Health AIDS research and Reference Reagent Program. We 

greatly appreciate the help and assistance of Dr. Monique Baccard (CHU, Grenoble). 

Conflict of interest 

The authors declare no conflict of interest. None of the authors of this publication have any 

financial or personal relationships with other people or organizations that could inappropriately 

influence this work. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 

 

 

 

 

Fig. 1. Anti-Gag p55 antibody detection by ELISA after immunization and infection serum samples 
of vaccinated and control macaques. (A). Serum samples from six vaccinated cynomolgus macaques 
were harvested from blood samples drawn periodically as indicated. Diluted samples 1:8 in 100 µl were 
loaded in triplicates onto 96 well plates pre-coated with p55 antigens as described in Materials and 

Methods. (B). Samples from post-challenge vaccine and control animals diluted sera 1:400 into 100l 
were similarly loaded in triplicates onto 96 well plates pre-coated with p55 antigens. A secondary 
peroxidase-labelled goat anti-human IgG antibody was used for TMB detection as described in Material 
and Methods. Individual values of absorbance at =450 nm measured at each indicated time point were 
used to plot graphs corresponding to animal individuals values in (A) or means of each group in (B). 
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Fig. 2. Anti-Env gp160 antibodies in serum samples from collected after immunization and 
infection from vaccinated and control macaques. 100 l of 1:10 diluted serum samples were tested in 
duplicates using HIV-1/HIV-2 ELISA diagnostic commercial assay allowing simultaneous detection of 
HIV-1 and SIV gp160-specific antibodies. Individual values of absorbance at =450 nm measured at each 
indicated time point were used to plot the corresponding graphs. Graph A represents individual antibody 
titers of six vaccinated cynomologus macaques post-immunization. Graph B represents individual anti-
gp160 IgG titers of vaccinated macaques post-infection. Graph C shows mean values of anti-gp160 IgG 
in vaccinated animals as well as in the six control macaques at different post-infection time-points.  
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A 
Macaque BL 632 BL 667 BL 767 BR 471 BR 716 BR 740 

Week PI W46 W48 W46 W48 W46 W48 W46 W48 W46 W48 W46 W48 

Dilution 1/5 0 0 59 - 77 53 50 53 60 29 60 63 

Dilution 1/20 0 0 0 - 34 0 0 0 0 0 0 20 

             

 

B 
Macaque BX 72 BX 73 BX 78 BX 80 BX 83 BX 84 

Week PI W46 W48 W46 W48 W46 W48 W46 W48 W46 W48 W46 W48 

Dilution 1/5 0 0 0 0 0 0 17 29 71 79 86 57 

Dilution 1/20 0 0 0 0 0 0 13 0 38 32 59 20 

             

 

 

C 
Macaque BL 632 BL 667 BL 767 BR 471 BR 716 BR 740 

Week PI W46 W48 W46 W48 W46 W48 W46 W48 W46 W48 W46 W48 

Dilution 

1/5 

0 0 66 - 80 18 58 16 66 0 61 0 

Dilution 1/20 0 0 42 - 65 52 20 33 32 30 33 0 

             

 

D 
Macaque BX 72 BX 73 BX 78 BX 80 BX 83 BX 84 

Week PI W46 W48 W46 W48 W46 W48 W46 W48 W46 W48 W46 W48 

Dilution 1/5 0 0 0 0 0 0 38 0 45 0 86 0 

Dilution 1/20 0 0 0 0 0 0 0 0 37 25 53 0 

             

 

Table 1. Evaluation of anti-SIVmac239 and anti-SHIV-KU2 seroneutralization activity in serum 
samples of control and vaccinated animals at late time points post-infection. Serum samples of 
vaccine and control macaques isolated at weeks 46 and 48 (W46 and W48) post-infection with the 
challenge virus were used at dilution 1/5 and 1/20 for the neutralization assay of SIVmac239 (A&B) and 
SHIV-KU2 (C and D). Percent of neutralization was calculated for each sample at each of the dilutions 
and reported in the table. For percent calculations the average of the quadruplet values (v) of blue cells in 
virus alone was used to subtract the average value for each point (n) to determine of the number of 
neutralized infection (m) and the resultant value was divided by the initial average v value to have (r) 
value reported in the table: (v-n/v=r ). The zero value means no neutralization even though with some 
samples we obtained negative values suggesting enhancement of infection.  

 

 

 

 



19 

 

References 

 
Alpert, M. D., J. D. Harvey, et al. (2012). "ADCC develops over time during persistent infection with live-

attenuated SIV and is associated with complete protection against SIV(mac)251 challenge." PLoS 

pathogens 8: e1002890. 

Arrode-Bruses, G., R. Hegde, et al. (2012). "Immunogenicity of a lentiviral-based DNA vaccine driven by 

the 5' LTR of the naturally attenuated Caprine Arthritis Encephalitis Virus (CAEV) in mice and 

macaques." Vaccine 30: 2956-2962. 

Arrode-Bruses, G., M. Moussa, et al. (2014). "Long-term central and effector SHIV-specific memory T cell 

responses elicited after a single immunization with a novel lentivector DNA vaccine." PLoS One 

9(10): e110883. 

Arrode, G., R. Hegde, et al. (2008). "Nef modulates the immunogenicity of Gag encoded in a non-

infectious HIV DNA vaccine." Vaccine 26(31): 3795-3804. 

Arts, E. J. and D. J. Hazuda (2012). "HIV-1 antiretroviral drug therapy." Cold Spring Harb Perspect Med 

2(4): a007161. 

Barouch, D. H. and S. G. Deeks (2014). "Immunologic strategies for HIV-1 remission and eradication." 

Science 345(6193): 169-174. 

Beck, Z., Z. Prohaszka, et al. (2008). "Traitors of the immune system-enhancing antibodies in HIV 

infection: their possible implication in HIV vaccine development." Vaccine 26(24): 3078-3085. 

Bonsignori, M., S. M. Alam, et al. (2012). "HIV-1 antibodies from infection and vaccination: insights for 

guiding vaccine design." Trends Microbiol 20(11): 532-539. 

Burton, S. L., K. M. Kilgore, et al. (2015). "Breakthrough of SIV strain smE660 challenge in SIV strain 

mac239-vaccinated rhesus macaques despite potent autologous neutralizing antibody 

responses." Proc Natl Acad Sci U S A 112(34): 10780-10785. 

Cohen, Y. Z. and R. Dolin (2013). "Novel HIV vaccine strategies: overview and perspective." Ther Adv 

Vaccines 1(3): 99-112. 

Derdeyn, C. A., P. L. Moore, et al. (2014). "Development of broadly neutralizing antibodies from 

autologous neutralizing antibody responses in HIV infection." Curr Opin HIV AIDS 9(3): 210-216. 

Giri, M., K. E. Ugen, et al. (2004). "DNA vaccines against human immunodeficiency virus type 1 in the 

past decade." Clin Microbiol Rev 17(2): 370-389. 

Gottardo, R., R. T. Bailer, et al. (2013). "Plasma IgG to linear epitopes in the V2 and V3 regions of HIV-1 

gp120 correlate with a reduced risk of infection in the RV144 vaccine efficacy trial." PLoS One 

8(9): e75665. 

Haynes, B. F., P. B. Gilbert, et al. (2012). "Immune-correlates analysis of an HIV-1 vaccine efficacy trial." 

N Engl J Med 366(14): 1275-1286. 

Haynes, B. F. and L. Verkoczy (2014). "AIDS/HIV. Host controls of HIV neutralizing antibodies." Science 

344(6184): 588-589. 

Jia, B., S. K. Ng, et al. (2009). "Immunization with single-cycle SIV significantly reduces viral loads after an 

intravenous challenge with SIV(mac)239." PLoS Pathog 5(1): e1000272. 

Kwong, P. D., J. R. Mascola, et al. (2013). "Broadly neutralizing antibodies and the search for an HIV-1 

vaccine: the end of the beginning." Nat Rev Immunol 13(9): 693-701. 

Lackner, A. A., M. M. Lederman, et al. (2012). "HIV pathogenesis: the host." Cold Spring Harb Perspect 

Med 2(9): a007005. 

McCoy, L. E. and R. A. Weiss (2013). "Neutralizing antibodies to HIV-1 induced by immunization." J Exp 

Med 210(2): 209-223. 

Moore, P. L., C. Williamson, et al. (2015). "Virological features associated with the development of 

broadly neutralizing antibodies to HIV-1." Trends Microbiol 23(4): 204-211. 

Moussa, M., G. Arrode-Bruses, et al. (2015). "A novel non-integrative single-cycle chimeric HIV 

lentivector DNA vaccine." Vaccine 33(19): 2273-2282. 

Munier, M. L. and A. D. Kelleher (2007). "Acutely dysregulated, chronically disabled by the enemy 

within: T-cell responses to HIV-1 infection." Immunol Cell Biol 85(1): 6-15. 



20 

 

Overbaugh, J. and L. Morris (2012). "The Antibody Response against HIV-1." Cold Spring Harb Perspect 

Med 2(1): a007039. 

Patel, V., R. Jalah, et al. (2013). "DNA and virus particle vaccination protects against acquisition and 

confers control of viremia upon heterologous simian immunodeficiency virus challenge." Proc 

Natl Acad Sci U S A 110(8): 2975-2980. 

Picker, L. J. and S. G. Deeks (2013). "HIV: Antibodies advance the search for a cure." Nature 503(7475): 

207-208. 

Prentice, H. A., G. D. Tomaras, et al. (2015). "HLA class II genes modulate vaccine-induced antibody 

responses to affect HIV-1 acquisition." Sci Transl Med 7(296): 296ra112. 

Ruprecht, R. M. (2009). "Passive immunization with human neutralizing monoclonal antibodies against 

HIV-1 in macaque models: experimental approaches." Methods Mol Biol 525: 559-566, xiv. 

Sholukh, A. M., S. N. Byrareddy, et al. (2014). "Passive immunization of macaques with polyclonal anti-

SHIV IgG against a heterologous tier 2 SHIV: outcome depends on IgG dose." Retrovirology 11: 

8. 

Stephens, E. B., D. K. Singh, et al. (2003). "The primary phase of infection by pathogenic simian-human 

immunodeficiency virus results in disruption of the blood-brain barrier." AIDS Res Hum 

Retroviruses 19(10): 837-846. 

Yeh, W. W., I. Rahman, et al. (2010). "Autologous neutralizing antibodies to the transmitted/founder 

viruses emerge late after simian immunodeficiency virus SIVmac251 infection of rhesus 

monkeys." J Virol 84(12): 6018-6032. 

 

 



 



  

102 
 

RESULTATS Post-infection avec le virus d’épreuve : 
 

L’objectif principal de cette partie du travail a été d’examiner si les réponses immunes cellulaires 

et humorales détectées lors de la phase d’immunogénicité étaient associées à une protection 

contre l’infection mucosale par le virus d’épreuve pathogénique et/ou le contrôle de la virémie 

post-infection.  

À la semaine 82 post-vaccination, les six macaques vaccinés ainsi que six animaux contrôles ont 

été éprouvés à répétition par la voie rectale à raison d’une fois par semaine (figure 23), avec une 

dose faible de 0,5 AID50 (Animal infectious dose) d’un stock de SIVmacβ51 préalablement titré 

pour son infectivité chez les macaques par le groupe du Dr Le Grand au CEA. Par hypothèse, 

cette faible dose est capable d’infecter ¼ des animaux après chaque injection. L’animal est 

considéré infecté après détection de deux RT-PCR positives consécutives spécifiques de l’ARN 

viral isolé du plasma ; suite auxquelles l’injection du virus d’épreuve est arrêtée. Le SIVmacβ51, 

difficile à neutraliser, constitue un virus d’épreuve totalement hétérologue pour l’enveloppe du 

VIH-1 exprimée par le vaccin. Par conséquent une protection contre l’infection n’était pas 

espérée. L’hypothèse portait plus précisément sur le pouvoir des réponses immunes à contrôler la 

réplication virale in vivo.  

 

Figure 23. Représentation schématique de la stratégie de vaccination puis d’épreuve virulente. Six macaques 
ont été vaccinés par une dose unique de 5 mg du lentivecteur ADN CAL-SHIV-IN ̄ (4 mg intramusculaire (IM) + 1 
mg par voie intradermale (ID) suivie d’une électroporation (EP)) (comme rapporté au préalable (353)). Ce groupe 
ainsi qu’un groupe de six animaux contrôles ont été soumis à l’infection par le virus d’épreuve pathogénique 
SIVmac251 à la 82éme semaine post-immunisation. Le virus d’épreuve a été délivré de façon  non traumatique par la 
voie intra-rectale (IR) (dans un volume total de 3 mL). Des faibles doses répétées de 0,5 AID50 ont été administrées 
une fois par semaine aux animaux jusqu'à l’infection. Ces applications ont permis l’infection de la majorité des 
animaux par le virus avant 10 répétitions. Toutefois deux animaux (un contrôle et un vacciné) non infectés au bout 
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des 10 applications ont été éprouvés à nouveau avec des doses accrues de 1 AID50 (4 applications) puis 2 AID50 (2 
applications) et enfin une dose unique intraveineuse (IV) de 50 AID50 suite à laquelle ces animaux ont été infectés.   

  

I- Acquisition de l’infection  
 

Conformément aux résultats d’immunogénicité et au design de notre prototype vaccin conçu 

pour induire essentiellement des réponses cellulaires T, ces réponses n’ont pas empêché 

l’acquisition du virus SIVmacβ51 chez les animaux vaccinés. Cinq animaux de chaque groupe 

ont été infectés après moins de 10 applications intra-rectales successives du SIVmac251 (figure 

24). Les macaques BX80 et BR471 des groupes vaccinés et contrôles respectivement n’ont pu 

être infectés par la voie IR (10 applications à 0.5 AID50, 4 à 1 AID50 et 2 à 2 AID50) et ont été 

injectés par une dose élevée et unique de 50 AID50 par la voie intraveineuse et ont été infectés.   

 

Figure 24. Représentation du pourcentage d’acquisition de l’infection chez chacun des groupes des vaccinés 
(en mauve) et des contrôles (en bleu) par SIVmac251. L’animal est confirmé infecté après la deuxième détection 
consécutive de l’ARN viral dans les échantillons de plasma par RT-PCR (semaine 1 post 1ére RT-PCR+). Les 
résultats sont représentés par la courbe Kaplan-Meier permettant une schématisation graduelle des valeurs et sont 
suivis d’une analyse non paramétrique par le test de Mantel-Cox. Une différence statistiquement significative est 
normalement  attribuée pour une valeur de p ≤0,05. 

 

L’analyse des résultats de l’acquisition de l’infection par SIVmacβ51 n’ont montré aucun délai 

significatif entre les groupes des vaccinés et des contrôles (figure 24). Cependant, même si la 
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fréquence des prélèvements et titrages ne permettent pas la localisation précise du pic initial de 

virémie, ce dernier semble être plus élevé chez la plupart des animaux contrôles que chez les 

animaux vaccinés (tableau 1). En effet, la moyenne de la valeur du pic de virémie du groupe 

contrôle est de 1,9 x 106 copies d’ARN viral/mL de plasma alors que celle du groupe des 

vaccinés est 8 fois plus basse, de l’ordre de β,2 x 105 copies/mL. Seuls les animaux BR740 

(contrôle) et BX84 (vacciné) dont les valeurs des pics de virémie ont été de 78158 et 994035 

copies/mL respectivement ne suivent pas la tendance observée. L’exclusion de ses deux animaux 

de l’analyse accentue fortement la différence puisque la moyenne chez les contrôles passe à 

2274459 et chez les vaccinés à 69638 soit un facteur de 32 fois plus faible chez les vaccinés par 

rapport aux contrôles.  

 

Tableau 1. Pics de virémie. Les ARN viraux ont été purifié à partir des échantillons de plasma d’animaux vaccinés 
et contrôles et qui ont été prélevés chaque semaine avant la première infection par le virus d’épreuve et jusqu'à la fin 
de l’étude. Les échantillons ont été évalué par RT-PCR quantitative et par RT-PCR ultra-sensible (US) déterminant 
ainsi la virémie (nombre d’ARN viral/mL de plasma) à chaque point de prélèvement. Les valeurs du pic de la charge 
virale plasmatique pour chaque animal ainsi que la moyenne de chaque groupe sont présentés dans ce tableau. Pour 
la plupart des animaux le pic de virémie est détecté entre la première semaine d’infection (définie comme la semaine 
0 d’infection ; durant laquelle on détecte la première RT-PCR positive) et la deuxième semaine d’infection (défini 
comme semaine 1 post-1ére semaine positive ; et durant laquelle la deuxième RT-PCR positive et détectée et l’animal 
et confirmé infecté = semaine 1 post-infection).  

 

Ces résultats indiqueraient que même si les réponses induites par le vaccin ne permettent pas 

d’empêcher l’acquisition de l’infection, très rapidement après l’entrée du virus, ces réponses 

entravent sa réplication à un titre élevé de virémie. Ce contrôle précoce pourrait  résulter à la fois 

de réponses innées plus efficaces chez les animaux vaccinés et de réponses adaptatives stimulées 

par le vaccin et réactivées par le virus d’épreuve. 

Animal Copies par mL Animal Copies par mL

BL 632 3489300 BX 72 4041

BL 667 2387959 BX 73 39185

BL 767 402675 BX 78 89559

BR 471 1900000 BX 80 47000

BR 716 3192363 BX 83 168405

BR 740 78158 BX 84 994035

moyenne 1908409 moyenne 223704

Groupe contrôle Groupe vacciné

Valeur du pic initial de virémie ( copies d'ARN viral /ml de plasma)
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II- Evolution de la virémie post acquisition 
 

Lors de l’acquisition du virus (à la semaine zéro d’infection), aucune différence significative de 

la virémie n’est observée entre les deux groupes d’animaux (figure 25, A). Cependant, dès la 

semaine suivante (semaine 1 post infection) une différence très nette est observée entre les deux 

groupes avec des valeurs de virémie plus hautes chez les contrôles que chez les vaccinés. Ces 

différences se maintiennent tout le long du suivi qui a duré près d’un an. Les analyses statistiques 

ont démontré des différences significatives jusqu’à la semaine 1κ post infection mais compte 

tenu du contrôle spontané de deux animaux du groupe des contrôles et le faible effectif des 

animaux dans chacun des groupes la signification statistique s’est perdue. Ces résultats 

démontrent donc que les six animaux vaccinés (100%) contrôlent le virus d’épreuve à un seuil de 

réplication maximal de 100 copies/mL dès la semaine 12 post infection (figure 25, B) jusqu’à la 

fin de l’expérimentation vers la 50éme semaine post infection. Alors que chez le groupe contrôle 

la virémie persiste chez certains animaux (BL632, BR471) aux alentours de 104 copies/mL 

jusqu’à la fin de l’expérience (figure 25, C). L’ensemble de ces résultats met en évidence une 

remarquable efficacité de la réponse immunitaire induite chez les vaccinés à contrôler l’infection 

hétérologue chez 100% des macaques vaccinés comparé aux animaux contrôles.  
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Figure 25. Suivi longitudinal de la charge virale plasmatique chez les animaux infectés par le virus d’épreuve 
SIVmac251. Les quantifications de l'ARN plasmatique du SIV ont été réalisées par real time RT-PCR (QT) et RT-
PCR-US (US-QT). Les valeurs obtenues sont exprimées en nombre de copies d’ARN/mL. Les macaques immunisés 
(mauve) montrent des charges virales nettement inférieures à celles des contrôles (bleu). A) Comparaison de la 
charge virale moyenne de chacun des groupes démarrant à la première semaine d’infection (W0). Les études 
statistiques ont été réalisées par le test Mann-Whitney non-paramétrique permettant d’évaluer des variables qui ne 
sont pas distribuée selon la loi normale. Cela est souvent le cas pour les données provenant d’un petit nombre 
d’échantillons (dans notre cas le nombre d’animaux dans chaque groupe). B) Représentation de l’évolution 
longitudinale de la charge virale de chacun des animaux du groupe des vaccinés ainsi que, C) des contrôles. Dans le 
cas des figure (B et C) les résultats sont présentés à partir de la semaine 1 post 1ére RT-PCR +.  

Il est intéressant de noter qu’au moment de l’euthanasie, l’animal vacciné BXκ0 qui avait été 

injecté avec la forte dose du virus d’épreuve par la voie intraveineuse a fini par contrôler 

totalement sa virémie à un seuil indétectable par la RT-PCR et la RT-PCR-US alors que l’animal 

contrôle (BR471) traité de la même manière a conservé une virémie élevée à plus de 104 

copies/mL (figure 26, A, B). Cependant, nos résultats montrent aussi que l’application de la 

faible dose répétée par la voie rectale a été associée à un contrôle spontané après le pic de 

virémie élevé chez deux animaux non vaccinés infectés (le BR716 et le BR740) dont la virémie a 

diminué progressivement pour atteindre des valeurs avoisinant 111 copies d’ARN/mL (figure 26, 
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C, D). Il en résulte que ce contrôle spontané du virus combiné au faible nombre d’animaux fait 

perdre la signification statistique entre les groupes contrôle et vacciné. 

 

Figure 26. Suivi longitudinal de la charge virale plasmatique. Chez (A) un animal du groupe vacciné (BX 80) et 
(B) chez un animal du groupe contrôle (BR471), infectés par une forte dose intraveineuse de SIVmac251. De même 
chez deux autres animaux du groupe contrôle (C) le BR 716 et (D) le BR 740 contrôlant de façon spontanée leurs 
virémies suite à l’infection IR avec des dose faible de SIVmacβ51.  

 

III- Evolution des cellules T dans la périphérie 

  
Une évaluation du nombre de cellules T totales circulantes à la périphérie démontre un meilleur 

maintien des LT CD4+ et LT CD8+ totaux chez les animaux vaccinés par rapport aux contrôles 

(figure 27, A et B). La différence du nombre de LT CD4+ circulants devient statistiquement 

significative vers la semaine 10 post-infection en faveur des animaux vaccinés avec une valeur 

moyenne d’environ γ000 contre environ 1500 cellules/ L chez les contrôles. Le taux de LT 

CD8+ quant à lui est resté statistiquement plus élevé avant et après l’infection par le virus 

d’épreuve chez les vaccinés. Parmi ces cellules la présence des LT CDκ+ exprimant le marqueur 

d’activation tardive HLA-DR semble corréler avec le contrôle de réplication virale dès les 
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premières semaines de l’infection. Ces LT CDκ+ représentent environ κ% des LT CDκ+ totaux à 

la périphérie chez le groupe des animaux vaccinés contre seulement 2% chez les contrôles 

(figure 28, A). Les analyses phénotypiques indiquent leur répartition en cellules centrales et 

effectrices mémoires (figure 28, B et C). Toutefois le nombre de LT CD4+ activés exprimant le 

HLA-DR est légèrement augmenté chez les animaux vaccinés, mais pas au même niveau que les 

LT CD8+, avec moins de 1% de différences entre les deux groupes d’animaux (figure 28, D).   

 

Figure 27. Énumération des lymphocytes T circulants. Des échantillons de 50 L de sang périphérique des 
macaques vaccinés et contrôles prélevés à différents points de l’étude ont été utilisés pour réaliser des marquages 
avec des anticorps de surface anti-CD3, anti-CD4 et anti-CD8 puis analysées par des protocoles standards de 
numération cellulaire utilisant un HMX (Beckman Coulter). Le compte absolu du nombre des cellules (A) LT CD8+ 
et (B) LT CD4+ présentes par L de sang est représenté sur les graphes A et B respectivement. 
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Figure 28. Evaluation des lymphocytes T CD4+ et CD8+ activés. Les PBMC ont été isolées à partir du sang 
périphérique des macaques vaccinés et contrôles à différents temps de l’étude. Un marquage spécifique des 
molécules de surface a été effectué utilisant les anticorps qui reconnaissent les récepteurs CD3, CD4, CD8 et le 
marqueur d’activation tardive HLA-DR. Ensuite les échantillons ont été évalués par cytométrie en flux et les 
résultats ont été analysés. Les valeurs reportées dans cette figure, représentent le pourcentage des cellules T 
exprimant le marqueur d’activation tardif HLA-DR au moment du pic, entre les semaines 1 à γ de l’infection. Parmi 
ces cellules, les (A) LT CD8+ contiennent une fraction de cellules (B) centrales mémoires : CM et (C) effectrices 
mémoires : EM ; (D) le pic des LT CD4+ circulant exprimant le HLA-DR.     

 

IV- Corrélats immunologiques de protection : (résultats préliminaires) 
 

Afin d’examiner le rôle de la réponse cellulaire T dans le contrôle du virus d’épreuve, nous 

avons évalué ces réponses d’une manière longitudinale post-infection. Les PBMC ont été 

purifiées et congelées à différents temps de prélèvement sanguin (après immunisation puis après 

l’épreuve virulente). Après décongélation, les cellules ont été stimulées avec les antigènes viraux 

(SIV Gag, SIV Nef, SIV GW9, SIV RM9, SIV Env et VIH-1 Env à une concentration de 1 

g/mL) puis évaluées directement ou après 12 jours de culture en présence de l’antigène et des 
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cytokines homéostatiques (IL-2, IL-15 et IL-7). Les tests utilisés sont respectivement l’ELISPOT 

IFN- et le test de marquage cellulaire multiparamétrique examinés par la cytométrie de flux. 

L’ELISPOT IFN- permet de quantifier les cellules T spécifiques des antigènes viraux, qui sont 

capables de produire l’IFN- après activation.  

 

IV-1- Persistance des réponses vaccinales et expansion des LT à fonction effectrice 
immédiate, spécifiques des antigènes viraux après l’infection par le SIVmacβ51 
 

Une évaluation des réponses immunes a été réalisée une semaine avant l’infection utilisant le test 

classique ELISPOT IFN- (stimulation pendant 20 h avec les antigènes) chez tous les animaux 

contrôles et vaccinés à la semaine 81 post-immunisation. Les résultats de ce suivi démontrent la 

présence d’une réponse T persistante spécifique contre tous les antigènes exprimés par le vaccin 

chez tous les animaux vaccinés (figure 29, A). Le niveau de réponses observées est comparable à 

celui mesuré pendant la période tardive d’immunogénicité, durant laquelle les réponses T étaient 

relativement réduites par rapport à celles observées aux pics de ré-émergence. Le nombre moyen 

de cellules spécifiques contre les antigènes immunodominants Gag et Nef a été évalué entre 100-

β00 cellules productrices d’IFN- /106 PBMC. Il est intéressant de noter que ces réponses T 

ciblent en particulier les deux épitopes GW9 et RM9 respectivement dans Gag et Nef. Ces 

résultats apportent la preuve qu’une dose unique de notre vaccin a permis la mise en place de 

réponses T mémoires durables chez tous les animaux vaccinés ciblant des épitopes critiques du 

virus. Une réponse minimale (15 SFU/106 PBMC) est observée contre l’enveloppe hétérologue 

du virus d’épreuve SIVmacβ51 qui proviendrait d’une reconnaissance croisée de régions 

similaires avec celle de l’enveloppe du VIH-1 exprimée par notre vaccin et contre laquelle une 

réponse plus importante est observée (53 SFU/106 PBMC). Les PBMC isolés du sang des 

animaux contrôles avant leur infection présentent des réponses basales contre les peptides du 

SIV et VIH. Ces dernières n’ont pas été supprimées et sont représentées sur la figure 29. 
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Figure 29. Évaluation des réponses LT à fonction effectrice immédiate durant la phase aigüe de l’infection 
par le test ELISPOT IFN-. Des triplicatas de 104 PBMC/puits ont été respectivement stimulés avec les peptides 

(Gag, Nef, Env, GW9 et RM9) du SIV et (Env) du HIV à une concentration finale de 1 g/mL, pendant une nuit. Le 
nombre de cellules activées secrétant l’IFN-  formant des spots a été déterminé. La réponse spécifique contre 
chacun des antigènes a été déterminée après suppression du bruit de fond mesuré avec des cellules non stimulées de 
l’animal correspondant et qui ont été incubées uniquement avec du milieu de culture. Le bruit de fond dans cet essai 
a été trouvé élevé vraisemblablement en relation avec l’utilisation d’échantillons congelés. Ce dernier est plus 
important dans les échantillons récoltés après l’infection du fait d’une activation basale des cellules par le virus 
d’épreuve. Malgré la suppression de bruit de fond, qui probablement provoque une sous-estimation des réponses 
spécifiques mesurées, celles-ci sont détectées à des niveaux élevés. Les valeurs rapportées dans cette figure 
représentent la moyenne des réponses T spécifiques contre chaque antigène, pour le groupe vacciné (n=6) et le 
groupe contrôle (n=6) respectivement (A) à la semaine 81 post-immunisation précédant l’épreuve (identifiée comme 
semaine -1 de l’infection) et (B) à la semaine 6 post-infection (semaine 6 post 1ére RT-PCR +). 

 

Durant la phase aiguë de l’infection par SIVmacβ51 (semaine 6) le groupe des animaux vaccinés 

aussi bien que celui des contrôles ont développé des réponses T spécifiques et rapides contre les 

antigènes Gag, Env et Nef du SIV ainsi que Env du VIH-1. Chez le groupe des animaux vaccinés 

il y a superposition des réponses persistantes contre le vaccin et celles contre le virus d’épreuve 

aboutissant à des réponses augmentées alors que chez les animaux contrôles seules les réponses 

contre le virus d’épreuve sont détectées (figure 29, B). Les réponses immunodominantes contre 

les protéines Gag et Nef sont 3 à 3.5 fois plus importantes chez les vaccinés (850 spots/106 

PBMC pour Gag) que chez le groupe des contrôles (240 spot/106 PBMC pour Gag). Ceci est 

confirmé avec les peptides GW9 et RM9 montrant 1 log supérieur par rapport au groupe 

contrôle. En plus de ces réponses dirigées contre les régions homologues entre le vaccin et le 

virus d’épreuve, il y a les réponses ciblant l’enveloppe hétérologue du SIVmacβ51 qui sont 
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uniquement deux fois plus importantes chez le groupe des vaccinés (141.12 / 51.68 spots/106 

PBMC) alors que celles contre Env du VIH-1 sont près de 10 fois supérieures chez les vaccinés 

comparées aux contrôles (193.9 / 28.35 spots/106 PBMC). Ces résultats démontrent la capacité 

des réponses vaccinales à proliférer rapidement en réponse à la restimulation antigénique lors de 

l’infection productive. De même, l’ensemble de ces résultats met en évidence l’importance des 

réponses dirigées contre Gag et Nef dans le contrôle de l’infection et plus particulièrement celles 

dirigées contre les épitopes immunodominants GW9 et RM9. 

Il est intéressant de noter que ce type de réponse différencie les deux animaux contrôleurs 

spontanés du groupe contrôle à la sixième semaine de l’infection (figure 30). En effet, alors 

qu’une différence significative entre ces deux contrôleurs (BR 716 et BR 740) et le reste des 

animaux contrôles est observée pour les antigènes Gag, Nef, GW9 et RM9, aucune différence 

significative n’est observée contre les antigènes Env du SIV ou du VIH. 

 

Figure 30. Évaluation des réponses T à fonction effectrice immédiate à la 6éme semaine post-infection par le 
test d’ELISPOT IFN-. La moyenne des réponses T à la semaine 6 post-infection est calculée à partir des valeurs 
des six animaux vaccinés similairement à leur représentation dans la figure 29. Toutefois pour les valeurs du groupe 
contrôle représentées ici, les moyennes sont calculées à partir des données des quatre animaux contrôles (BL 632, 
BL 667, BL 740 et BL 471); la moyenne des deux animaux (BR 716 et BR 740), contrôleurs spontanés (CN) de leur 
virémie est représentée par la barre rouge. Les flèches rouges pointent la moyenne de la réponse contre GW9 et 
RM9 respectivement chez ces deux animaux contrôleurs. 
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IV-2- Impact de la réplication du SIVmac251 chez les animaux infectés à des points tardifs 
de l’infection sur l’évolution des réponses T mesurées par test d’ELISPOT IFN- 
 

L’analyse des réponses immunes à la 1κéme semaine post-infection démontre une corrélation 

directe entre l’augmentation de la virémie et le nombre de cellules T à fonction effectrices 

immédiates (ELISPOT positives) dans la périphérie. Pendant cette période anticipant 

l’installation de la phase chronique (caractérisée par une stabilisation de la charge virale 

plasmatique), le nombre de cellules T productrices d’IFN-  spécifiques contre tous les antigènes 

viraux est significativement supérieur chez le groupe contrôle par rapport au nombre observé 

chez le groupe vacciné. De plus, contrairement aux réponses relativement stables et maintenues 

chez le groupe des vaccinés, les réponses immunes chez le groupe des contrôles sont 5 à 8 fois 

plus augmentées comparées à celles observées à la semaine 6 post-infection (figure 31, A). 

 

Figure 31. Évaluation des réponses T, à fonction effectrice immédiate durant la phase tardive de l’infection 
par le test d’ELISPOT IFN-. Les moyennes des réponses T spécifiques contre chacun des antigènes (Gag, Nef, 
Env, GW9 et RM9) du SIV et (Env) du HIV, pour le groupe des animaux vaccinés et le groupe des animaux 
contrôles respectivement sont représentées (A) à la semaine 18 post-infection précédant l’installation de la phase 
chronique et (B) à la semaine 30 post-infection correspondant un point de la phase chronique de l’infection. Il est à 
noter que les valeurs de l’animal vacciné (BXκ0) et contrôle (BR471) ne sont pas inclus à la semaine 30 post-
infection.  

 

Durant la phase chronique, en particulier à la 30éme semaine après infection, une stabilité des 

charges virales plasmatiques constantes est observée à la fois chez les animaux vaccinés et 

contrôles (figure 25). La différence de virémie entre les deux groupes devient statistiquement 

significative si les animaux spontanément contrôleurs du groupe contrôle sont exclus de 
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l’analyse. Les réponses T spécifiques contre tous les antigènes viraux décroient chez le groupe 

contrôle après de la semaine 18 post-infection alors qu’elles augmentent chez les vaccinés. En 

effet, même si la réponse contre l’antigène Gag reste similaire entre les deux groupes, les 

réponses contre les peptides GW9 et RM9 sont bien supérieures chez le groupe des vaccinés. Ces 

réponses perdues chez le groupe des contrôles pourraient être associées à un échappement viral 

généralement plus rapide pour les épitopes immunodominants GW9 et RM9. Toutefois, 

contrairement à une infection naturelle où l’échappement viral associé à des mutations dans ces 

épitopes est observé dans les 6 premières semaines de l’infection (219), la perte de ces réponses 

dans notre cas apparait plus tardivement après l’infection y inclus chez le groupe des contrôles.  

 

IV-3- Analyse des réponses T mesurées par test d’ELISPOT chez les deux animaux infectés 
par IV avec une dose élevée du SIVmac251 
 

La comparaison de l’animal vacciné BXκ0 et le contrôle BR471, tous les deux infectés IV avec 

une forte et unique dose révèle des profils très intéressants de l’évolution de l’infection. À la 

semaine 18 post-infection, la réponse T contre Gag et Nef chez l’animal BR471 est supérieure à 

celle de l’animal vacciné BXκ0 (figure 32). Toutefois l’animal BX κ0 présente une réponse 

supérieure contre les épitopes RM9 et GW9 corrélant avec une charge virale inférieure chez cet 

animal. Le taux de réponse élevé suggère une préservation des épitopes RMλ, GWλ et l’absence 

d’échappement viral, lié à une efficacité particulière des réponses vaccinales à bloquer la 

réplication. Plus particulièrement une réponse équivalente chez l’animal vacciné est observée 

contre les antigènes de la protéine Nef et l’épitope RMλ suggérant que la majorité de la réponse 

est dirigée contre ce dernier. 
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Figure 32. Évaluation comparée des réponses T à fonction effectrice immédiate. Les PBMCs prélevées à la 
semaine 18 post-infection chez l’animal vacciné (BXκ0) et contrôle (BR471) sont examinés par le test d’ELISPOT 
IFN-Ces deux animaux ont été infectés par une dose élevée intraveineuse de SIVmac251. 

 

L’ensemble des résultats démontre clairement  que les réponses T persistantes à la périphérie 

plus de 80 semaines post-immunisation avec une dose unique du lentivecteur ADN vaccinal sont 

associées chez tous les macaques vaccinés à un contrôle efficace et durable de la réplication 

virale. Ces réponses T sont composées de cellules qui ont la capacité de produire immédiatement 

de l’IFN-  après une stimulation antigénique et ont des phénotypes de cellules CDκ+ CM et EM 

et CD4+ CM et EM. Le nombre des cellules spécifiques des antigènes lentiviraux est 

significativement augmenté après l’épreuve virulente avec le SIVmacβ51.  

Néanmoins le contrôle viral efficace semble être plus lié à la persistance de cellules T de type 

CM qu’à la présence de cellules à fonction effectrice immédiate. Ces cellules TCM et d’autres 

cellules précurseurs mémoires dotées d’une forte capacité de prolifération sont mise en évidence 

essentiellement par le test PHPC (precusors with high proliferation capacity). Grace au test 

PHPC nous avons démontré l’induction de cellules T CD4+ et CDκ+ précurseurs mémoires 

spécifiques des antigènes exprimés par le vaccin à différents points post-immunisation et post 

infection avec le virus d’épreuve SIVmac251.   
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IV-4- Evaluation des cellules mémoires PHPC par le test ELISPOT IFN- après 12 jours de 
culture des PBMC en présence d’antigènes et cytokines homéostatiques puis une re-
stimulation de 20 h en présence de l’antigène (test PHPC) 
 

Les résultats montrent qu’à des points tardifs de l’immunisation (W74 PI et Wκ0 (-1 de 

l’infection)), les cellules précurseurs mémoires sont toujours détectées à la périphérie chez les 

animaux vaccinés avec une augmentation significative du nombre de cellules productrices 

d’IFN- au jour 12 comparé au jour 1 de culture. À la semaine 74 post-immunisation, la réponse 

totale contre les antigènes dominant (Gag + Nef) chez les vaccinés augmente d’une moyenne de 

298 SFU/106 PBMC au jour 1 à 4324 SFU/106 PBMC au jour 10. Toutefois une expansion de 

cellules spécifiques à l’antigène après 10 jours de culture est aussi observée chez le groupe 

contrôle suggérant un "priming" in vitro des cellules T présentes dans les échantillons frais de 

PBMC contre les antigènes indiqués. La réponse PHPC moyenne spécifique du vaccin (déduite 

du bruit de fond des contrôles) devient ainsi de l’ordre de γ1γ6 SFU/106 PBMC (figure 33). 

 

 

Figure 33. Analyse de la présence de cellules précurseurs ayant une forte capacité de prolifération (PHPC). 
Les PBMC ont été isolés à différents temps de l’infection à partir du sang périphérique des 1β macaques. Les 
échantillons frais (à la semaine 74 post-immunisation) ou congelés (à partir de la semaine 81 post-immunisation 
correspondant à la semaine -1 de l’infection) ont été stimulés simultanément par différents antigènes viraux (1 

g/mL). Une fraction a été utilisée pour réaliser le test classique d’ELISPOT au jour 1 (J1). Pour l’autre fraction, les 
cultures ont été supplémentées avec l’IL-2 (10 U/mL) aux jours 3 et 7 de culture, puis avec les cytokines IL-15 
(10U/mL) et IL-7 (500 ng/mL) au jour 7. Ce cocktail permet d’induire des signaux homéostatiques qui enrichissent 
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les cultures en cellules précurseurs et centrales mémoires spécifiques des antigènes. Des PBMC non stimulées par 
l’antigène ont été cultivées dans les mêmes conditions et sont utilisées comme contrôles négatifs. Enfin au jour 10 
(J10) les cellules ont été récupérées, lavées puis utilisées pour le test d’ELISPOT IFN-. À la semaine 30 post-
infection les données des animaux BX80 et BR471 ne sont pas incluses. Le trais rouge en pointillé correspond au 
seuil de priming in vitro à la semaine 74 post-immunisation (-1 d’infection) pendant lesquelles les cellules des 
animaux contrôles étaient toujours naïves pour les antigènes viraux testés. 

 

L’ensemble des résultats démontre que pendant la phase aigüe de l’infection allant jusqu'à la 

semaine 18 post-infection, les réponses PHPC sont supérieures chez le groupe des vaccinés avec 

une expansion de la réponse T, contre (Gag + Nef), d’une valeur moyenne d’environ 100β 

SFU/106 PBMC au jour 1 à 4256 SFU/106 PBMC au jour 10 (4.2 X); alors que chez le groupe 

contrôle la réponse PHPC est de l’ordre de 171κ SFU/106 PBMC au jour 1 et de 2655 SFU/106 

PBMC au jour 10 ( 1.5 X) (figure 33). En revanche durant la phase chronique de l’infection 

(semaine 30 post infection), la réponse contre (Gag + Nef) devient supérieure chez le groupes 

contrôle corrélant avec une charge virale plus élevée chez ces derniers. Leur réponse moyenne 

contre les antigènes (Gag + Nef) augmente de 1294 SFU/106 PBMC au jour 1 jusqu’à γγλ9 

SFU/106 PBMC au jour 10 (2.6 X) ; Alors que dans le groupes des vacciné cette réponse est plus 

faible, augmentant de 1343 SFU/106 PBMC au jour 1 jusqu'à 2135 SFU/106 PBMC au jour 10 

(1.6 X). 

Il est intéressant de noter que les profils des réponses contre les épitopes immunodominants 

GW9 et RM9, concordent avec ceux des réponses dirigées  contre les antigènes Gag ou Nef 

respectivement (figure 34). Les résultats montrent que les animaux vaccinés développent 

toujours une réponse supérieure contre Nef et RM9 par rapport au groupe contrôle tout au long 

de la durée de suivi. Des études chez le modèle cynomologus ont montré que ce type de réponse 

est particulièrement associé à un contrôle efficace de la réplication virale chez les animaux 

infectés (354). 

À la semaine 80 post immunisation correspondant à la semaine -1 de l’infection, les réponses 

contre chacun de ces épitopes sont maintenues chez le groupe des vaccinés. Malgré un bruit de 

fond élevé dans la réponse T spécifique des antigènes (Gag + Nef) un niveau plus faible est 

détecté respectivement contre les épitopes immunodominants GW9 et RM9 (figure 34, A, B). 

Chez les contrôles, la moyenne des réponses est de l’ordre de β50 contre GW9 et 418 contre 

RM9. Après soustraction du bruit de fond, les réponses chez les vaccinés restent supérieures que 

celles des contrôles contre GW9 et RM9. 
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Figure 34. Représentation schématique de la moyenne des réponses ELISPOT et PHPC chez les vaccinés et 
contrôles. Les PBMC ont été utilisées pour une stimulation avec les peptides Gag, Nef, GW9 et RM9 du SIV durant 
la nuit suivie du test ELISPOT ou bien stimulées avec ces mêmes peptides et examinées par le test PHPC. À la 
semaine 30 post-infection les données des animaux BX80 et BR471 ne sont pas incluses. 

 

Les réponses PHPC évaluées chez  l’animal vacciné BXκ0 et l’animal control BR471 (tous les 

deux infectés par une dose IV élevée de SIVmac251), montrent une augmentation significative 

chez l’animal vacciné contre tous les antigènes testés Gag, Nef GWλ et RMλ jusqu'à la semaine 

18 post-infection (figure 35).  
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Figure 35. Représentation schématique des réponses T individuelles contre chacun les peptides Gag, Nef, 
GW9 et RM9 du SIV chez les animaux BX80 et BR471. Les réponses sont évaluées par le test ELISPOT 
classique (au jour J1) et PHPC (au jour J10) à la semaine -1 de l’infection et 1κ post-infection.  
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DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION 
 

Malgré les progrès énormes réalisés en thérapie et prévention contre le VIH-1, l’épidémie du 

VIH/SIDA reste loin d’être contrôlée. Près de deux millions de personnes sont infectées 

annuellement et environ γ5 millions de personnes vivent  avec l’infection VIH-1. Un vaccin sûr 

et efficace reste donc une des priorités pour enrayer cette épidémie à l’échelle mondiale. La 

complexité du cycle viral, la variabilité du génome et des antigènes du virus, les cellules cibles 

du virus qui sont aussi des éléments clés de la réponse immunitaire... constituent une 

combinaison inhabituelle de facteurs dirigés contre l’immunité antivirale, responsable de l’échec 

des stratégies vaccinales classiques. Ceci révèle la nécessité de développer des vecteurs et des 

stratégies vaccinales plus innovantes capables d’induire les deux armes de l’immunité cellulaire 

et humorale. 

Dans cette optique notre équipe s’est spécialisée dans le développement de prototypes vaccinaux 

contre le VIH-1. Les éléments de base qui ont guidé notre stratégie de construction sont : 1) 

l’infection naturelle par VIH-1 chez l’homme induit des réponses immunes qui sont capables de 

contrôler rapidement la réplication virale pour la diminuer de plusieurs logs dans la périphérie ; 

2) les vaccins atténués ont montré une forte capacité reproductible de protection atteignant au 

moins κ0% contre les virus d’épreuve pathogéniques. Cependant, ces vaccins étaient associés au 

développement de pathologies chez des nouveau-nés et certains adultes ; 3) Les vaccins ADNs  

sont innovants et n’ont jamais été associés à des développements de pathologies. Notre 

hypothèse de travail est qu’un vaccin associant les avantages sans les inconvénients des vaccins 

atténués et ADN serait efficace et sûr contre l’infection VIH-1 chez l’homme. Dans le cadre de 

mon projet de thèse j’ai examiné, les propriétés biologiques, immunologiques et protectrices 

d’un lentivecteur prototype vaccinal contre le VIH-1. L’originalité de ce prototype lentivecteur 

repose sur le fait qu’il associe les avantages de plusieurs approches vaccinales : 

1- Ce vaccin ADN à base du virus pathogénique SHIV-KU2 permet l’expression du génome 

lentiviral complet produisant l’ensemble des immunogènes lentiviraux. Il permet ainsi de 

maximaliser le spectre antigénique induisant des réponses immunes contre de nombreux épitopes 

pour minimiser le pouvoir d’échappement viral. 

2- La transcription des gènes viraux est sous le contrôle du promoteur constitutif contenu dans 

les séquences U3 de la LTR du CAEV. L’expression des gènes a lieu indépendamment de la 
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transactivation par la protéine Tat, ce qui assure rapidement une production antigénique élevée et 

continue. 

3- Le pouvoir intégratif rétroviral du vecteur est totalement altéré d’une part grâce à la délétion 

des séquences codantes pour l’intégrase du gène pol et d’autre part à cause de la forte spécificité 

des séquences d’attachement des LTRs lentivirales (car celles du CAEV n’interagissent pas avec 

l’intégrase du VIH-1). Ceci augmente l’aspect sécuritaire du vaccin. 

4- Les particules virales produites serviront non seulement comme des VLPs pour induire 

l’immunité mais vont aussi effectuer un cycle unique de réplication dans les cellules permissives 

à l’infection sans intégration du génome viral ni persistance. Ce qui augmente significativement 

l’immunogénicité du vaccin. 

5- les particules générées par le vaccin exposent les antigènes sous une conformation identique 

au virus infectieux mimant ainsi les virus atténués pour stimuler des réponses immunes 

protectrices mais sans le risque d’intégration et persistance associées à la pathogénèse. 

Les résultats des études in vitro (présentés dans l’article 1) ont confirmé la capacité de notre 

vaccin à produire des taux de protéines équivalents à ceux observés avec le prototype vaccinal 

antérieur Δ4SHIV-KU2 sous contrôle de la LTR du lentivirus simien SIVmac239 (351). Ces 

résultats sont en accord avec ceux rapportés précédemment montrant une efficacité similaire des 

LTR du CAEV et celles du SIV à exprimer les antigènes vaccinaux et induire des réponses 

immunes chez les modèles animaux (355). Par ailleurs, la production de la protéine Gag est 

similaire à celle du génome du SHIV-KU2 dans les premiers jours suivant la transfection. Ces 

résultats sont conformes à ceux rapportés précédemment dans une étude comparée de 

l’expression du génome du VIH-1 avec ceux du génome entiers du VIH-1 défectif de l’intégrase 

(245). De plus, d’une manière similaire à cette étude, nous avons démontré l’efficacité de notre 

vaccin à produire des particules virales matures capables d’infecter de cellules cibles mais dont 

le génome est défectif pour l’intégration. La détection par PCR de l’ADN vaccinal seulement 

dans les cellules cibles inoculées avec le surnageant des cellules transfectées démontre 

clairement l’inaptitude de notre génome vaccinal à poursuivre la réplication au-delà d’un cycle et 

par conséquent de persister. Il a été démontré que suite à l’injection intramusculaire d’ADN 

plasmidien chez la souris, la quasi-totalité (>λκ%) de l’ADN injecté est rapidement dégradé et 

que seule une très faible quantité de cet ADN persiste sous forme extra chromosomique (356). 
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De très rares intégrations résiduelles sont possibles et leur fréquence est estimée à ≤ 1-8 

intégrations par 150.000 cellules diploïdes, ce qui représente environ trois fois moins que le taux 

de mutations spontanées (357). Des observations similaires ont été rapportées chez les  primates 

non-humains (358) suggérant que les vaccins ADN sont très sûrs et le risque de mutation lié à 

une intégration résiduelle est négligeable. L’inactivation de l’intégration rétrovirale de notre 

prototype vaccinal réduit les risques d’intégration en comparaisons à ceux d’un ADN plasmidien 

et de ce fait il est qualifié comme étant hautement sûr. 

L’évaluation de l’immunogénicité du CAL-SHIV-IN- chez les souris NOD/SCID/β2 humanisées 

a montré qu’une seule injection de ce vecteur induit des réponses immunitaires élevées 

spécifiques de l’ensemble des antigènes exprimés. Ces réponses sont nettement supérieures à 

celles induites par le vaccin antérieur Δ4SHIV-KU2 qui n’effectue aucun cycle de réplication 

(359). Les profiles des réponses humorales et cellulaires se sont montrés similaires à ceux 

observés précédemment avec un pic de stimulation antigénique vers 2 semaines post 

immunisation avec le Δ4SHIV-KU2, mais ces réponses sont maintenus avec le CAL-SHIV-IN- 

(284, 359, 360). Le modèle de souris NOD/SCID/ββ humanisée qui nous a permis d’établir la 

preuve du concept de l’immunogénicité du vaccin possède néanmoins des limitations dans la 

durée de son utilisation à cause des réponses immunes des cellules greffées contre l’hôte 

(GVHD) qui démarre à 3-4 semaines post-humanisation et qui interfère avec les réponses 

immunes induites par le vaccin. Pour cette raison nous avons choisi un nouveau modèle de souris 

humanisées, le modèle NSG, ayant des mutations génomiques plus importantes entrainant une 

absence plus complète des cellules immunitaires (monocytes, NK, T et B) (361) résultant en une 

meilleure tolérance des greffes de PBMC humaines (223). Effectivement, nous avons obtenu de 

meilleures colonisations de ces souris par les cellules humaines pouvant atteindre 90% des 

cellules humaines dans la rate à 2 semaines post-injection. Toutefois une importante variabilité 

des taux d’humanisation a été observée entre les animaux du même groupe et de groupes 

différents (figure 36). Ce modèle PBL-NSG reste aussi limité dans : 1) son utilisation pour 

évaluer l’immunogénicité car il n’est pas certain que les présentations croisées par les DC de 

souris soient optimales pour la stimulation antigénique des cellules T et B humaines (362) ; et 2) 

l’infection par le virus d’épreuve des souris vaccinées reste difficile à réaliser. 
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Figure 36. Évaluation de l’efficacité de la colonisation de la rate des souris NSG humanisés par les PBMC 
humain à 2 semaines après humanisation. Plusieurs groupes de souris immunodéficientes NSG âgées entre 6-8 
semaines ont été humanisées par injection intra-péritonéale de 5 x 107 PBMC humains fraîchement isolées à partir 
du sang d’un donneur sain. Les souris de différents groupes ont été euthanasiées à différentes semaines post-
humanisation pour examiner la colonisation des PBMC humaines dans la rate de la souris. Pour évaluer la 
proportion des cellules humaines dans la rate, les splénocytes isolés de chaque souris ont été marqués avec les 
anticorps de surface anti-CD45, CD3, CD4, et CD8 humain et examinés par cryométrie en flux. Les résultats 
présentés ont été obtenus à partir de plusieurs souris choisis aléatoirement de plusieurs essais indépendants 
d’humanisation.  

 

L’évaluation de l’immunogénicité et de la protection a alors été réalisée chez le macaque 

cynomologus. Le vaccin a été administré en une seule dose simultanément par voies 

intramusculaire (IM) et intradermale (ID) plus électroporation (EP). L’efficacité de transfection 

in vivo par la voie IM est très faible. C’est pourquoi, nous lui avons associé la voie ID qui cible 

beaucoup plus les cellules présentatrices d'antigène (CPA) du derme pour augmenter 

l’immunogénicité du vaccin. De plus, l’électroporation augmente considérablement le nombre de 

cellules transfectées in vivo par l’ADN plasmidien sans accroitre le risque d’intégration (358). En 

effet, il a été montré chez la souris qu’une co-administration de vaccin ADN par les voie IM et 

ID permettait une augmentation significative de l’immunogénicité cellulaire et humorale du 

vaccin. Les meilleurs résultats ont été obtenus quand l’électroporation été associée à l’injection 

ID [IM + ID-EP] plutôt qu’avec l’IM [IM–EP + ID] (281). Par conséquent, ce mode de 

vaccination est de plus en plus utilisé dans des essais précliniques et même cliniques de vaccins 

anti-VIH-1 (298, 302, 363). 
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Les résultats des analyses des réponses immunes induites par le vaccin chez les macaques 

vaccinés ont révélé que tous les animaux ont développé des réponses immunes cellulaires 

spécifiques contre tous les antigènes exprimés par le prototype vaccinal et plus particulièrement 

contre Gag et Nef. De même des réponses humorales contre les protéines de la capside et de 

l’enveloppe ont été développées chez la plupart des animaux vaccinés. Ces réponses cellulaires 

et humorales ont été évaluées et caractérisées tout au long des 81 semaines post-vaccination. Il 

est intéressant de noter que contrairement au lentivecteur antécédent, 4SHIV-KU2, qui 

n’induisait pas de réponse humorale chez les macaques vaccinés même avec une forte dose de γ0 

mg d’ADN par animal (284), le lentivecteur CAL-SHIV-IN- a induit des réponses humorales 

persistantes. Cette stimulation pourrait être liée à la production de particules infectieuses 

induisant un cycle de réplication pour augmenter la quantité et la diversité des antigènes du 

vaccin. Le design génétique de notre lentivecteur ADN a été essentiellement conçu pour induire 

des réponses cellulaires T. En effet, la vaccination ADN est connue pour privilégier cette voie 

d’immunité, surtout quand le plasmide porteur est riche en séquence CpG (276), ce qui est le cas 

de notre vecteur (plasmide pET9a). L’analyse fonctionnelle des réponses humorales induites par 

le vaccin dans cette phase d’immunogénicité n’a pas révélé la présence d’anticorps neutralisants 

dans les sérums d’aucun des animaux. Cette absence d’anticorps neutralisants est 

vraisemblablement due au cycle unique et l’absence de réplication continue du vaccin puisque 

lors d’une infection naturelle chez les macaques et l’homme, les anticorps neutralisants 

n’apparaissent que tardivement (190). Les anticorps neutralisants anti-VIH-1 sont très difficiles à 

produire par les prototypes vaccinaux développés à ce jour (364). De plus au vu de la variabilité 

lentivirale dans l’enveloppe, seuls les anticorps neutralisants à large spectre auraient la capacité 

de neutraliser les différents variants contenus dans un inoculum viral (365). Ces anticorps 

neutralisants à large spectre sont encore plus difficiles à produire par les vaccins chez les 

modèles animaux primates non-humains (366) et de ce fait ils ont été seulement produits sous 

forme de monoclonaux et testés chez les modèles animaux par transfert. Plusieurs stratégies sont 

actuellement en cours pour développer des prototypes vaccins capables d’induire directement ces 

anticorps chez les vaccinés (196). En dehors des anticorps neutralisants il y a aussi les anticorps 

capables d’induire les phénomènes d’ADCC et/ou ADCVI (194) responsables de la réduction de 

la charge virale et qui seraient impliqués dans la protection partielle chez certains individus de 

l’essai clinique Thaïlandais RV144 (192, 367) et les macaques vaccinés utilisant un protocole 

similaire (368). 
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L’analyse phénotypique et fonctionnelle de la réponse T a révélé la présence de cellules T CD4+ 

et CD8+ polyfonctionnelles spécifiques de tous les antigènes exprimés par le vaccin. Ces 

réponses qui ont persisté plus d’un an et demi post immunisation sont composées d’une fraction 

de cellules effectrices mémoires à fonction immédiate (EM), de cellules centrales mémoires 

(CM) et aussi de cellules précurseurs mémoires ayant une haute capacité de prolifération 

(PHPC). Seule une faible proportion de ces cellules, qui prolifèrent à la suite de stimulation 

antigénique, secrète l’IFN- (< 20%). Ces résultats, comme nos résultats antérieurs démontrent 

clairement que les évaluations des réponses cellulaires T, basées sur la production de l’IFN- 

peuvent être erronées. La grande majorité des cellules T CD8+ spécifiques des antigènes, qui 

prolifèrent mais ne produisent pas d’IFN- possèdent des granules lytiques (Granzyme B) et de 

ce fait elles sont donc armées pour cytolyser les cellules infectées. Le rôle des cellules PHPC 

induites par infection naturelle (108, 369) ou par vaccination (370, 371) dans le contrôle de la 

réplication virale est de plus en plus rapporté surtout pour les PHPC spécifiques  des antigènes de 

Gag. Dans le cas de notre stratégie vaccinale avec le CAL-SHIV-IN-, l’antigène est produit  dans 

une fenêtre de temps courte entrainant une stimulation antigénique transitoire et équilibrée des 

cellules immunitaires. Il est probable ce type d’expression antigénique a permis aux cellules T 

précurseurs (PHPC) de se maintenir contrairement à des protocoles de vaccinations produisant 

des antigènes en continu poussant ainsi ces cellules à se différencier en cellules effectrices (154, 

265).  

Une des spécificités remarquables des réponses T induites par CAL-SHIV-IN- comme celles 

induites par nos vecteurs précédents (284, 360) est le profil d’évolution de ces réponses suite à 

l’injection de la dose unique de l’ADN lentiviral vaccinal. En effet, l’immunisation induit des 

réponses rapides détectables dans la périphérie par un pic initial dont le maximum de réponse se 

situe dans les quatre semaines qui suivent l’immunisation. Ce pic est suivi d’une phase de 

contraction où les réponses diminuent fortement pendant plusieurs semaines puis une phase de 

ré-émergence formant un ou plusieurs pics tardifs en l’absence d’injection de rappel. Ce profil 

est inhabituel et reste actuellement sans caractérisation des mécanismes expliquant cette 

réémergence. Néanmoins, l’abondance des cellules TCM et de leurs cellules précurseurs dans ces 

réponses nous conduit à proposer que cette ré-émergence résulte de la maturation de cellules 

souches qui ont subi une stimulation antigénique suite à l’immunisation, et sont localisées dans 

les tissus lymphoïdes pour assurer leur renouvellement, maturation et différenciation. En absence 

d’autres stimuli antigéniques ces cellules vont générer tardivement des cellules filles précurseurs, 
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des cellules TCM et des TEM qui sont détectées dans la périphérie. En effet, chez la souris comme 

chez le macaque nos travaux antérieurs ont montré que l’injection de la cytokine IL-15 lors de la 

phase de contraction permet une ré-émergence spontanée des réponses dans la périphérie (284). 

Cette cytokine est connue pour son rôle dans la maturation, la recirculation et l’expansion des 

cellules mémoires à la périphérie (372). L’hypothèse selon laquelle cette ré-émergence serait due 

à une nouvelle stimulation antigénique est peu vraisemblable puisqu’il avait été montré que 

l’expression antigénique, au niveau des sites d’injection du vaccin ainsi qu’au niveau des organes 

lymphoïdes secondaires, est abondante durant la première semaine de vaccination et diminue 

progressivement pour être indétectable dans ces compartiments dès la troisième semaine après 

vaccination (359).  

La capacité de persistance et d’auto-génération élevée en absence d’antigènes a été récemment 

associée à un nouveau type de cellules T mémoires qualifiées de cellules T souches mémoires 

« TSCM » (152, 181). Ces cellules sont rapidement induites par l’infection, prolifèrent 

efficacement après disparition de l’antigène et sont préférentiellement localisées dans les 

ganglions lymphatique chez les macaques rhésus (151) contrairement à l’homme chez qui elles 

sont localisées dans d’autres compartiments physiologiques (373). Récemment il a été démontré 

que les cellules TSCM CD8+ spécifiques contre le VIH corrèlent directement avec le contrôle 

efficace de la réplication virale chez les individus contrôleurs élites (179). Afin d’examiner 

l’implication de ces cellules dans la mise en place et le maintien des réponses induites par CAL-

SHIV-IN- chez nos macaques vaccinés nous avons examiné l’induction des cellules TSCM par 

notre vecteur chez nos animaux vaccinés. Les échantillons testés sont des PBMC non-stimulés 

(jour 1) ou maintenue en cultures étendue en présence d’antigène et des cytokines IL-7 et IL-15 

utilisés de façon routinière dans notre test optimisé de PHPC (jour 10) (figure 37). Les résultats 

préliminaires présentés dans la figure 37, suggèrent fortement que les cellules TSCM ont été 

induites par notre vaccin. Ces cellules T CD8+ de type TSCM ainsi que TCM spécifiques de 

l’épitope RMλ (Nef) (immunodominant chez les cynomologus mauriciens (219)) sont 

particulièrement enrichies après 12 jours de culture en présence de cytokines et d’antigènes. Ces 

résultats renforcent l’originalité du vaccin et de la stratégie de vaccination utilisée en faveur de la 

mise en place de réponses T mémoires persistantes sans la nécessité de la persistance des 

antigènes. L’évaluation plus détaillée de ces réponses nous permettra de documenter pour la 

première fois l’induction des TSCM par une stratégie vaccinale anti-VIH-1 et leur rôle dans le 

contrôle sur le long terme de la réplication virale.  
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Figure 37. Caractérisation des cellules T CD8+ mémoires. Les PBMC purifiées à la semaine 36 post-

immunisation sont mises en culture en présence ou en absence de l’antigène viral Nef du SIV (1 g/ml) et des 
cytokines IL-15 et IL-7 pendant 1β jours. Les cellules sont ensuite marquées avec un panel d’anticorps anti-CD3, -
CD4, -CD8, -CD95, -CD28, -CD45 RA, -CCR7 ainsi qu’avec l’EMA (indicateur de viabilité cellulaire). Les cellules 
sont analysées par cytométrie de flux et typées dans les compartiments des cellules T naïves, transitionnelles 
mémoires, effectrices mémoires ou centrales mémoires. Grâce à ce panel de marqueurs les cellules TSCM peuvent 
être identifiées. Cependant, pour caractériser les TSCM spécifiques du vaccin, un marquage par tétramère est 
simultanément effectué. En effet un tétramère correspond à un complexe de quatre unités de CMH-I préalablement 
chargé d’un épitope particulier et couplé à un fluorochrome. Ainsi ce dernier est capable de se fixer sur le TcR cible 
et directement marquer les cellules T spécifiques de l’épitope. Ce marquage peut ensuite être évalué par cytométrie 
en flux. Dans ces essais, le tétramère utilisé est spécifique contre l’épitope immunodominant RM9 de Nef. 

 

Les réponses immunes induites par notre vaccin ont permis de contrôler l’infection chez 100% 

des macaques vaccinés et infectés par la voie intra-rectale avec des faibles doses répétées du 

virus d’épreuve hétérologue et pathogénique (SIVmacβ51). En effet, même si notre prototype 

vaccinal n’a pas été conçu pour bloquer l’acquisition du virus chez les macaques vaccinés, le pic 

initial de réplication du virus chez tous les animaux vaccinés atteint des valeurs de charge virale 

significativement plus faibles que celles du pic des animaux contrôles (Voir résultats, tableau 1). 
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Ces résultats témoignent de l’efficacité du vaccin à induire des réponses immunes à réactivité 

précoce permettant d’enrayer la réplication virale très tôt après l’infection. Il est intéressant de 

noter que ce contrôle précoce est associé à un seuil d’activation des LT CD4+ inférieur chez tous 

les animaux vaccinés par rapport à celui des animaux contrôles (Voir résultats, figure 28). 

L’absence d’activation des LT CD4+ systémiques (374) et dans les muqueuses (375) est un des 

critères nécessaires dans les stratégies vaccinales pour minimiser les cibles potentielles du virus 

et assurer un meilleur contrôle de la réplication virale et/ou l’éradication de l’infection. Le 

contrôle de cette phase initiale de l’infection a été suivi d’un contrôle progressif de la virémie 

pour atteindre des valeurs indétectables par la RT-PCR quantitative classique et des valeurs 

inférieures à 100 copies/mL chez tous les animaux vaccinés durant les 50 semaines de suivi post 

infection (Voir résultats, figure 25). Ces résultats démontrent clairement que les réponses 

immunes induites par notre prototype vaccinal permettent un contrôle persistant de la réplication 

virale sur la période des 12 mois de suivi.   

Le contrôle de la réplication viral n’est pas dû à des réponses humorales neutralisantes puisque 

l’analyse longitudinale post immunisation n’a pas permis de déceler une activité neutralisante 

dans le sérum d’aucun des macaques vaccinés. De plus, suite à l’injection du virus d’épreuve 

l’apparition d’anticorps neutralisants contre le virus d’épreuve n’a été que très tardive (après 30 

semaines post-infection) et essentiellement chez les animaux contrôles chez lesquels une 

réplication continuelle du virus d’épreuve a été longitudinalement observée. Seuls trois animaux 

sur les six vaccinés ont développé des anticorps neutralisants contre le virus d’épreuve et ce 

tardivement (46-48 semaines post-infection). Ces résultats vont dans le même sens que ceux 

récemment rapportés pour d’autres prototypes vaccins anti-VIH-1 à médiation cellulaire. En 

effet, une éradication de l’infection par le virus d’épreuve pathogénique SIV ainsi que celle des 

cellules infectées du réservoir ont été observées chez 50% des macaques vaccinés avec un 

vecteur persistant à base du CMV qui induit de fortes réponses T centrales et effectrices 

mémoires contre les antigènes lentiviraux mais pas de réponse humorale neutralisante chez ces 

animaux (154, 376) bien que les animaux qui maintiennent leur charge virale présentent des 

réponses similaires. De même une réduction significative de la réplication virale est observée 

après immunisation par des vaccins n’incluant pas d’antigène Env (375, 377). En outre, il a été 

démontré très récemment que le développement des réponses neutralisantes par une vaccination 

n’est pas suffisant pour empêcher l’infection (378). En outre le transfert adoptif d’anticorps 

neutralisants n’est pas toujours efficace à empêcher l’acquisition de l’infection (379). Toutefois, 
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les résultats d’une étude récente ont démontré la capacité d’un vaccin à base d’un adénovirus 

(Ad β6) exprimant les gènes gag/pol/env du SIVsmE54γ suivi d’un rappel avec la protéine 

recombinante gp140 du SIV, à induire des réponses humorales corrélant avec 50% de protection 

contre l’acquisition du SIVmacβ51 chez les rhésus vaccinés (205). Ce seuil dépasse l’efficacité 

de γ1% de protection observé avec le RV144 chez l’homme et présente des fonctions diverses 

(avec des anticorps associés à la neutralisation du virus, les activités d’ADCC…). 

Nos corrélats de contrôle de la réplication virale sont associés essentiellement d’une part avec les 

cellules T CD4+ et T CD8+ CM et EM dirigés contre Gag et Nef et plus particulièrement contre 

les deux épitopes conservés GW9 (de la p6 Gag 385-394 et RM9 de Nef103-111) ; et d’autre part avec 

l’absence de l’activation des LT CD4+, mais au contraire, l’activation des cellules LT CDκ+. 

L’immunodominance des deux épitopes de Gag et Nef a été précédemment décrite chez les 

macaques cynomolgus et semble être associée à deux CMH-I particuliers communément trouvé 

chez ces animaux (Mafa-A* 25 (ou Mafa-A1*063) et Mafa-A*βλ). L’importance de cette 

réponse dans le contrôle viral est mise en évidence par l’accumulation rapide de mutations au 

niveau des deux épitopes GW9 et RM9 six semaines après infection par le SIV pour échapper au 

contrôle. Ainsi les réponses T spécifiques à ces épitopes décroissent rapidement après 

l’échappement viral (219). Dans notre cas tous nos animaux vaccinés ont développé des réponses 

T immunodominantes et durables contre ces deux épitopes et qui se sont maintenues longtemps 

après l’épreuve virulente avec le SIVmac251. La réponse contre Gag et plus particulièrement 

GW9 a été aussi observée tardivement chez les animaux du groupe contrôle infectés. Il est 

possible que la stratégie d’infection à faibles doses répétées intra-rectales induise un contrôle 

spontané de la réplication virale et par conséquent limite les mécanismes d’échappement viral et 

la perte des réponses spécifiques à l’épitope en question. Ceci peut expliquer le contrôle 

spontané observé chez nos animaux contrôles infectés par des faibles doses intra-rectales ainsi 

que d’autres rapportés dans la littérature indépendamment des CMH-I identifiés chez les 

contrôleurs (186). En effet, dans notre étude deux des animaux contrôles ont développé d’une 

manière spontanée des réponses immunes fortes corrélant avec une baisse importante de leur 

virémie à des seuils indétectables. Cependant, l’augmentation nette et persistante de la réponse 

spécifique contre Nef et RMλ observé chez le groupe des vaccinés n’est pas observée chez le 

groupe des contrôles. Il est intéressant de noter qu’il a été montré chez le modèle cynomolgus 

que la protection contre le virus pathogénique SIVmac239 était particulièrement associée à des 

LT CD8+ spécifiques dirigées contre Nef détectées par ELISPOT IFN- dans les PBMC des 
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animaux infectés (354). Contrairement aux animaux contrôleurs, les animaux progresseurs ne 

possèdent pas ce type de réponses contre Nef dans les semaines tardives post-infection 

similairement à nos animaux contrôles. De même, les résultats d’une étude plus récente 

confirment non seulement l’efficacité des LT CDκ+ contre Nef mais aussi contre le peptide RMλ 

dans le contrôle virale (352). Ces LT CD8+ spécifique du RM9 sont associées à une forte activité 

antivirale avec la sécrétion de cytokines (IFN-, TNF-α) après stimulation antigénique et une 

suppression  supérieure à 33% de la réplication du SIV dans les PBMC de macaques in vitro 

(352). Aussi cette réponse apparait plus efficace à contrôler le SIV chez les cynomologus que 

celles dirigée contre le peptide Gag GW9. Des tests visant à évaluer l’efficacité de ces LT CDκ+ 

spécifiques du RM9 par transfert passif chez les cynomolgus sont envisagés afin d’établir des 

corrélats de protection contre l’acquisition de l’infection (352). Les réponses LT CD8+ 

spécifiques de Nef ont été déjà associés à une suppression de la réplication virale in vitro (380, 

381) ainsi qu’in vivo chez des macaques rhésus vaccinés (382) et chez certains patients infectés 

(109) ; En dehors de l’immunogénicité directe des antigènes de Nef, l’expression de cette 

protéine par le prototype vaccinal associe sa capacité à réguler les réponses protectrices 

spécifiques contre Gag. En effet, la délétion de nef dans le prototype vaccinal  Δ4SHIV-KU2 a 

entrainé une réduction de l’expression des protéines Gag du vecteur, la diminution de formation 

de VLP, ainsi que la réduction du nombre des cellules apoptotiques associées à la présentation de 

l’antigène par le phénomène de la présentation croisée. Ceci a entrainé une diminution 

dramatique de l’immunogénicité du vecteur marquée notamment par une importante chute du 

nombre de cellules T spécifiques pour Gag chez les animaux immunisés (383). De plus, il a été 

montré que la disponibilité des antigènes Gag et leurs présentation par les cellules DC peuvent 

être directement influencées par Nef en impactant directement leur immunogénicité (384). 

Toutefois des contrôles de la réplication virale sont observés chez des individus ainsi que chez 

des macaques infectés par des souches virales naturellement mutées dans nef (163). Les corrélats 

de protection les plus forts semblent être liés à des réponses contre des épitopes conservés de 

Gag (108, 163, 369), (GW9 de SIV Gag chez le modèle cynomologus) et qui sont aussi induites 

par notre vaccin. Dans une étude similaire à la nôtre, les auteurs ont utilisé le génome complet du 

SHIV ou du VIH dans lequel ils ont introduit des mutations dans le gène pol pour inhiber la 

réplication du vecteur vaccinale exprimant la majorité des protéines lentivirales (245). Ces 

vaccins, utilisant la stratégie « DermaVir » dirigeant les réponses antigénique vers les DC, ont 

induit le développement chez les macaques rhésus de réponses T CD4+ et T CD8+ augmentées 
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(385). Cependant, cette stratégie a montré une efficacité réduite à contrôler la réplication de 

l’infection lentivirale chez les macaques infectés traités à la trithérapie antirétrovirale comme 

chez les macaques infectés immunisés avec le DermaVir (386). Cette stratégie a été utilisée chez 

l’homme dans des essais cliniques de phase I/II (318, 370). Les résultats de cette étude ont 

démontré essentiellement la tolérance et l’innocuité de la stratégie utilisée, cependant 

l’immunogénicité et le contrôle viral (0.5 log de réduction) semblent être limités chez les 

personnes infectés par VIH-1 vaccinés par rapport à ceux non vaccinés (370). Les vaccins ADN 

induisent des réponses immunes qui persistent très longtemps après leur disparition et celle des 

antigènes exprimés. En effet, nous avons montré précédemment que l’injection IM de l’ADN 

vaccinal nu chez la souris et chez les macaques induisait des réponses T CD4+ et T CD8+ 

spécifiques des antigènes du vaccin qui ont persisté plus d’une année (284, 360). De même, une 

seule immunisation par injection IM couplée à une injection ID+EP chez nos macaques à induit 

des réponses T CD4+ et T CD8+ spécifiques des antigènes du vaccin et des anticorps anti Gag et 

Env qui ont persisté plus de 80 semaines post immunisation (353). Par ailleurs, il a été montré 

que l’électroporation d’un prototype vaccin ADN exprimant les antigènes Env chez des 

macaques induit des réponses humorales anti-Env qui ont persisté plus d’un an (387). Des 

résultats similaires ont été obtenus chez des macaques immunisés avec un ADN vaccinal 

transfecté in vivo avec Vaxfectin (363). Dans la stratégie DermaVir comme dans la nôtre, 

l’expression de l’ensemble des protéines virales par le génome vaccinant et leur assemblage en 

virions qui ne persistent pas permettent une stimulation antigénique particulière en faveur de la 

mise en place des cellules PHPC (318, 353). Il n’a pas été démontré si d’autres stratégies 

vaccinales inductrices des cellules T mais dont l’expression antigénique est persistante 

permettent la mise en place de ce type de cellules (154, 270). Cependant, il a été suggéré que 

l’expression transitoire de l’antigène permettait une mise en place de réponses T de type CM 

localisées plus dans les tissus lymphoïdes, et que ces réponses possèdent des propriétés 

effectrices immédiates réduites de sorte qu’elles n’ont pas la capacité de contenir rapidement 

l’infection (154). Nos résultats contredisent ces hypothèses puisqu’en l’absence d’anticorps 

neutralisants induits par notre vaccin, l’infection mucosale intra-rectale avec le virus d’épreuve 

SIVmacβ51 a montré une réduction du pic de virémie initial d’au moins 1 log chez tous les 

animaux vaccinés comparé aux animaux contrôles. Il est intéressant de noter que cette réduction 

est similaire à celle observée chez l’animal vacciné et le contrôle qui ont résisté l’infection intra-

rectale et ont été infectés par le voie intraveineuse. Néanmoins, il aurait été intéressant 
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d’examiner la présence et la proportion de cellules T spécifiques des antigènes vaccinaux dans 

les lavages rectaux avant et après l’infection intrarectale des animaux contrôles et vaccinés. 

Aussi la recherche d’anticorps autres que neutralisants tels que les IgA connus pour leur blocage 

des virus de type R5 dans les muqueuses (388, 389). Afin de contourner la limitation du contrôle 

viral dans les muqueuses, des vecteurs réplicatifs persistants ont été développé pour exprimer 

continuellement les antigènes du VIH et générer des cellules TEM localisées à la fois dans les 

tissus lymphoïdes, le sang et les muqueuses, incluant les muqueuses génitales. Ainsi 

l’immunisation de macaques avec des vecteurs à base du CMV simien exprimant les protéines 

Gag, Rev/Tat/Nef, Pol et Env a démontré une efficacité particulière à induire des cellules T 

CD4+ et T CD8+ effectrices mémoires (TEM) localisées dans les organes lymphoïdes (rate, 

ganglions lymphatiques, moelle osseuse et le foie) et dans les tissus (muqueuse rectale, vaginale 

et pulmonaire). Ces réponses ont été rapidement induites et ont persisté plus de trois ans après 

vaccination en absence de rappel (390). De même, ces réponses ont été corrélées avec un 

contrôle précoce ainsi que très tardif de l’infection par le virus d’épreuve (plus de 7κ semaines 

après vaccination initiale). Le contrôle observé est indépendant de la voie d’injection du virus 

d’épreuve et il est associé à une élimination totale du virus chez environs 50% des animaux 

vaccinés (13/24 males éprouvés par voie intra-rectale et 9/16 femelles éprouvées par voie intra-

vaginale avec le SIVmac239 ou même par la voie intraveineuse) (376, 390). Cette protection 

efficace a été associée à une réponse T CD8+ non-conventionnelle reconnaissant des épitopes 

notamment de Gag qui sont distincts des épitopes immunodominants classiques présentés par les 

CMH-I (271). En effet grâce à ce vecteur CMV modifié, les antigènes vaccinaux ont à la fois un 

ciblage particulier vers les DC mais aussi une présentation par les CMH-II (les CMH-I étant 

downregulés par le CMV). Ce type de vaccination a ainsi permis a augmenté significativement 

de spectre de reconnaissance de l’antigène par les LT CDκ+ qui couvre environ 66% de la 

protéine Gag, augmentant ainsi l’efficacité du vaccin à contrôler l’infection (271). Cependant la 

persistance du vecteur et de l’expression antigénique semblent être des éléments clés pour le 

maintien du contrôle viral à long terme et l’élimination de l’infection. Il est toutefois étonnant 

que malgré la persistance d’un niveau élevé d’antigène exprimé par ce vaccin il n’y a pas une 

mise en place de réponses humorales neutralisantes (376). Aussi l’efficacité à protéger seulement 

50% des animaux vaccinés reste incomprise. Ceci est notamment le cas d’un autre prototype 

vaccin utilisé chez les macaques et qui est associé à une protection de 50% des animaux, cette 

fois contre l’acquisition du virus (205). Ce prototype vaccinal est plus efficace que les prototypes 
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testés à l’heure actuelle en phase clinique et dont seul l’essai RV144 a montré une efficacité 

modérée (γ1%) de protection contre l’acquisition du VIH-1 (367). La persistance du vaccin et sa 

dépendance totale pour la protection ainsi que son efficacité limitée à 50% constituent de sérieux 

obstacles éthiques, d’efficacité et de sécurité pour l’utilisation de cette stratégie chez l’homme.  

La stratégie que nous avons développée et évaluée pour la première fois semble être associée à 

de nombreux avantages dont ceux des vaccins ADN et virus atténués sans leurs inconvénients. 

Aussi les résultats de cette étude viennent conforter ces avantages qui sont d’une part 

l’immunogénicité et d’autre part le contrôle de la réplication du virus d’épreuve chez 100% des 

animaux vaccinés. Plusieurs possibilités d’amélioration pour augmenter l’immunogénicité et la 

protection contre l’acquisition du virus peuvent être envisagées.  

 

PERSPECTIVES 
 

Les résultats obtenus au cours de ce travail de thèse confirment ceux générés précédemment par 

l’équipe démontrant l’efficacité des vaccins ADN seuls à induire des réponses immunes 

cellulaires et humorales persistantes ne nécessitant pas de rappels homologues ou hétérologues. 

De plus ils démontrent qu’une expression des antigènes vaccinaux dans une fenêtre de temps 

courte et dans des conditions inflammatoires limitées permet de générer une immunité 

persistante qui favorise le contrôle de la réplication du virus pathogénique. Notre étude pilote 

réalisée sur un nombre limitée d’animaux et dans des conditions non optimisées a néanmoins 

montré l’efficacité de notre prototype vaccinal à induire chez tous les animaux vaccinés des 

réponses protectrices contre la réplication du virus d’épreuve. Ainsi cette étude a démontré pour 

la première fois la capacité d’une dose vaccinale unique d’un lentivecteur ADN à protéger 100% 

des animaux vaccinés contre le virus pathogénique hétérologue SIVmac251. Cette protection est 

associée au développement de cellules PHPC et à l’existence de cellules de type TSCM induites 

par vaccination contre les antigènes du VIH. Ces dernières constitueraient un élément clé dans ce 

type de stratégie vaccinale vu leur capacité à s’auto-reproduire pour persister, se différencier en 

cellules mémoires (CM et EM) et à produire très rapidement des cellules dotées d’activité 

effectrice en absence d’antigène persistant. 
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Une perspective à court terme consiste à mieux caractériser et évaluer les réponses immunes T 

pré et post-infection, sur des échantillons archivés, utilisant des analyses multiparamétriques en 

cytométrie de flux pour la mise en évidence de TSCM spécifiques. La mise en évidence d’un 

enrichissement de ce type cellulaire dans les PBMC, cellules mononuclées des ganglions, de la 

moelle osseuse et de la rate des animaux vaccinés par rapport aux contrôles refléterait leur rôle 

direct dans le contrôle viral observé.  

A moyen et à plus long terme, nous proposons de développer de nouveaux prototypes 

lentivecteurs CAL-SHIV-IN- co-exprimant les interleukines IL-7 et/ou IL-15 (figure 38). Nous 

suggérons que la co-expression des cytokines IL-7 et/ou IL-15 en concomitance avec des 

antigènes vaccinaux dans une fenêtre de temps courte constituera une niche immunologique 

favorable à l’obtention de proportions augmentées des cellules T précurseurs mémoires PHPC et 

TSCM spécifiques des antigènes vaccinaux à la fois à la périphérie et dans les organes 

lymphoïdes. En effet, ces deux cytokines (IL-7 et IL-15) sont bien connues pour améliorer la 

survie des cellules T mémoires, pour leur prolifération et la génération de cellules souches T 

mémoires humaines à partir de précurseurs naïfs (152).   
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Figure 38. Représentation schématique de l’induction des réponses immunes mémoires après immunisation 

avec les lentivecteurs ADN CAL-SHIV-IN- co-exprimant des cytokines homéostatiques. Le vaccin ADN sera 

injecté par voie IM et (ID + électroporation) (1). Au niveau des sites d’injections, la co-expression des antigènes et 

des cytokines IL-7 et/ou IL-15 génèrera un microenvironnement favorable à l’instruction de cellules T mémoires 

spécifiques des antigènes (2). Les cytokines exprimées permettront une circulation de cellules T mémoires des tissus 

lymphoïdes vers la périphérie (3 & 4). (3, a) Les cellules T naïves et précurseurs (dont les TSCM) se diviseront 

activement pour maintenir leur pool et se différencier en cellules TCM, TEM et le TEFF spécifiques de l’antigène (3, b). 

Ces dernières vont migrer à la périphérie et vers les tissus, dont les sites d’injection du vaccin (4). 
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ANNEXE 

Matériel et méthodes : 

 

I- Construction du CAL-SHIV-IN- 

I-1- Constructions utilisées  

 

Les constructions de plasmides étaient déjà disponibles au laboratoire. Ces plasmides sont 

contenus dans des bactéries E.coli K12 (JM 109) conservées et congelées à -80°C. 

Les génomes vaccinants Δ4SHIV-KU2 et CAL-SHIV-IN- dérivent du génome du virus 

pathogénique SHIV-KU2 (figure 39). Le génome du Δ4SHIV-KU2 code pour les protéines Gag, 

Pro (pol)  Vpx et Vpr et Nef du SIVmac239, et Vpu, Tat, Rev et Env du VIH -1. Ce génome 

vaccinal est encadré par la LTR 5’ du SIVmacβγλ et la séquence Poly(A) du virus SV40. Les 

gènes codants la transcriptase inverse, l’intégrase et vif ainsi que la LTR γ’ ont été délétés. Le 

génome du CAL-SHIV-IN-, cloné dans le plasmide pET9 (Novagen, EMD chemicals, San 

Diego, CA), comporte l’ensemble des gènes portés par le virus pathogénique SHIV-KU2 à 

l’exception du gène de l’intégrase. En effets, les séquences codantes de l’intégrase sont délétées 

par double digestion enzymatique avec les enzymes Kpn1 et Acc1 permettant la libération d’un 

fragment de γ14bp à l’extrémité du gène pol. De plus, les LTRs du SIV ont été remplacées par 

celles du lentivirus caprin, CAEV, qui possède un promoteur constitutif indépendant de la 

transactivation par Tat. Notre vecteur CAL-SHIV-IN- exprime donc les gènes gag, pol (Δ int), 

vif, vpx, vpr et nef du SIVmac239 (GenBank # M33262) ainsi que vpu, tat, rev et env du VIH-

1SF2 (GenBank # K02007) sous le contrôle des LTRs du CAEV.  
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Figure 39. Représentation schématique des génomes plasmidiens SHIV-KU2, Δ4SHIV-KU2 et CAL-SHIV-IN-. 
Les génomes Δ4SHIV-KU2 ainsi que le CAL-SHIV-IN- dérivent de celui du SHIV-KU2. Ils expriment les gènes tat, 
rev, env et vpu du VIH-1, et  les gènes gag, pro-pol, nef,  vpr et vpx du SIVmacβγλ. Le plasmide Δ4SHIV-KU2 est 
rendu non infectieux par la délétion de la totalité des séquences rt, int et vif ainsi que la LTR γ’. Cette dernière est 
remplacée par la séquence poly (A) du virus SV40. Le CAL-SHIV-IN- est partiellement délété de l’intégrase du SIV 
et les LTRs 5’ et γ’ du SIV ont été remplacées par celles du lentivirus caprin CAEV. 

 

I-2- Cultures bactériennes et purification de l’ADN plasmidique par mini, maxi et giga 

préparation 

 

Un volume de 10 µL de bactéries E.coli K12 (JM109) contenant le plasmide est prélevé du stock 

puis dilué à raison de 1/106 dans du milieu de culture LB. Ensuite 10 µl et 100 µL de la dilution 

sont étalés sur des boites de pétris contenant de l’agar/LB/Kanamycine (dilués à 1/1000 à partir 

d’une solution stock 500 ng/ mL) et incubés à γβ°C durant la nuit. Après 16-22 h, des colonies 

isolées développées sur les boites de pétris sont ensemencées dans 5 mL de milieu liquide 

LB/kanamycine et la culture est agitée à 150-200 rpm à 32°C durant la nuit. Une fraction (1,5 

mL) de la préculture est utilisée pour une extraction rapide de l’ADN à l’aide du kit Miniprep de 

Macherey-Nagel NucleoSpin Plasmid Easy Pure (réf. 740727.250), selon le protocole 

recommandé, puis l’ADN extrait est séparé sur gel d’agarose à 1% pour vérifier sa qualité. Les 
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bactéries correspondant à l’ADN jugé satisfaisant sont utilisées pour ensemencer des cultures de 

deux litres qui sont cultivées dans les mêmes conditions puis l’ADN est isolé par Maxiprep en 

utilisant le kit NucleoBond® Xtra Maxi EF (réf. 740424.50) de Macherey-Nagel. Pour la 

vaccination des animaux, 1 L de préculture exprimant le vecteur vaccinal a été incubé dans un 

volume final de 30 L de milieu LB enrichi en glucose dans un fermenteur stabilisé à 30°C en 

collaboration avec l’Institut de Biologie Structurale de Grenoble. Seize heures après 

ensemencement, les bactéries sont culotées par centrifugation et maintenue à -β0°C. L’ADN 

vaccinal est ensuite purifié en masse en respectant les instructions du kit EndoFree Plasmid Giga 

Kit (numéro de catalogue : 12391) de Qiagen (Qiagen, Courtaboeuf, France). 

 

I-2-a- Protocol miniprep 

 

Les précultures de 1,5 mL sont d’abord transférées dans des tubes Eppendorf puis centrifugés 

une minute à 11000 g. Ensuite, le surnageant est jeté puis le culot bactérien est resuspendu dans 

200 µL de tampon A1 contenant la RNase. Un volume de 250 µl de tampon de lyse A2 est ajouté 

aux tubes qui seront agités par retournement pendant 5 min. Puis 250 µl du tampon de 

neutralisation A3 sont ajoutés pour arrêter la lyse avant que les échantillons soient centrifugés 10 

min à 11000 g. Le surnageant est récupéré puis déposé sur une colonne de purification puis une 

centrifugation est faite à 11000 g pendant 3 min. Deux lavages successifs sont ensuite effectués 

avec 450 µL de tampon AQ constitué d’éthanol 70% pour laver l’ADN retenu par la colonne, 

une dernière centrifugation à 11000 g pendant γ min est faite pour éliminer totalement l’éthanol. 

L’ADN est finalement élué dans 50 µl de tampon d’élution AE et récupéré dans des tubes 

propres après une centrifugation de 3 min à 16000g. 

 

I-2-b- Protocol Maxiprep 

 

1L de culture bactérienne est centrifugé à 6000g, 4°C, pendant 15 min ; le surnageant est jeté 

puis le culot est resuspendu dans 12 mL de tampon RES-EF. 12 mL du tampon de lyse LYS-EF 

est ajouté au mélange et les tubes sont agités par retournement pendant 5 min, ensuite un volume 
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équivalent de tampon de neutralisation refroidit dans la glace est ajouté aux tubes qui sont 

ensuite incubés 5 min dans la glace puis centrifugés pendant 10 min à 15000g. En parallèle les 

colonnes d’extraction sont équilibrées avec 35 mL de tampon EQU-EF avant que le surnageant y 

soit déposé. Des lavages successifs sont ensuite réalisés avec 10 mL de tampon FIL-EF, 90 mL 

ENDO-EF et 45 mL WASH-EF. L’ADN est ensuite élué dans 15 mL du tampon d’élution ELU-

EF puis précipité en ajoutant 10,5 mL d’isopropanol. Les tubes sont centrifugés pendant γ0 min 

à 16000g puis le surnageant est jeté et le culot d’ADN est de nouveau lavé dans 5 mL d’éthanol 

et séché avant d’être finalement resuspendu dans 500 µl de H2O-EF. 

I-2-c Protocol Gigaprep 

 

Les culots obtenus à partir de 30 L de bactéries exprimant le CAL-SHIV-IN- sont gardés à - 

β0°C et décongelés juste avant l’extraction. γ0 L de LB sont ensemencés à partir du culot 

provenant de 2,5 L de bactéries. A la fin de la culture, le culot est respectivement suspendu dans 

125 mL de tampon P1 contenant la RNAse et du « lysis blue » et 125 mL de tampon de lyse P2. 

Ensuite, les récipients sont agités par retournement 4-5 fois puis laissés 5 min à température 

ambiante. A l’issu de cette étape, le milieu devient bleu. Puis 125 mL de tampon de 

neutralisation P3 sont ajoutés et agités 4-5 fois par retournement. Une centrifugation non 

recommandée par le kit est effectuée à 5500 g pendant 15 min avant que le surnageant soit versé 

dans les filtres Qiagen et récupéré sous pression dans des bouteilles de 500 mL. Le filtre est lavé 

avec 50 mL de FWB2 puis 30 mL de tampon ER sont ajoutés avant que le mélange soit incubé 

γ0 min dans la glace. Pendant ce temps les colonnes d’extraction sont équilibrées avec 75 mL de 

QBT. Subséquemment, le filtrat est versé dans les colonnes et laissé à décanter, puis un lavage 

avec 600 mL de tampon QC est effectué. Enfin l’ADN est élué à partir des colonnes dans 100 

mL de tampon QN puis 70 mL d’isopropanol sont ajoutés pour précipiter l’ADN. Après 

centrifugation à 16000 g pendant γ0 min, le culot d’ADN est relavé dans κ mL d’endotoxine free 

70% éthanol avant d’être séché puis resuspendu dans du tampon TE. 

 

I- 3- Analyse qualitative et quantitative de l’ADN plasmidique 
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La concentration de la solution d’ADN est déterminée par spectrophotométrie à une longueur 

d’onde ( ) de β60 nm puis la qualité du plasmide est vérifiée par migration sur gel d’agarose 1%. 

La taille et l’intégrité du plasmide sont vérifiées sur gel d’agarose après digestion enzymatique. 

En effet, une fraction de 0,5 µg de l’ADN vaccinal CAL-SHIV-IN- est soumise à une digestion 

avec 4-5 unités d’enzymes d’EcoR1, de BamH1, de Xmn1 ou de Sph1 pendant 60 minutes à 

37°C dans du tampon 1x approprié pour chaque enzyme dans un volume final de 20 µL. Le 

profil de la digestion est vérifié par migration sur gel d’agarose 1% et révélation par marquage au 

bromure d’éthidium (BET) et exposition aux UV. 

 

II-Cultures cellulaires 

 

II-1- Les peptides du SHIV 

 

Les peptides antigéniques ont été obtenus du National Institutes of Health (NIH). Il s’agit de 

peptides lyophilisés de 15 acides aminés (a.a) présentant des régions chevauchantes de 11 a.a qui 

couvrent l’ensemble de chacune des protéines Gag et Nef du SIV ainsi que Env, Tat et Rev du 

VIH-1 clade B (catalogue nos. 6204, 6443,6451, 5138 and 6445 respectivement). Les peptides 

individuels SIV Gag GW9 (GPRKPIKCW) et SIV Nef RM9 (RPKVPLRTM) sont fournis par le 

Dr. Roger Le Grand (Service d’Immuno-Virologie, CEA, Fontenay-aux-Roses, France) et par le 

Dr. Francois Villinger (Yerkes Division of Pathology, Yerkes National Primate Research Center, 

Atlanta, USA). 

 

II- 2- Lignées cellulaires 

  

Les lignées cellulaires HEK-293 (catalogue no.103) issues des cellules épithéliales de rein des 

cellules embryonnaires humaines, des lignées lymphocytaires humaines CEM-x-174 (catalogue 

no.103), M8166 (catalogue no.11395) ainsi que les cellules fibroblastiques TZM-bl (catalogue 

no. 8129) sont toutes obtenues du NIH (AIDS Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, 

NIH). 
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Les cultures cellulaires sont maintenues à 37°C dans une atmosphère humide contenant 5% de 

CO2 dans les conditions recommandés par le NIH. Les milieux de culture appropriés, du DMEM 

pour les HEK 239 et les TZM-Bl et du RMPI pour les lignées lymphocytaires, sont supplémentés 

avec 10% de SVF décomplémenté et de la pénicilline, 0,05 U/mL et streptomycine 0,05 g/mL 

final.  

 

II-3- Transfection des cellules HEK 293 par ExGen500 

 

ExGenTM 500 (Euromedex, Souffelweyersheim, France) est un polymère cationique à base de 

polyéthylènimine (PEI) qui forme avec l'ADN des complexes chargés positivement qui 

interagissent avec la membrane cellulaire anionique pour entrer dans la cellule par endocytose. 

Une quantité de 5 µg d’ADN a été diluée dans 350 µL de solution de NaCl 150 mM, vortexée 

brièvement, puis 16,5 µL de ExGen500 ont été rajoutés et mixé ; le mélange a été ensuite incubé 

γ0 min à température ambiante avant d’être déposé sur les monocouches de cellules adhérentes 

HEK 293, entre 50% à 80% de confluence, ensemencées auparavant dans des plaques 6 puits. 

Après une nuit d’incubation, les cellules sont lavées avec du PBS-1x, puis 1-1,5 mL de milieu 

frais est ajouté. Dans chacune de ces expériences, des cellules non-transfectées sont gardées 

comme contrôles négatifs, alors que d’autres cellules transfectées par un plasmide exprimant la 

GFP (le pCG-GFP) constituent des contrôles positifs permettant d’estimer l’efficacité de 

transfection après observation au microscope à épifluorescence.  

 

III- Etude de la fonction in vitro du lentivecteur CAL-SHIV-IN- / production des protéines 

virales et assemblage des particules. 

 

III-1- Radio-immunoprécipitation 

 

Nous avons utilisé ce test pour évaluer la capacité de nos lentivecteurs ADN à exprimer les 

protéines du SHIV après transfection des cellules HEK 293 et de détecter la sécrétion des 

protéines matures dans le surnageant de transfection. Pour se faire, trois étapes expérimentales 
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ont été élaborées : la première consiste à marquer les protéines synthétisées par des a.a 

radioactifs, la deuxième consiste à immunoprécipiter ces protéines à partir du surnageant et du 

lysat cellulaire et enfin faire migrer ces dernières sur un gel dénaturant avant d’effectuer des 

autoradiographies et analyser le profil protéique. 

En effet, 48 h post-transfection, les cellules HEK 293 transfectées sont lavées 2 fois avec du 

milieu DMEM sans FBS, puis sont incubées dans un milieu minimum dépourvu de sérum, de 

méthionine et de cystéine durant 1 h. Le milieu de culture est ensuite supplémenté avec un 

mélange de méthionine et cystéine marquées au S35 (Amersham Biosciences) à une concentration 

finale de 100 µCi/mL. Cela permet aux protéines virales néo-synthétisées d’incorporer ces acides 

aminés radioactifs. 

Après 24 h, les surnageants de transfection contenant les particules virales et les protéines 

matures secrétées sont prélevées puis clarifiées par centrifugation à 3000 rpm pendant 10 min. 

Ultérieurement, 300 µL de chacun des surnageants sont traités avec 800 µL du tampon de lyse 

RIPA 1x. Le tampon RIPA 1x est constitué de 150 mM de NaCl, 10 mM de Tris-HCL, 600 mM 

de KCL, 0,5 mM de MgCl2 et 2% de Triton X100. Des anti-protéases (2,5 µg/mL d’aprotinine et 

100 µg/ml de PMSF) sont ajoutés au tampon de RIPA juste avant traitement des échantillons. 

Les cellules transfectées sont à leur tour lavées deux fois avec du PBS 1x puis lysées avec le 

même tampon RIPA 1x.  

Les cellules ainsi que les particules virales lysées sont ensuite incubées 2 h dans la glace. La 

fraction cytosolique est récupérée suite à une centrifugation des lysats cellulaires pendant 15 min 

à 12000 rpm. Puis, les lysats de particules virales ainsi que la fraction cytosolique sont incubés à 

Température ambiante sous agitation en présence d’un sérum polyclonal hyper-immun de 

macaques infectés et de billes d’A-sépharose (CL4B pharmacia). L’ensemble est ensuite lavé 5 

fois avec du tampon RIPA 1x avec des centrifugations de 15 sec à 8000 rpm. Un dernier lavage 

est effectué en utilisant une solution tamponnée de 50 mM tris-HCL pH 8,0 et 0,5 M NaCl. 

Enfin, le complexe formé à partir de billes couplées au A-sépharose, liées aux anticorps sériques 

et aux protéines virales attachées, sont culotées par centrifugation, puis resuspendues dans du 

tampon de charge (62,5 mM de Tris-HCL pH 6,κ, β,γ% de SDS, 10% de glycerol, 5% de β-

mércaptoéthanol, 0.1% de bleu de bromophénol). 
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Les protéines virales précipitées sont enfin déposées sur un gel de polyacrylamide à 10% en 

présence de dénaturant (SDS-PAGE) puis séparées selon leur taille par électrophorèse. A l’issu 

de l’électrophorèse, les protéines sont fixées par un mélange d’acide acétique et du méthanol 

(ratio 10μγ0). L’émission des produits radioactifs est activée par incubation 30 min dans le 

produit Amplify (catalogue no. NAMP100; Amersham Biosciences). Les gels sont ensuite 

transférés sur papier Whatman 3MM séchés à 70°C. Des films x-ray sont ensuite exposés aux 

gels séchés, incubés à 80°C puis développés dans un révélateur de films automatisé. Les 

autoradiographies sont ensuite analysées pour vérifier la présence des différentes bandes de 

protéines virales. 

 

III-2- Microscopie électronique 

 

Les cellules HEK-293-T transfectées avec les plasmides CAL-SHIV-IN-, SHIV-KU2 et Δ4SHIV-

KU2, à 48h post-transfection, sont fixées dans une solution de glutaraldéhyde 2,5% diluée dans un 

tampon cacodylate (0,1 M de cacodylate de sodium) pendant 1 h. Les échantillons sont ensuite 

lavés trois fois avec du tampon cacodylate, puis post-fixés pendant 1 h à 4°C dans du tampon 

cacodylate 1% OsO4, pH 7,4 et colorés pendant la nuit à 4° C à l’obscurité dans de l’acétate 

d’uranyle β%, pH 4. Les échantillons sont ensuite déshydratés par passages successifs de 10 min 

dans des bains d’éthanol en concentrations croissantes de γ0%, 60%, λ0% et 100%. Ensuite ils 

sont immergés pendant β h dans un mélange 50/50 d’éthanol pur et en résine Epoxy (κ ml de 

DDSA, 7 ml de MNA, de 1γ ml d’Epoxy). Les échantillons sont placés β h dans de la résine 

Epoxy pure avant d’être inclus dans des capsules Beem et mis à polymériser pendant 4κ h à 

60°C.  

Des coupes ultrafines sont effectuées par un couteau en diamant à l’aide d’un ultramicrotome. 

Ces coupes de 70 nm d’épaisseur sont déposées sur des grilles en cuivre pour être observées sous 

une tension de κ0kV à l’aide d’un microscope électronique à transmission J.E.O.L. 1β00 EX (κ0 

kev). 
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III-3- Coculture des cellules HEK 293 transfectées et des cellules des lignées lymphocytaires 

M8166 et CEM-x-174 

 

Le surnageant de cellules HEK-293-T ensemencées dans des plaques 6 puits est récolté (jour 0), 

puis les cellules sont respectivement transfectées avec les plasmides CAL-SHIV-IN- et SHIV-

KU2 selon le protocole précédemment décrit dans la partie (II-3). Le lendemain, le milieu de 

culture est changé puis remplacé avec 1 mL de milieu frais. Ensuite, les surnageants de 

transfection contenant les particules virales ainsi que ceux des cellules contrôles non-transfectées 

sont récoltés à 24 h (jour 1), puis 106 cellules CEM-x-174 sont co-cultivées dans chacun des puits 

avec les monocouches de HEK 293. Puis chaque jour les surnageants sont récoltés, centrifugés 

rapidement pour précipiter les cellules CEM en suspension puis stockés à -80°C. Les cellules 

CEM sont ensuite resuspendues dans 500 µl de RPMI 10% SVF et ajoutées dans leurs puits 

d’origine avec les HEK βλγ supplémentées par 500 µl de DMEM 10% SVF. Les surnageants 

sont ainsi collectés pendant 9 jours consécutifs post transfection. Les échantillons sont utilisés 

pour déterminer la cinétique de production de SIV Gag p27 par test ELISA. 

 

III-4- Quantification de la protéine p27 par test ELISA 

 

Les surnageants ont été collectés respectivement à partir des cultures de cellules HEK 293 

transfectées, de cellules HEK 293 transfectées et co-cultivées avec les cellules CEM-X-174 ou à 

partir des cellules M8166 ou CEM-X-174 infectées. Les échantillons ont été dilués au 10éme ou 

au 100éme  avant être évalués par test ELISA pour détecter la quantité de protéine p27 secrétée 

dans le milieu de culture après transfection ou infection par nos vecteurs ADN. Pour se faire, 

nous avons utilisé le kit commercial d’ELISA pβ7 (XpressBio life science, Maryland, USA) en 

respectant les instructions du kit. Des dilutions en série sont préparées à partir de la protéine p27 

fournie avec le kit pour pouvoir tracer une courbe étalon déterminant un rapport entre la 

concentration de la protéine et la DO (densité optique) obtenue. Un volume de 20 µL de tampon 

de lyse est distribué dans chacun des 96 puits d’une plaque prétraitée avec un anticorps souris 

anti-p27. Ensuite 200 µL de chaque échantillon sont distribués en triplicats puis la plaque est 

incubée pendant 1 h à 37°C. Cette dernière est vidée par retournement et lavée 6 fois avec 350 
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µL du tampon de lavage Tris PBS 0,5%Tween β0. Puis 100 µL d’anticorps de détection anti-p27 

couplée à la biotine sont ajoutés dans chaque puit et le mélange est incubé 1 h à 37°C. La même 

étape de lavage est à nouveau réalisée puis 100 µl de streptavidine conjuguée à l’HRP sont 

ajoutés à chaque puit et les plaques sont maintenues 30 min à température ambiante. Une étape 

de lavage est ensuite rapidement suivie de l’ajout du substrat tetraméthylbenzidine dans chaque 

puit. Ensuite, la plaque est alors incubée à température ambiante pendant 30 min en absence de 

lumière. La réaction est enfin arrêtée en ajoutant 100 µL de 1N H2SO4 dans tous les puits 

incluant le tube contrôle (le blanc). Les DO sont déterminées rapidement à la longueur d’onde de 

450 nm. Une droite est générée grâce à une gamme étalon fournie avec le kit puis les 

concentrations de p27 dans nos échantillons sont déterminées et exprimées en ng/mL. Ce test a 

été utilisé pour déterminer la cinétique de production de p27 à partir des cellules transfectées. 

 

IV-Test du pouvoir infectieux et de persistance in vitro 

IV-1- Préparation des stocks viraux 

 

Les surnageants des cellules HEK 293 transfectées avec le SHIV-KU2, le Δ4SHIV-KU2 et le 

CAL-SHIV-IN- sont récupérés après 24, 46 et 72 h post-transfection. Ces surnageants, contenant 

les particules virales, sont ensuite filtrés sur des filtres 0,22 µm et stockés à -80°C. 

 

IV-2- Titration des stocks viraux 

 

La titration des stocks viraux du VIH et SIV est souvent effectuée grâce à un test ELISA 

quantitatif déterminant la concentration des protéines de la capside, respectivement p24 et p27, 

relarguées dans le surnageant des cellules (transfectées ou infectées) productrices de particules 

virales in vitro. Bien que la concentration de ces protéines permette d'estimer la concentration 

des stocks viraux, cela ne fournit aucune information sur le nombre de particules infectieuses. En 

effet, des études ont montré que le rapport entre les particules virales infectieuses et défectueuses 

varie entre les différentes souches de virus et de cellules hôtes par des ratios de 1:1 à 1:100. De 
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ce fait, pour mieux évaluer les titres viraux infectieux d’autres techniques telles que la dilution 

limite des surnageants viraux ont été établies (391).  

 

IV-2-a- Titration des stocks viraux en dosant la p27 par test ELISA quantitative 

 

Les stocks viraux du Δ4SHIV-KU2 et du CAL-SHIV-IN- sont dilués au 1/10ème alors que celui du 

SHIV-KU2 est dilué au 1/100ème en vue de quantification de la p27 par test ELISA. Ce test nous a 

permis de standardiser l’inoculum des particules virales utilisées dans les expériences 

d’infection. 

 

IV-2-b- Titration des stocks viraux par technique de dilution limite et détermination de la 

TCID50 

  

Pour déterminer la dose infectieuse de 50% de tissus en culture (TCID50), 100 µL de nos stocks 

viraux décongelés sont dilués successivement au 1/10éme par ajout de 900 µL du milieu de 

culture. Ainsi une gamme de dilution de 10-1 à 10-8 est obtenue. Un volume de 100 µL de 

chacune des dilutions sont utilisés pour inoculer des quadriplaques de 3,5x10⁵ cellules M8166 ou 

CEM-X-174 préalablement reparties dans des puits d’une plaque (24 puits) en présence de 500 

µL de milieu RPMI-10% SVF. Les cellules ainsi inoculées sont maintenues à 37°C - 5% CO₂ et 

observées régulièrement pour le développement d’effets cytopathiques (ECP). Les ECP dans le 

contrôle SHIV-KU2 sont clairement observables et largement diffusés dans le puits entre les jours 

4 à 7 post-infection selon les lignées de cellules T utilisées. Le TCID50 correspond à la dilution 

permettant d’observer ces ECP dans la moitié des puits infectés (β/4). 

Le stock de SHIV-KU2 a été titré à 106 TCID50/mL  correspondant à 28 ng/mL de p27. 

 

IV-3- Évaluation du pouvoir réplicatif du CAL-SHIV-IN- par infection séquentielle des 

lignées lymphocytaires M8166 et CEM-x-174 

  



  

171 
 

Une fraction du surnageant de HEK 293 transfectées (100 µL) contenant les particules virales est 

utilisée pour inoculer des cellules cibles M8166 et CEM-x-174 afin d’évaluer son pouvoir viral 

infectieux par développement d’ECP (figure 40). En effet, 2x106 cellules LT CD4+, M8166 et 

CEM-x-174 sont distribuées dans des boites de pétri dans un volume final de  4 mL de RPMI, 

10% SVF et 1% de pénicilline et du stréptavidine. Des triplicats sont respectivement infectés par 

les virus CAL-SHIV-IN– et SHIV-KU2 à une MOI (moiety of infection) de 0.2. Des triplicats 

utilisés comme contrôles négatifs ont été inoculés avec 100 µL de surnageant de HEK 293 non-

transfectées. Quatre jours après infection, des EPC ont été clairement observables et diffusés 

dans les boites infectées par le SHIV-KU2. Á ce stade, les cellules de chaque boite sont récoltées, 

lavées deux fois avec du PBS puis resuspendues dans 4 mL de milieu frais transvasés dans un 

nouveau puit pour une nouvelle incubation de trois jours. Trois jours après (donc 7éme jour post-

infection) qui correspond à la fin du premier cycle, les échantillons sont centrifugés, les cellules 

sont aliquotées. Quant aux surnageants, ils ont été récoltés, filtrés avec des filtres 0.22 µm puis 

une partie a été stockée à -80°C afin de déterminer la quantité de p27 relarguée, grâce au test 

ELISA et l’autre partie de surnageant a été utilisée pour infecter de nouvelles cellules et 

démarrer un nouveau cycle. Ce protocole a été répété pendant quatre cycles successifs. Les 

cellules précipitées sont lavées deux fois avec du PBS 1x avant d’être congelées à -80°C en culot 

sec jusqu’à leur lyse et extraction de l’ADN. 
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Figure 40. Evaluation du pouvoir réplicatif du CAL-SHIV-IN-. Des cellules T de la lignée CEM-X-174 
permissive à l’infection lentivirale, ont été inoculés par des surnageant provenant respectivement de cellules HEK 
293 transfectées par le plasmide CAL-SHIV-IN- ou par le SHIV-KU2. Les signes d’infection sont détectés au bout 
de quatre jours dans les cellules infectés par le SHIV. A ce moment, les cellules sont lavées puis incubées pendant 
trois jours additionnelles dans du milieu frais. Au 7éme jour les surnagent cellulaire sont récoltés et une fraction est 
utilisé pour inoculé de nouvelles cellules permissives ; démarrant ainsi un deuxième cycle de réplication. Comme 
prévue les échantillons de CAL-SHIV-IN- n’ont effectué qu’un seul cycle de réplication à la suite  duquel aucun 
effet cytopathique n’a pu être décelé. A l’inverse les cellules inoculées successivement par le SHIV ont toujours 
montré des signes d’infection continus, preuve d’une transmission du virus. 

 

IV-4- Test de persistance in vitro de l’ADN vaccinal 

 

IV-4-a- PCR nichée pour la détection de l’ADN viral. 

 

Pour évaluer le pouvoir réplicatif et la persistance du CAL-SHIV-IN-, trois passages successifs 

du virus ont été réalisés en infectant des cellules permissives CEM-x-174 avec une MOI de 0,1 et 

Cycle 1

Cycle 3

Cycle 2

Cycle 4

CAL-SHIV-IN– SHIV-KU2



  

173 
 

en utilisant le SHIV-KU2 comme contrôle positif et des cellules non infectées comme contrôle 

négatif. L’ADN cellulaire a été extrait à partir des cellules CEM-x-174 (2x106 cellules) en 

respectant les instructions du kit NucleoSpin Blood Quickpure (Macherey-Nagel ; Hoerdt ; 

France). 

L’ADN viral est recherché par PCR nichée dans une fraction d’ADN extrait. Pour cela, le gène 

gag du SIV est amplifié pendant une première PCR en utilisant les amorces YCN 5 et YCN 9, où 

des amorces HHK-β-1 et HHK-β-2 ont été utilisées  simultanément pour amplifier le gène de la 

β-actine comme contrôle positif interne (tableau 2). Puis une deuxième PCR a été réalisée sur 

l’amplicon généré par la première en amplifiant le gène gag avec les amorces internes YCN6 et 

YCN8, et le gène β-actine avec les amorces internes HHK-β-3 et HHK-β-4. Les couples 

d’amorce du gène gag  du SIV génèrent respectivement des produits PCR de 612 paires de bases 

(pb) (PCR1) et 418 pb (PCR2) tandis que les produits PCR attendus à partir du gène de β-Actine 

sont respectivement de 436 bp (PCR1) et 246 pb (PCR2). Les amorces ont été utilisées à une 

concentration finale de 0,4 µM. La 1ère réaction a été conduite dans un volume total de 50µL : 

10µL d’ADN (contenant 0,5µg d’ADN) ont été ajoutés à un « mix » de 40µL contenant 5µL de 

MgCl2, 5µL de tampon B 10x [0,8M Tris-HCl, 0,2M(NH4)2SO4, 0,2% w/v Tween-20], 1µL de 

dNTP [25mM de chaque oligonucléotide triphosphate], 0,5 µL de chaque amorce actine [20 

µM], 1µL de chaque amorce gag SIV [20 µM], 2µL de TAQ Pol DNA Polymerase (Euromedex 

5U/µl) et β4µL d’H2O.  La 2ème PCR nichée est effectuée en présence de 2µL du produit de la 

PCR 1 et 48µL de « mix2 » comme pour la 1ère PCR à la différence des amorces qui ont été 

substituées par les amorces internes. Les 2 PCR ont été réalisées  en suivant le programme 

suivant : 94°C pendant 5 min; 94°C pendant 30 sec, 62°C pendant 30 sec, 68°C pendant 1 min. 

Le tout a été réalisé pendant 35 cycles et une incubation  finale à 68°C - 10 min.  Les produits 

PCR ont été analysés sous UV sur un gel d’agarose 1,κ% après marquage au bromure 

d’éthidium. 

 Nom de 

l’amorce 
Séquence  

PCR1 

YCN 5 5’-GAGTGGGAGATGGGCGTGAG-γ’ sens 

YCN 9 5‘CTGCATAGCCGCTTGATGGTCTC-γ’ antisens 

HHK-β-1 5’-TCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCAG- sens 
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Tableau 2. Amorces utilisées en PCR. Les amorces YCN 5 et YCN 9 ont été utilisées dans la première PCR et 
YCN 6 et YCN8 dans la 2ème PCR pour la détection du gène gag du SIV. Les amorces actines ont servi de contrôles 

internes de la PCR.  

 

IV-4-b Test d’hybridation (Southern blot) 

 

L’ADN amplifié par PCR est vérifié sur gel d’agarose 1.κ% et transféré sur une membrane en 

nylon (Roti-nylon 0.2) (roth-sochiel, lauterbourg, France). 

L’ADN est d’abord dénaturé après γ0min d’incubation dans une solution de 1.5M NaCl et 0.5M 

NaOH. Le tampon de dénaturation est neutralisé par 30 min d’incubation dans une solution de 

1.5M Nacl 0.5M, d’une base Trizma, PH 7.5 ; le gel est ensuite rincé pendant 10 min, dans une 

solution SSC 3x (0.3M tris-sodium, 3M Nacl, PH 7-κ). Ensuite, l’ADN est transféré sur une 

membrane en nylon après incubation pendant une nuit du gel entre deux membranes de nylon. 

L’ADN a été fixé sur la membrane après exposition aux rayons UV pendant 15 min. 

En parallèle, 50 ng d’ADN plasmidique contenant le gène SIV gag, ont été utilisés comme 

matrice et amplifié par PCR en utilisant le kit TAQ DNA Polymerase (Euromedex, 

Souffelweyersheim, France). Le même protocole que pour la section (IV-4-a) a été appliqué mais 

sans l’utilisation des amorces β-actine. Le produit PCR a été purifié en utilisant le Kit 

Nucleospin gel and PCR clean up (Machery-nagel, Hoerdt, France). L’ADN purifié a ensuite été 

utilisé pour générer des sondes marquées spécifiques de gag de SIV en synthétisant par « random 

priming » et en présence de dUTP-DIG des ADN complémentaires de ce produit PCR en 

respectant les instructions du kit (DIG High prime DNA labelling and detection Starter Kit I) 

(Roche, Meylan, France). 

γ’ 

HHK-β-2 5’-CCAGGGGAAGGCTGGAAGAGTGCC-γ’ antisens 

PCR2 

YCN 6 5’-AGTATGGGCAGCAAATGAAT-γ’ sens 

YCN 8 5’-CCTGGCACTACTTCTGCTCC-γ’ antisens 

HHK-β-3 5’-TGGACCTGGCTGGCCGGGACCTG-γ’ sens 

HHK-β-4 5’-GCCTCAGGGCAGCGGAACCGCTCA-γ’ antisens 
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Après transfert, les membranes ont été hybridées avec les sondes SIV-gag pendant 6h à 42°C, 

puis elles ont été lavées 2 fois pendant 5 min avec une solution de 2X SSC + 0.1% SDS puis 2 

fois pendant 10 min avec une solution de 0.1X SSC + 0.1% SDS. La révélation est effectuée en 

ajoutant un anticorps anti-digoxigénine conjugué à la phosphatase-alcaline et le substrat 

NBT/BCIP donnant un produit bleu comme indiqué par les instructions du kit (DIG High prime 

DNA labelling and detection Starter Kit I) (Roche, Meylan, France). 

 

V-Immunisation des modèles animaux de vaccination (souris et macaques) 

 

V-1- Modèle murin 

 

Les souris BALB/c ainsi que les souris NOD.Cg-PrkdcSCID ββm Tm1 Unc/J ( NOD/SCID/ ββ ) 

(Sexe : mâle et femelle – âge : 4-8 semaines – poids : 20-25 g) sont des lignées achetées 

d’organismes d’expérimentation animale agréés puis produites et entretenues par la plateforme 

PHTA (Université Joseph Fourier de Grenoble). Les animaux sont placés dans des cages à 

couvercle filtrant et ventilées en surpression. De l’eau filtrée et des aliments autoclavés irradiés 

leur étaient fournis à volonté. Lors du sevrage (3 semaines), les souris sont transférées dans un 

isolateur d’expérimentation. 

 

V-1-a. Humanisation des souris NOD/SCID/ β 

 

Les souris NOD/SCID/ββ âgées de 6 semaines sont d’abord irradiées avec une dose faible non 

létale de 120 – 1κ0 Centigray (en fonction de l’âge) pendant 50 sec au Centre de Recherche du 

Service de Santé des Armées, à la Tronche. Les souris sont transportées dans des cages dédiées 

stériles avec couvercle filtrant jusqu’à l’irradiateur puis vers leurs cages initiales dans l’isolateur 

d’expérimentation. 
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Deux jours après l’irradiation qui permet de détruire les cellules immunitaires résiduelles de 

l’hôte, chaque souris est humanisée par injection intra-péritonéale (IP) de 50x106 PBMC 

fraichement purifiées et diluées dans 100 µL de PBS1x. 

 

V-1-b- Immunisation des souris par les vecteurs lentiviraux 

 

Après 48-72h post-humanisation les souris hu-NOD/SCID/ββ sont injectées par voie 

intramusculaire (IM) avec 50 µg d’ADN du CAL-SHIV-IN-, SHIV-KU2 ou Δ4SHIV-KU2. Les 

souris BALB/c âgées de 6-8 semaines sont directement immunisées par injection IM avec 100 

µg de chacun des ADNs. 

 

V-1-c- Purification des splénocytes de souris 

 

Les souris sont profondément anesthésiées à l’aide d’un anesthésique gazeux, l’Isoflurane. Après 

incision de la cavité abdominale, les rates des souris sont isolées de façon aseptique et 

directement transférées dans du milieu RPMI dans la glace. Les rates sont ensuite entreposées 

stérilement entre lame et lamelle, puis dilacérées. Les splénocytes sont recueillis dans du milieu 

RPMI 10% FBS, lavés puis traités avec une solution de lyse (BD Biosciences) pour éliminer les 

globules rouges. Les cellules sont comptées sur une lame de Malassez après coloration au bleu 

Trypan. Une fraction des splénocytes de chaque souris a été utilisée pour le test ELISPOT, alors 

qu’une autre fraction a été utilisée pour des tests de marquage membranaire et intracellulaire puis 

analysée par cytométrie en flux. 

 

V-1-d. Purification du sérum de souris 

 

Un prélèvement intracardiaque de sang total d’environ 1 mL a été effectué chez les souris 

BALB/c et NOD/SCID/2 utilisées. Le sang est laissé à coaguler dans des tubes secs pendant 
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environ 30 min à T° ambiante ; un caillot se forme et une légère centrifugation permet d’isoler le 

sérum dans la fraction du haut. 

 

V-2- Modèle primate non-humain 

 

Douze macaques cynomologus (Macaca fascicularis) mâles âgés entre 3-5 ans ont été utilisés. 

Les animaux nés dans l’élevage à l’Ile Maurice, sont achetés à la sociéte Bioprim, SA (Toulouse, 

France), puis logés par la société Cynbiose - Lyonbiopole (Lyon, France), spécialisée dans les 

essais pré-cliniques chez les primates non-humains. 

À la réception, un suivi sanitaire et des examens complets des animaux ont étés réalisés, par un 

vétérinaire spécialisé, sous sédation à la kétamine (Injection intraveineuse de 10 mg/kg). Les 

tests incluent un examen des régions abdominales ainsi qu’une évaluation des téguments, des 

systèmes respiratoires et cardiovasculaires.  

Les animaux sont logés dans des enclos en groupes de trois, sauf pendant le traitement et 

l'examen clinique. Les conditions de température et d’éclairage des chambres dans lesquels les 

animaux sont logés sont bien contrôlées (plus de 10 changements d'air par heure, 22°C +/_ 3°C, 

1β h de photopériode clair et 1β h d’obscurité). Pour le bien-être des animaux, les cages ont étés 

équipées avec des jouets et des miroirs en face d’elles, de la musique sélectionnée a été diffusée 

de façon régulière. Ces cages sont nettoyées quotidiennement. Une alimentation appropriée a été 

fournie quotidiennement aux animaux en respectant le régime spécifique des primates (SDS 

OWM ref: 818004 et Sniff ref: D-59494) (100 g pour les animaux de moins de 5 kg et 200 g 

pour les animaux de plus de 5 kg). Des fruits frais ont été parfois donnés aux animaux. L’eau du 

robinet était disponible pour chaque animal via un dispositif automatique. 

Les animaux de l'étude ont été acclimatés à leur logement désigné pendant au moins 28 jours 

avant le premier jour de l'étude.  

 

V-2-a- Génotypage des régions codantes du CMH et haplotypage des animaux 
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L’ADN génomique a été extrait à partir des échantillons de sang périphérique en utilisant le kit 

QIA amp DNA Blood (Qiagen, Courtaboeuf, France), selon les recommandations du kit. Les 

polymorphismes génétiques au niveau du Complexe Majeur d'Histocompatibilité (CMH) ont étés 

génotypés en utilisant 20 marqueurs microsatellites couvrant la région codante du CMH comme 

décrit précédemment (353). Ce type d'analyse permet d’identifier sept haplotypes communs (de 

H1 à H7) chez des macaques cynomolgus mauriciens. 

 

V-2-b- Immunisation des macaques avec l’ADN vaccinal CAL-SHIV-IN- 

 

Deux groupes de six macaques ont étés sélectionnés par rapport à leur profil immunologique puis 

un groupe a été vacciné avec une dose unique de 5 mg de notre prototype vaccinal CAL-SHIV-

IN-. Les macaques ont été préalablement anesthésiés par injection de kétamine (10 mg/kg) et 

l’ADN vaccinal contenant au moins λ0% de plasmide super-enroulé a été dilué dans du PBS 1x 

stérile à une concentration finale de 1 mg/ ml. La dose de 5 mg a été répartie sur plusieurs sites et 

injectés par deux méthodes différentes (4 mg en intramusculaire et 1 mg intradermique suivi par 

une électroporation). Une fraction de l’ADN a été injecté par voie intramusculaire à l'aide d'une 

aiguille de calibre 1λ au niveau de chacune des jambes arrière (β mg/site). L’autre fraction du 

vaccin a été répartit sur 10 sites différents (0,1 mg/site) de la peau du dos après rasage, 

l’injection a été suivie par une électroporation comprenant six impulsions successives de 10 

msec2, courant de sortie était de 300 à 600 mA avec des intervalles de 90 msec entre les 

impulsions comme précédemment décrit (353). Un générateur d'impulsions portable (EDIT 

CUY21; gène Nepa, Ichikawa, Chiba, Japon) et des électrodes ont été utilisés avec un gel 

conducteur pour assurer un bon contact entre les électrodes et la peau. Ce dispositif 

d'électroporation a été fourni par Dr Le Grand (CEA, Fontenay-aux-Roses, France).  

 

V-2-c- Purification des cellules mononuclées à partir des échantillons sanguins de Primate 

humain et non-humain 
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Des poches de 500mL de sang d’individus sains non-infectés par le VIH ont été récupérées de 

l’Etablissement Français du Sang (EFS). Sinon 24-30 mL de sang ont été respectivement récoltés 

de chacun des macaques cynomologus vaccinés par le CAL-SHIV-IN- ou des contrôles non-

vaccinés. Les récipients contenant les échantillons de sang sont préalablement traités par des 

anticoagulants de citrate ou d’héparine/sodium. 

Les échantillons sont ensuite dilués à moitié par du PBS 1x, puis 30 mL du sang dilués sont 

soigneusement déposés sur un gradient de 15 mL de Ficoll dans des tube Falcon de 50mL. Une 

première centrifugation est effectuée à 2000 rpm pendant 30 min à 22°C. Après centrifugation, 2 

mL de plasma sont transférés dans des tubes et stockés à -20°C. De même, l’anneau de PBMC 

est aspiré puis transféré dans un nouveau tube de 50 mL, un premier lavage est effectué après 

avoir complété chacun des tubes par du tampon PBS 1x jusqu’au volume final de 45 mL et 

centrifugé à 2000rpm pendant 20 min. En cas de présence de globules rouges, ces dernières ont 

été lysées par du tampon de lyse BD et incubées pendant 3 min à Température ambiante puis 

centrifugées pendant 5min. Un deuxième lavage du culot est effectué après resuspension dans 

20mL de PBS 1x puis centrifugation à 1500rpm pendant 10 min. 

Pour les échantillons post-épreuves, le sang a été déposé dans des tubes « BD Vacutainer® 

CPT™ Cell Preparation Tube with Sodium Citrate » au CEA-Fontenay aux Roses et centrifugé 

avant d’être envoyé à Grenoble. Le plasma contenant les PBMC est centrifugé pendant 10 min à 

1500 rpm. Ensuite, les PBMC sont culotées et le culot est lavé comme décrit précédemment. 

Enfin, les PBMC purifiées sont resuspendues dans du milieu de culture AIMV avant qu’une 

fraction soit marquée par le bleu trypan pour l’évaluation du nombre de cellules récupérées par 

comptage manuel sur lame de Malassez. Une fraction de PBMC, à raison de 15x106/mL/tube, a 

été congelée dans du FBS 10% DMSO dans l’azote liquide à -130°C  

 

 

VI- Test immunologique pour évaluation de l’immunogénicité des prototypes vaccinaux 

 

VI-1- Réponse humorale 
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VI-1-a- Dosage ELISA des anticorps anti-p55 dans le sérum des modèles animaux de 

vaccination  

 

La présence d’anticorps anti-p55 dans les sérums pré-immuns, post-immunisation puis post-

épreuves des animaux vaccinés est évaluée par test ELISA. La protéine précurseur p55 du SIV 

est codé par le gène gag. Elle a été clivée par la protéase virale pour générer les protéines de la 

capside (p27), de la matrice (p17), de la nucléocapside (p8), et la protéine  (p6). Ces dernières 

jouent un rôle essentiel dans la maturation et l’assemblage des particules virales infectieuses. 

Pour cette analyse, nous avons développé au laboratoire, un test ELISA optimisé pour la 

détection de la p55 du SIV. La protéine recombinante purifiée p55 du SIVmac239 a été fournie 

par le laboratoire de Dr. Villinger (Université Emory, Atlanta). Les aliquots lyophilisés sont 

mouillés avec 10 L d’acide acétique avant d’être resuspendu dans 1 mL d’H2O milliQ et agités 

pendant 1 h à teméprature ambiante. La protéine soluble est ensuite diluée dans un tampon de 

« coating » carbonate/bicarbonate 0,1 M (pH 9,6) à une concentration finale de 80 ng/mL. Un 

volume 100 L de cette solution est distribué dans chacun des λ6 puits d’une plaque 

MAXISORP NUNC, qui est incubée une nuit à 4°C. L’adhésion de l’antigène sur la plaque se 

fait par effet électrostatique. Le lendemain, la plaque est vidée par renversement, puis les puits 

sont lavés trois fois avec β00 L de solution de lavage PBS-T (PBS 1x – 0,1% Tween-20). 

Ensuite, 100 L de 1% BSA dissout dans du PBS sont ainsi ajoutés dans chaque puit la 

saturation et la plaque est incubée β h à température ambiante avant d’être lavée trois fois par la 

même solution de lavage. Les sérums de souris ou de macaques sont dilués au 1/10ème dans du 

PBS-T. Chaque dilution (100 µL) est déposée en triplicat puis incubée 1 h à 37°C. Les puits sont 

ensuite lavés γ fois avec β00 L de PBS-T. La présence d’anticorps spécifiques contre la p55 

dans le sérum est révélée par addition de 100 L d’anticorps secondaire anti-IgG de primate 

(sigma) ; il s’agit d’un anticorps couplé à la péroxydase (HRP) et dilué à 1/15000 dans du PBS-

T, 1% BSA. Une incubation de 1h à température ambiante est effectuée puis les plaques sont 

lavées comme décrit précédemment. La révélation est effectuée par 100 L du réactif 

tetramethylbenzidine (TMB), pendant 5-6 minutes à température ambiante en obscurité. 100 L 

d’acide sulfurique (1 N) sont ensuite ajoutés pour arrêter la réaction. La lecture des absorbances 

est effectuée à  = 450 nm sur le lecteur de plaques. 
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VI-1-b- Dosage ELISA des anticorps anti-gp160 dans le sérum des modèles animaux de 

vaccination  

 

Les gènes env du VIH et du SIV expriment un précurseur protéique la gp160. Il s’agit d’une 

protéine hyper-glycosylée qui sera clivée en protéines membranaires gp120 et 

transmembranaires gp41, ces dernières sont indispensables pour l’entrée du virus dans sa cellule 

cible. Afin d’examiner la présence d’anticorps IgG anti-gp160 chez les macaques, nous avons 

analysé des échantillons de sérums pré-immuns, post-immun et post-épreuves par le test ELISA 

commercial «  Genscreen kit ULTRA HIV Ag-Ab Réf : 72386 » de Bio-Rad, France. Dans ce 

kit, les plaques 96 puits sont préalablement couvertes par des protéines gp160 recombinantes du 

VIH-1 (groupes M et O) et du VIH-2 similaire au SIV. Premièrement 25 µL du conjugué 1[R6] 

(constitué d’un anticorps polyclonal de mouton biotinylé anti-p24 du VIH) sont distribués dans 

chacun des puits, ensuite 75 µL d’échantillons incluant les sérums d’animaux dilués au 1/10ème 

ainsi que les contrôles du kit sont testés en duplicats. Plusieurs pipetages sont effectués pour 

homogéniser le mélange. Les contrôles positifs incluent une solution R5 (des antigènes de VIH 

inactivés par agents chaotropiques) et une solution R4, le contrôle négatif (plasma d’individus 

sains inactivés par la chaleur) montre le taux de réactivité basale. Nous avons utilisé un sérum de 

macaque infecté par le SIVmac239 comme témoin positif. Les plaques sont ensuite traitées de 

façon automatisée en collaboration avec l’Institut de Biologie et Pathologie, CHU-Grenoble, 

France. Les étapes suivantes ont ensuite été opérées : les plaques contenant les échantillons sont 

incubées 1 h à 37°C, ensuite les puits sont lavés trois fois par 400 µL de tampon de lavage 

(solution de Tris NaCl pH 7,4), puis 100 µL de conjugué 2 (formé de streptavidine marquée à la 

péroxydase et des antigènes purifiés de VIH1 et 2) dilué dans une solution colorée de lait 

[R7a+R7b], sont ajoutés à chacun de puits puis les plaques sont incubées 30 min à T° ambiante. 

Après cette étape, 5 lavages sont réalisés puis 80 µL de substrat de peroxydase (citrate de sodium 

et acétate de sodium contenant du DMSO et du H2O2) fraîchement préparé avec une solution 

chromogène (contenant du tetramethyl benzidine TMB) [R8 + R9] sont incubés 30min à T° 

ambiante. La réaction est arrêtée en ajoutant 100 µL d’une solution d’acide sulfurique (1 N) 

[R10]. Les DO sont déterminées rapidement au spectrophotomètre à la longueur d’onde  = 450 

nm. La validité des résultats est déterminée par les DO des contrôles donnés par le kit et dont les 

valeurs prévues sont déjà indiquées.  
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VI-1-c- Test de séro-neutralisation 

 

Le test de séro-neutralisation permet d’identifier, dans le sérum des animaux vaccinés, la 

présence d’anticorps neutralisants induits par le vaccin et capables de réduire ou neutraliser le 

pouvoir infectieux du virus pathogénique. 

Les cellules fibroblastes TZM-bl sont souvent utilisées dans cet essai ; elles expriment le 

récepteur de surface CD4 et sont par conséquent permissives à une infection par SIV et VIH. Ces 

cellules sont aussi caractérisées par l’expression de façon endogène des gènes rapporteurs de 

luciférase et de β-galactosidase sous contrôle des LTR du VIH-1. L’activation des promoteurs 

présents au niveau des LTRs est dépendante de la protéine lentivirale Tat. Cette dernière est 

apportée dans les cellules TZM-bl infectées après entrée du virus. Ainsi l’efficacité de l’infection 

peut être évaluée par l’addition du substrat X-gal qui sera dégradé par l’enzyme β-galactosidase 

en donnant une coloration bleue du cytoplasme de la cellule infectée. 

Nous avons ensemencé 1x105 cellules TZM-bl, resuspendues dans 500 µL de RPMI-10% SVF, 

dans chacun des puits d’une plaque de culture pβ4 (β4 puits). Le lendemain, le milieu de culture 

est changé puis 50 µL de milieu RPMI-2% SVF sont rajoutés aux monocouches de cellules 

TZM-bl à environ 50% de confluence.  

En parallèle, différentes dilutions des sérums des animaux vaccinés et contrôles (souris et 

macaques) sont effectués avec du RPMI sans sérum respectivement aux 1/5 ; 1/10 ; 1/20 et 1/30. 

Ensuite 100 µl de chaque dilution sont distribués dans un tube Eppendorf contenant déjà 10 µL 

du stock viral SHIV-KU2 à 106 TCID50/mL  suspendu dans 90 µL de RMPI sans SVF pour avoir 

un volume de 100 µL équivalent à celui du sérum. Le mélange est incubé 1h à 4°C puis 100 µL 

sont respectivement distribués dans le puits de cellules TZM-bl et un duplicat est ainsi obtenu 

par condition. La même quantité de SHIV-KU2 incubée avec des anticorps neutralisant du VIH-1 

ou avec uniquement du milieu RPMI est utilisée pour inoculer des duplicats de cellules TZM-bl 

qui constitueront respectivement les témoins positifs et négatifs de la neutralisation du virus. Les 

plaques de cellules sont ensuite agitées et incubées en conditions standards. 
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Apres trois nuits d’incubation, les cellules sont lavées β fois avec du PBS 1x puis fixées avec 500 

µL de PBS 4% PFA (préalablement refroidis dans la glace) pendant 4-5 min à température 

ambiante. Ensuite, deux lavages sont respectivement effectués avec du PBS 1x – 5 mM MgCl2. 

Entre les deux lavages, les cellules sont maintenues pendant 1 min puis 10 min dans le tampon 

PBS 1x – 5 mM MgCl2. Enfin 500 µL d’une solution de X-gal (1 mg/mL) dilués dans du tampon 

de marquage adapté (tampon PBS 1x - 5 mM final de K3Fe(CN)6 et K4Fe(CN)6.3H2O et 2 mM 

MgCl2 stocké en obscurité à 4°C) sont ajoutés à chacun des puits puis incubé pendant 1 h à 37°C. 

Les plaques sont ensuite lavées avec du PBS 1x et refixées avec du PBS 4% PFA, puis le nombre 

de cellules bleues est compté sous microscope. Les puits contrôle incubés uniquement avec du 

SHIV-KU2 doivent développer environ 250-300 cellules bleues pour que le test soit valide. 

 

VI-2- Réponse cellulaire 

 

VI-2-a- Évaluation du nombre de cellules productrices d’IFN-  par test ELISPOT  

 

Le test Elispot IFN-  est un test immunologique permettant le dénombrement des cellules 

spécifiques d’un antigène et productrices d’IFN-  (figure 41). Son principe consiste à capturer 

l’IFN-  secrété par les cellules après stimulation antigénique sur un support solide sensibilisé 

avec des anticorps anti-IFN- . Après élimination des cellules, l'immunocomplexe est révélé par 

une méthode ELISA utilisant un substrat chromogène insoluble, dont la précipitation localisée 

génère des taches colorées ou immunospots. La méthode ELISPOT, grâce à sa haute sensibilité, 

sa reproductibilité et sa simplicité, reste une technologie de référence pour la mesure des 

réponses spécifiques à un pathogène ou même pour l’évaluation des réponses spécifiques 

induites par un vaccin (392).  
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Figure 41. Principe du test ELISPOT IFN- . (1) Les cellules immunitaires stimulées par le/les antigènes à évaluer 
sont incubées dans des plaques 96 puits prétraitées avec un anticorps anti-IFN- . (β) Ces plaques sont ensuite 
incubées pendant la nuit dans un incubateur humide à 37°C - 5% CO2. Pendant cette période les cellules spécifiques 
de l’antigène sont activées, produisent l’IFN-  qui est alors capté par les anticorps fixés sur la plaque. Ensuite 
plusieurs lavages sont effectués et les cellules sont éliminées. (3) Un anticorps  anti-IFN-  biotinylé est ajouté, ce 
dernier se fixe sur les molécules d’IFN-  captés. (4) Après lavage, la streptavidine qui se lie  spécifiquement à la 
biotine est rajoutée. (5-6) Un lavage est fait, puis la révélation est réalisée en rajoutant du BCIP. (7-8) Suite à un 
dernier lavage à l’eau de robinet, le nombre de spots colorés est compté grâce à un  lecteur d’Elispot automatisé. 
Chaque spot correspond à une cellule spécifique de l’antigène qui a été activée et a produit l’IFN-  après 
stimulation. 

 

Nous avons appliqué ce test en utilisant des échantillons de splenocytes de souris Balb/c, des 

splenocytes de souris humanisées hu-NOD/SCID/β2 ou des cellules mononuclées du sang 

périphérique (PBMC) de macaques cynomologus. Tous ces animaux sont utilisés comme modèle 

de vaccination pour évaluer l’immunogénicité de notre prototype vaccinal CAL-SHIV-IN-. 

 

VI-2-a-1- Évaluation du nombre de cellules productrices d’IFN-  chez le model murin 

 

Les démarches expérimentales sont effectuées en  respectant les instructions des kits d’ELISPOT 

IFN-  respectivement anti-souris pour les souris Balb/c ou anti-humain pour les souris hu-

NOD/SCID/β2 (Mabtech, Sophia Antipolis, France). 5x105 splenocytes ont été stimulés avec des 

groupes de peptides représentant les épitopes exprimés par le SHIV-KU2 à une concentration 
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finale de 2µg/ml. Ces derniers correspondent aux peptides Gag et Nef du SIV, ainsi que Env, Tat 

et Rev du VIH. Les cellules sont ensuite incubées en duplicatas pendant 20 h à 37°C. Des 

cellules non-stimulées, en présence uniquement du milieu de culture, sont utilisées comme 

contrôle négatif ; d’autres cellules stimulées avec la concavaline A (1 µg/ml) ou par un anticorps 

anti-CD3 sont utilisées comme contrôle positif. Le seuil de positivité est déterminé à 10 SFC/106 

splenocytes. Cela correspond à la moyenne des cellules non-stimulées produisant l’IFN- . 

 

VI-2-a-2-Évaluation du nombre de cellules productrices d’IFN-  chez le modèle macaque 

 

Nous avons utilisé le kit 3420M-4AST-4 Monkey IFN-  ELISpotPLUS (ALP) (Mabtech, Sophia 

Antipolis, France) pour quantifier les cellules immunitaires productrices d’IFN- , et qui sont 

induites par notre vaccin CAL-SHIV-IN-. 2.5x105 PBMCs purifiées sont stimulées avec les 

peptides Gag, Nef et Pol du SIV et les peptides Env, Tat et Rev du VIH, et ce à  une 

concentration finale de 1µg/ml. Les échantillons sont repartis en triplicatas dans des plaques 96 

puits préalablement hydratées avec du milieu de culture AIMV pendant au moins 30min. Ces 

dernières sont incubées 20h à γ7°C avant d’être lavées 6X avec du PBS-1x. L’anticorps anti-

IFN-  et la streptavidine sont ensuite ajoutés aux dilutions préconisées par le kit. Le tampon de 

révélation BCIP ajouté puis lavé à l’eau de robinet après 16-1κ min d’incubation à T° ambiante. 

Le bruit de fond estimé entre 10-50 spots/ millions de PBMCs, correspond à la moyenne de 

cellules non-stimulées incubées uniquement avec le milieu de culture et produisant l’IFN- . Ce 

bruit de fond a été retranché des réponses totales spécifiques à chaque antigène. 

 

VI-2-a-3- Test PHPC : Vérification de la mise en place de cellules précurseurs mémoires 

spécifique du vaccin chez le modèle macaque par test d’Elispot IFN- , suite à une culture 

prolongée des PBMC ex-vivo 

 

Le test PHPC permet de quantifier les précurseurs des cellules T spécifiques de l’antigène ayant 

une forte capacité prolifératrice et qui ne sont pas détectables par un test ELISPOT ordinaire au 

jour 1.  
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Dans des plaques de 24 puits, les PBMCs (2x106 cellules/puits) ont été cultivées pendant 3 jours 

en absence ou présence d’antigène, respectivement Gag et Env, TRN, Nef, RM9 et GW9 (1 

g/mL) Ensuite, les cultures ont été supplémentées avec du milieu frais et de l’IL-2 (10 U/ml). 

L’IL-2 permet aux cellules immunes de proliférer, notamment les cellules T á fonction effectrice 

immédiate. Ces dernières vont se diviser activement puis mourir. Au jour 7, les cultures sont 

supplémentées avec du milieu frais contenant les cytokines IL-7 (500 ng/ml) et IL-15(10 U/ml). 

Ces cytokines permettent aux cellules essentiellement centrales mémoires quiescentes de 

réacquérir leurs fonctions. Elles seront capables d’une part de proliférer et persister in vitro, et 

d’autre part de générer de nouvelles cellules à fonction effectrices immédiates. Enfin, au jour 11, 

ces cellules sont lavées, comptés puis restimulées par les antigènes pendant une nuit, et leur 

sécrétion spécifique d’IFN-  est révélée par ELISPOT IFN-  classique. Une fraction de ces 

cellules est aussi évaluée par un marquage avec des anticorps spécifiques de molécules 

intracellulaires et de surface suivi d’une analyse par cytométrie de flux.  

Le nombre de PBMC incubées par puits a été adapté selon l’état d’activation des cellules avant et 

après infection des animaux. En effets au jour 1 puis jour 11, respectivement 10 x104 et 5x104 

PBMC/puit ont étés utilisés pour les échantillons avant épreuve, et 25x104 puis 3.5x104 

PBMC/puit sont utilisés pour les échantillons après infection. 

 

VI-2-b- Caractérisation phénotypique et fonctionnelle de la réponse T par analyse 

multiparamétrique de cytométrie en flux 

 

Afin d’évaluer le phénotype et la fonction des cellules T induites par nos vecteurs vaccinaux, un 

marquage intracellulaire et de surface avec des anticorps spécifiques liés à différents 

fluorochromes a été effectué sur les splénocytes de souris hu-NOD/SCID/β2 ainsi que sur les 

PBMC de macaques vaccinés et contrôles. Une fraction des cellules fraichement isolés à 

différents temps après immunisation est utilisée pour les marquages. L’acquisition des 

échantillons marqués est faite sur un appareil de cytométrie en flux BD LSRII à l’Institut Albert 

Bonniot (IAB) de Grenoble. Cet instrument permet de mesurer jusqu’à 1γ paramètres de 

fluorescence et deux paramètres physiques qui sont la taille FSC (Forward Scatter) et la 

complexité ou granulosité SSC (Side Scatter) cellulaire. L’instrument est équipé de trois lasers. 
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Le laser bleu émettant à 488nm peut exciter indépendamment plusieurs fluorochromes (FITC, 

PE, PE-Cy7). Le laser rouge émet à 633nm peut exciter les fluorochromes APC et APC-Cy7. Et 

enfin le laser violet émet à 405nm peut exciter le fluorochrome Pacific Blue. L’analyse des 

résultats est réalisée avec le logiciel BD FACS diva. 

Différents types de marquage ont été adaptés selon les caractéristiques cellulaires à étudier : cela 

incluent :  

VI-2-b-1- l’étude de la Prolifération et sécrétion de cytokines par les splénocytes de souris hu-
NOD/SCID/ β et des PBMC des macaques testés aux jours 1 (après 24h) ou après une semaine de 
culture en présence de l’antigène 
 

Une fraction de cellules fraichement isolées et lavées avec du PBS (1x) est marquée au 

carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) un colorant fluorescent sensible à la 

lumière qui permet de suivre la division des cellules. Le CFSE est dilué dans du PBS 1X avant 

d’être ajouté aux cellules à raison de 107 cellules/ml/1µM CFSE. Ces dernières sont incubées 

pendant 10min à 37°C avant que le marquage soit arrêté par un volume équivalent de SVF froid 

et stérile pendant 1 min puis lavé par du PBS 1x. Ensuite les cellules sont resuspendues dans du 

milieu adéquat (RPMI 10%SFV pour les splenocytes et AIMV pour les PBMC) puis distribuées 

dans des puits d’une plaque deep well polypropylène à raison de βx106 cellules/ml/puits. Les 

antigènes (Gag, Env, Pol et TRN) exprimés par le vaccin SHIV sont ensuite ajoutés dans certains 

puits à une concentration finale de 2 µg/ml avec les splenocytes et 1µg/ml avec les PBMC.  

Les cellules fraiches ou cultivées pendant plusieurs jours en présence de l’Ag (4 et 5 jours 

respectivement pour les splenocytes et les PBMC) sont restimulées pendant 16 h avec ou sans 

Ag correspondant en présence de brefeldine A et des anticorps de costimulation CD28 et CD49 

(1ug/ml). Les cellules sont enfin lavées avec du PBS1x-2% SVF puis marquées par un indicateur  

de viabilité (EMA) et des anticorps de surface (CD3, 4, 8), pendant γ0min (15min d’exposition à 

la lumière puis 15 min supplémentaires en obscurité). Les cellules sont lavées une deuxième fois 

avec du PBS 2% SVF puis fixées et perméabilisées avec du cytofix/cytoperm (BD) avant le 

marquage intra-cytoplasmique (IFN-, IL-2, Granzyme B). Pour chaque condition de marquage, 

2x106 cellules sont utilisées.  

 



  

188 
 

Marquage des 
splenocytes (2x106 

/mL) 
 

Marquage des PBMC 
(2x106 /ml) 

 

  CD 28 (clone CD28.2) 0.5 L 

  CD 49d (clone CD28.2) 0.5 L 

    

EMA (1ug/ml) 1 L EMA (1ug/ml) 1 L 

CD3 Pacific blue 5 L CD3 Pacific blue 5 L 

CD4 V500 (ou 
Alexa 700 si le 
CD45 anti-mouse 
n’est pas utilisé) 

γ L CD4 PE clone L200 10 L 

CD8 APC/H7 
clone SK1 

5 L CD8 APC/H7 clone SK1 5 L 

Anti-human CD 45 
APC 

β.5 L   

Anti-mouse CD 45 
Alexa 700 

γ L   

 

Granzyme B 
AF700 

 Granzyme B (clone GB11) 1 L 

IFN- PECy7  IFN- Pecy7(clone B27) 5 L 

TNF-α Alexa 4κκ  
TNF-α Alexa 488 clone 
Mab 11 

5 L 

IL-2 APC  
IL-2 APC (clone 
MQ117H12) 

1.5 L 
L 

 

 

Tableau 3. Listes des anticorps utilisés pour les marquages de surface et intracellulaires de PBMC de primate 
et splenocytes de souris, permettant la caractérisation phénotypique et fonctionnelles des cellules T CD4+ et T 
CD8+. 
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VI-2-b-2- L’étude du stade de différenciation des cellules spécifique de l’antigène (naïves, CM et 
EM) 
 

Pour mieux caractériser le phénotype des cellules spécifiques de l’antigène, deux marqueurs ont 

été rajoutés aux marqueurs de surface décrit dans la partie (V-2-c), le CD95 et le CD28 qui 

permettent la classification des cellules T entre cellules centrales mémoires (CM), effectrices 

mémoires (EM) et naïves. Dans ce cas, l’anticorps de costimulation CDβκ n’est pas rajouté et le 

CD4 PE est substitué par le CD4 Alexa 700 ; cette même stratégie de marquage est utilisée pour 

marquer les cellules CFSE-négatives au jour 1 puis 11 ou 12 (test PHPC) pour évaluer 

l’enrichissement des compartiments mémoires (CM et EM) par des cellules spécifiques du 

vaccin. 

  

VI-2-b-3- L’évaluation de la présence de cellule précurseur mémoire Tscm 
 

●  Identification des cellules spécifiques du vaccin par production de cytokine ou liaison au 

tétramère spécifique de Gag GW9 ou Nef RM9 

Les PBMC fraichement isolées ou cultivées pendant plusieurs jours en présence de l’Ag (10 ou 

11 jours) et restimulées avec ce dernier avant 16 h de marquage,  sont d’abord lavées avec βml 

de PBS-2% SVF, puis le culot est marqué en ajoutant 50ul de tétramères de molécules de CMH 

de classe I comportant 9 acides aminés Gag GW9 ou Nef RM9 puis incubées 10min à 37°C ; 

ensuite 5ul d’anticorps FITC anti-CCR7 est ajouté au tube et incubé 30 min à température 

ambiante. Ensuite les anticorps de surface CD3 BD V500, CD4 Alexa 700, CD8 APC H7, CD28 

PercpCy5.5, CD95 PE et CD45 RA- V450 sont ajoutés ainsi que 1ul d’EMA, puis incubés 15min 

à température ambiante en absence puis 15min en présence de lumière. Les échantillons sont 

ensuite lavés, fixés dans 250ul de PBS 1% PFA et analysées au cytométre. Ce type de marquage 

permet à la fois de classifier les cellules en cellule transitionnelle mémoire (TM) centrale 

mémoire (CM) et effectrice mémoire et d’identifier celle spécifiques aux peptides Gag GW9 et 

Nef RM9 sans stimulation antigénique antérieure qui risque de modifier les récepteurs de 

surface. 
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Figure 42. Stratégie de marquage et analyse permettant la détection des cellules TSCM. 

Pour évaluer la fonctionnalité des cellules Tscm, une autre stratégie de marquage est utilisée au 

jour 10. Elle consiste à restimuler les cellules pendant 16 h avec l’antigène en présence de 

Bréfeldine A et des anticorps de costimulation comme précédemment décrit. Ensuite les 

échantillons sont lavés puis marqués avec les marqueurs de surface CD3 BD V500, CD4 Alexa 

700, CD8 APC H7, CD28 percpcy5.5, CD95 PE et CD45 RA- V450 et l’EMA, puis incubés 

15min à température ambiante en absence puis 15min en présence de lumière. Les échantillons 

sont ensuite lavés, perméabilisé puis incubés 30 min avec les anticorps anti-IFN- PeCy7 et anti-

IL-2 APC. Enfin les cellules sont lavées puis fixées avec 250 l de PBS 1% PFA. 

Pour 2x106    

PBMC/ tube 
Tscm d1 Tscm d10 ICS d10 

2 ul CD3 BD V500 CD3 BD V500 CD3 BD V500 

3 ul CD4 Alexa 700 CD4 Alexa 700 CD4 Alexa 700 

2.5 ul CD8 APC H7 CD8 APC H7 CD8 APC H7 

1.25 ul CD28 Percp cy5.5 CD28 Percp cy5.5 CD28 Percp cy5.5 

5 ul CD 95 PE CD 95 PE CD 95 PE 

2 ul CD45 RA BD V450 CD45 RA BD CD45 RA BD V450 

TTM CellTSCM Cell
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V450 

5 ul CCR7 FITC CCR7 FITC CCR7 FITC 

2.5 ul ------- -------- IFN- Pecy7 

0.75 ul ------- -------- IL-2 APC 

Tableau 3. Listes des anticorps utilisés pour les marquages de surface et intracellulaire de PBMC de primate 
au jour 1 et 10, permettant la caractérisation phénotypique et fonctionnelles des cellules T CD4+ et T CD8+; 
avec identification des sous-types TEM, TCM et TSCM.  

 

VII- Mesure de la charge virale plasmatique par RT-PCR chez les macaques 
vaccinés et contrôles après infection par le SIVmac251 
 

La mesure de la charge virale SIV a été déterminée à partir des prélèvements sanguins effectuées 

par le service de Recherche sur le SIDA et les hépatites virales (ANRS, Nathalie Dereuddre-

Bosquet, service d’Immunovirologie au CEA, centre du Fontenay Aux-Roses, France). 

L’ARN viral a été extrait à partir de β00 µL plasma pour la RT-PCR standard ou à partir de 

1000µL de plasma pour le protocole de RT-PCR ultrasensible en suivant les instructions du kit 

(High Pure Viral RNA Kit, Roche Diagnostics, Meylan, France). L'ARN a été élué dans 50µl 

d'eau exempte de nucléases puis stocké à -80°C jusqu'à l'analyse.  

Des échantillons de plasma de macaques infectés par SIVmacβ51 et d’autres de macaques non-

infectés ont été utilisés comme témoins de RT-PCR positifs et négatifs, respectivement.  

Les échantillons d'ARN témoins ainsi que les échantillons extraits périodiquement chez nos 12 

animaux (6 vaccinés et 6 contrôles) ont été testés simultanément dans les mêmes conditions 

expérimentales.  

 

Une séquence du gène gag provenant d'un ADNc de SIVmac251 a été utilisée comme contrôle 

positif à la PCR. La sonde et les amorces ont été conçues pour se lier à une séquence conservée 

du gène gag du SIV.  

La séquence de l'amorce utilisée pour la transcription inverse était : 

5'-CAATTTTACCCAGGCATTTAATGTT-3'.  

La PCR a été réalisée avec la même amorce et une amorce sens : 

 5'-GCAGAGGAGGAAATTACCCAGTAC-3'. 
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La séquence de la sonde TaqMan est 5'-TGTCCACCTGCCATTAAGCCCGA-3'. Elle est 

marquée à l'aide d'un fluorochrome FAM (6-carboxyfluorescéine) à l'extrémité 5' et d'un 

«quencher» TAMRA (6-carboxytetramethyl-rhodamine) à l'extrémité 3'. 

 

La RT-PCR (volume final de 25µL) a été réalisée dans un thermocycleur en temps réel iCycler 

(Bio-Rad, Hercules, CA), avec le cocktail suivant : 50 mM de KCl, 20 mM de Tris-HCl (pH 

8,3), 0,8 mM de dNTP, 3mM de MgCl2, 20U d'inhibiteur de ribonucléases (Rnasin, Promega), 

25 U de transcriptase inverse du virus de la leucémie murine (Applied Biosystems, Foster City, 

CA), 0,625 U de Hot-Start ADN iTAQ polymérase (Bio-Rad), 450 nM de chaque amorce, 250 

nM de sonde fluorogène et 10µL de l'extrait d'ARN à tester. La transcription inverse a été 

réalisée pendant 30 min à 56°C puis le programme PCR suivant a été appliqué : 5 min à 95°C 

puis 50 x [15s à 95°C puis 30s à 60,3°C]. Toutes les amplifications ont été réalisées en double. 

 

VIII- Échantillonnage post-euthanasie 
 

L’échantillonnage a été fait le jour de l’autopsie. En effet, les organes lymphoïdes (ganglions 

axillaires, inguinaux et mésentériques, thymus, rate) et non lymphoïdes (poumons) ainsi que les 

différents segments de l’intestin (duodénum, jéjunum, iléum, colon ascendant, colon descendant 

et rectum) sont prélevés et conservés en PBS froid jusqu’à leur dissection. Un échantillonnage de 

dix morceaux de 2mm² environ est réalisé pour chaque organe. Les morceaux sont 

immédiatement conservés à sec à -κ0°C pour les extractions d’ARN et d’ADN. En parallèle, 

pour de futures études histologiques, de plus gros morceaux de tissus sont soit inclus dans un 

cryoprotecteur (OCT compound, Labonord) pour être congelés dans de l’isopentane congelés par 

du l’azote liquide puis conservés à -80°C, soit fixés en formol 4% pendant 24 heures pour être 

ensuite inclus en paraffine. Les ganglions, la rate et le thymus sont également dilacérés sur des 

filtres en nylon stérile de 70µm (Cell strainer, BD Falcon) afin de récupérer les cellules qui sont 

ensuite congelées en SVF supplémenté de 10% DMSO et conservées dans du l’azote liquide. 

 



 



 



Nous avons récemment développé un prototype lentivecteur ADN non intégratif vaccinal contre VIH-
1/SIDA que nous avons testé chez des modèles animaux. L'immunisation avec une dose unique de ce 
vaccin (CAL-SHIV-IN-) a permis la mise en place rapide de réponses immunes spécifiques contre tous les 
antigènes exprimés par le vaccin chez tous les animaux vaccinés. Les analyses longitudinales ont 
démontré la mise en place de réponses cellulaires et humorales spécifiques et persistantes sur une durée 
de plus de 74 semaines en absence de réintroduction d'antigènes chez tous les macaques vaccinés. La 
caractérisation de ces réponses a révélé la présence de cellules T CD4+ et CD8+ polyfonctionnelles 
composées de fractions de cellules effectrices mémoires à fonction immédiate (EM), de cellules centrales 
mémoires (CM) et de cellules précurseurs mémoires ayant une haute capacité de prolifération (PHPC). 
Ces réponses corrèlent, chez tous les macaques vaccinés (6/6), avec un contrôle du virus d'épreuve 
hautement hétérologue et pathogénique (SIVmac251) inoculé à petites doses répétées par la voie 
mucosale rectale. Cette protection est maintenue durant toute la période d'un an de suivi après l'infection 
avec une différence statistiquement significative de la charge virale plasmatique des groupes contrôles et 
vaccinés au moins jusqu'à 18 semaines post-infection. Par ailleurs, le contrôle du virus d'épreuve est 
maintenu plus de 10 mois (correspondant au temps d'arrêt de l'étude) après l'infection. Parmi les corrélats 
immunologiques de protection nous avons identifié la présence de cellules de type PHPC spécifiques des 
antigènes du vaccin et qui sont dotées d'une capacité importante de prolifération ex vivo en présence des 
signaux antigéniques et homéostatiques. Nous avons démontré que ces PHPC contiennent une fraction de 
cellules T souches mémoires « TSCM » spécifiques du vaccin. Ces TSCM récemment identifiées 
constitueraient un atout majeur en faveur de notre vecteur et notre stratégie vaccinale du fait de leur haute 
capacité d'auto-régénération/maintien en absence d'antigène et leur capacité à se différencier en d'autres 

 cellules mémoires TCM et TEM.
 
 
We recently developed an innovative prototype non-integrative lentivector DNA vaccine against HIV-1 
/AIDS that we tested in pilot studies using animal models of HIV vaccine. We found that a single 
immunization with our prototype vaccine (CAL-SHIV-IN-) allowed the implementation of potent 
humoral and cellular responses in all immunized macaques. In addition, both types of responses persisted 
over a period of 74 weeks post-immunization in absence of antigenic boost. The characterization of the 
above revealed that vaccine specific T cell responses included polyfunctional CD4+ and CD8+ T cells 
against all antigens expressed by the vaccine. Detailed phenotypic and functional examinations of these 
cells showed that they were composed of effector (EM) and central memory (CM) T cells. More 
importantly they also contained a fraction of precursor memory T cells with high proliferative capacity 
(PHPC). Immune responses primed by our vaccine regiment correlated with protection in all vaccinated 
macaques (6/6). As expected our vaccine-induced immune responses did not prevent from infection 
acquisition but controlled the replication of the highly pathogenic and heterologous SIVmac251 challenge 
given as repeated low dose by the intrarectal mucosal route. All vaccinated animals (6/6) controlled their 
viremia to undetectable level using conventional PCR during at least 10 months post infection (end of the 
experiment). We further focused on PHPC responses associated with viral control and found that these 
cells vigorously proliferate upon ex vivo stimulation with specific antigens in presence of the homeostatic 
IL-7 and IL-15 cytokines. Proliferating antigen specific cells contained a type of stem cell-like memory T 
cells (TSCM). These latter (TSCM) might be a major asset in favor of our lentivector and vaccination 

 strategy due to their high capacity for self-regeneration/maintenance in absence of antigen source
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