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Résumé

Les protéines accessoires du VIH-1 Vif et Vpr jouent un rdle indirect dans la variabilité
génétique virale. La protéine Vpr limite le taux d’erreurs induites par la TI en interagissant
avec 'UNG?2. La protéine Vif intervient en prévenant I’apparition de mutations résultant de
I’activité des cytidines désaminases APOBEC3 sur ’ADN viral. La variabilité génétique
induite par ces protéines pourrait jouer un role dans la résistance aux antirétroviraux. Dans
une premiere partie de la thése, nous avons identifié la mutation K22H dans vif chez des
patients en échec thérapeutique. Cette mutation favorise I’apparition de mutations G-vers-A
dans le génome viral (par perte partielle d’interaction avec la désaminase cellulaire
APOBEC3G) et participe a I’apparition de mutations de résistance (M1841 dans la TI)
pouvant expliquer 1’échec virologique chez ces patients. Dans un autre travail, nous montrons
que deux mutations de résistance (E138K et M184I dans TI) fréquemment retrouvées en cas
d’échec virologique a la combinaison emtricitabine-ténofovir et rilpirivine apparaissent de
facon concomitante sous I’action d’APOBEC3 en dehors de tout traitement antirétroviral.
Enfin, dans la derniere partie de ce travail, nous avons identifié la mutation E17A dans vpr
associée aux « thymidin analog mutations » ou TAMs (M41L, L210W, et T215Y) dans la TI
et a la prise antérieure de didanosine chez des patients en échec virologique. Des études
phénotypiques ont montré que le virus E17A+TAMs confere une résistance a la didanosine
significativement supérieure a celle conférée par les TAMs seules ou le virus E17A seul. Ce
travail met en évidence un nouveau rdle de Vpr dans les mécanismes de résistance aux

antirétroviraux.

Mots clés : VIH-1; Vif; Vpr; variabilité génétique ; résistance aux antirétroviraux ; didanosine ;

rilpivirine



Abstract

HIV-1 Vif and Vpr proteins may play a role in viral genetic variability. Indeed, Vpr limits
error-induced mutations by the viral reverse transcriptase by recruiting the nuclear form of
Uracil DNA glycosylase (UNG2). On the other hand, Vif prevents APOBEC3-induced
hypermutation on the viral genome. Genetic variability induced by these HIV accessory
proteins might play a role in the appearance of drug resistance associated mutations. We first
identified a mutation in vif (K22H) frequently found in patients failing antiretroviral
treatment. Biochemical studies and viral replication kinetics demonstrated that this mutation
favor the appearance of G-to-A mutations in proviral DNA (as a result of partial activity
against APOBEC3G). K22H mutation led to the emergence of the drug resistance mutation
M184I in the reverse transcriptase (RT) gene. In another study, we showed that E138K and
M1841 mutations in RT (often co-selected in patients failing
emtricitabine/tenofovir/rilpivirine) concomitantly appear as a result of APOBEC3 editing in
the absence of drug exposure, thus providing a new key towards understanding mechanisms
of escape of this new drug combination. In a third study, we identified a mutation in vpr
(E17A) associated to “thymidin analog mutations” TAMs (M41L, L210W, T215Y in RT) in
patients failing HAART. Phenotypic assays demonstrated that viruses harboring
E17A+TAMs conferred higher resistance to didanosine than virus harboring TAMs or E17A
alone. This study highlights a novel role of Vpr in HIV drug resistance.

Keywords : HIV-1 ; Vif ; Vpr ; genetic variability ; antiretroviral resistance ; didanosine; rilpivirine
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INTRODUCTION



Le Virus de I’Immunodéficience humaine (VIH) a été identifié en 1983 comme agent
responsable de I’épidémie de SIDA (syndrome d’immunodéficience humaine acquise) par
I’équipe du professeur Montagnier (Institut Pasteur, Paris) [1]. D’apres le dernier rapport

ONUSIDA (http://www.unaids.org), plus de 33 millions de personnes vivaient avec ce virus

en 2010. L’ Afrique subsaharienne représente a elle seule les 2/3 de la population contaminée.
Historiquement, le traitement contre le virus a commencé par I’AZT en 1987, puis plusieurs
molécules de la méme classe thérapeutique, dite des Inhibiteurs Nucléosidiques de la
Transcriptase Inverse (INTTs), ont été développées. C’est en 1996 avec la mise sur le marché
de deux nouvelles classes d’antirétroviraux: les Inhibiteurs de Protéase (IPs) et les Inhibiteurs
Non Nucléosidiques de la Transcriptase Inverse (INNTIs) que la trithérapie «hautement
active» (HAART: Highly Active Antiretroviral Therapy) a considérablement amélioré la
prise charge et réduit le taux de morbidité de la maladie de 80%. Depuis les dix dernicres
années, de nouvelles classes d’antirétroviraux ont vu le jour: les inhibiteurs d’entrée, les
antagonistes du récepteur CCRS et les inhibiteurs d’intégrase. Le nombre de molécules anti
VIH est ainsi passé d’un composé en 1987 a plus de 20 antirétroviraux ce jour permettant
grace a de nombreuses combinaisons possibles de mieux controler la maladie. En France, plus
de 80% des patients pris en charge recoivent des combinaisons antirétrovirales et la
réplication virale est contrdlée chez 87 % des patients traités depuis au moins 6 mois en
2008. Malheureusement, pres de 30% des patients sont encore pris en charge tardivement et
le nombre de personnes infectées qui ne connaitraient pas leur infection par le VIH ou qui ne
se font pas suivre peut étre estimé aux alentours de 30.000 en 2011. Aussi malgré des progres
spectaculaires, beaucoup d’efforts doivent €tre réalisés dans les domaines de la prise en

charge et du dépistage.

L’acces a tous les antirétroviraux n’est malheureusement possible que dans les pays
riches et ne concerne donc qu’une petite minorit€é de la population mondiale infectée.
Améliorer 1’acces aux nouvelles classes d’antirétroviraux pour les pays pauvres doit Etre

I’une des priorités de la communauté internationale.
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I. Le virus de I’'Immunodéficience humaine (VIH)

Le virus de I’'immunodéficience humaine (VIH) appartient a la famille des Retroviridae
dont les virus se distinguent par la présence d’une enzyme virale caractéristique: la
Transcriptase inverse TI ou en anglais, RT, ‘reverse transcriptase’). Il appartient au genre
lentivirus. Ce genre regroupe un grand nombre de virus non oncogenes qui provoquent la
mort des cellules infectées et qui sont responsables de maladies a évolution lente. Ils infectent
différentes especes animales dont les primates (VIH, SIV), les félins (FIV) ou encore les
bovins (BIV). A coté du VIH-1 responsable d’une pandémie mondiale, le VIH-2 est présent

essentiellement en Afrique de 1’Ouest, ces deux virus partageant environ 50% d’homologie.

1. Structure de la particule virale et organisation génomique du VIH-1

Le VIH-1 est un virus enveloppé de 90 a 120 nanometres de diametre, produits par
bourgeonnement a la surface des cellules infectées (figure 1a). L’enveloppe virale est formée
d’une double couche lipidique d’origine cellulaire et de deux glycoprotéines virales: la
glycoprotéine transmembranaire (gp41) et la glycoprotéine d’enveloppe externe (gp120). Les
spicules correspondent a des trimeres de ces deux glycoprotéines. L’enveloppe protege la
capside interne ou « core » du virus qui renferme une matrice (MA) composée de protéines
p17 puis une capside (CA) composée de protéines p24. Le génome du VIH-1, contenu dans la
capside et associé a la nucléocapside (NCp7), est constitué de deux molécules identiques
d’ARN simple brin de polarité positive, liées de facon non covalente en 5°. Les trois enzymes
virales indispensables a la réplication : la TI, I’intégrase (IN) et la protéase (PR) sont
contenues dans le core viral. Des protéines accessoires du VIH tels que les protéines Vif et
Vpr sont contenues dans les particules virales et jouent un role fondamental dans I’infectivité

virale (figure 1A).

Le génome du VIH-1 de polarité positive a une longueur d’environ 9200 nucléotides (nt)
(figure 1b). L’ARN viral coiffé en 5’ et polyadénylé en 3’ est encadrée par deux courtes
séquences répétées R (« Repeat) adjacentes aux séquences uniques U5 et U3 présentes
respectivement aux extrémités 5’ et 3° de ’ARN. Dans la cellule hote, la rétro-transcription
de I’ARN viral simple brin en ADN double brin est complexe et génere une duplication des
séquences U5 et U3 conduisant a la formation de séquences répétées directes aux deux
extrémités du génome : les LTR (« Long Terminal Repeat »), constitués des régions U3, R et

US (figure 1b)
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Le génome du VIH-1 est constitué de trois geénes principaux appelées gag (‘group antigen
specific’), pol (‘polymerase gene’) et env ("enveloppe gene’), qui codent respectivement pour
les antigenes de la nucléocapside, pour les enzymes nécessaires a la réplication virale et pour
les protéines de surface du virion. Ils définissent la structure du virus et sont communs a tous
les rétrovirus. Six autres genes situés entre pol et env codent pour des protéines accessoires,
dénommés Tat, Rev, Vif, Vpr, Vpu et Nef. Plusieurs de ces protéines interagissent avec des
protéines cellulaires ou « partenaires cellulaires ». Elles jouent un role pivot dans
I’orchestration du cycle viral du virus et sont essentielles a la réplication virale in vivo (figure

1b).

gp120/gp41

Protéine de Intégrase (IN)

matrice (MA) ARN viral

Transcriptase

Capside (CA) inverse (RT)
Nucléocapside Vpr
(NCp7) Protéase

Figure 1a. Structure du VIH- 1 (d’aprés « Import nucléaire du matériel génétique du VIH-1 » G.Jacquot, S. Benichou ).
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Figure 1b. Structure génomique de ’ADN proviral du VIH-1. L’ADN proviral est encadré par les deux LTR. En plus des
trois genes de structure gag, pol et env, codant respectivement les protéines structurales internes, les trois enzymes virales et

les glycoprotéines d’enveloppe, le VIH-1 a six génes supplémentaires, régulateurs de la réplication virale.
2. Cycle viral

Les différentes étapes de la réplication du virus sont les suivantes : ’entrée du virus dans la
cellule est la conséquence d’une reconnaissance entre la glycoprotéine gpl120 virale et son
récepteur spécifique présent a la surface de la cellule cible, la molécule CD4. Cette liaison de
tres haute affinité entraine un changement conformationnel de la gp120 qui permet a une
région spécifique, la boucle V3 d’interagir avec des corécepteurs (CCR5 et CXCR4)
également présents a la surface de la membrane cellulaire. Cette interaction met en contact la
glycoprotéine gp41 virale avec la membrane cellulaire et il en résulte la fusion entre
I’enveloppe virale et la membrane de la cellule hote. La capside du VIH pénetre alors dans le
cytoplasme de la cellule et débute alors la rétro-transcription du génome viral. Les complexes
VIH-1 intracytoplasmiques, depuis leur entrée dans la cellule jusqu’a 1’achevement de la

rétro-transcription sont appelés « complexe de rétro-transcription ».

Au sein des «complexes de rétrotranscription », I’ARN viral est rétro-transcrit dans le
cytoplasme par la TI en ADN complémentaire ou ADN (-) alors que I’ ARN viral est dégradé
par une activité ribonucléase H de la TL. C’est lors de cette synthese d’ADN (-) que la TI,
polymérase peu fidele (car dépourvue d’une activité exonucléase 3’ vers 5°) introduit des
erreurs qui seront a 1’origine d’une grande part de la variabilité génétique du VIH. La TI
permet ensuite la synthése du second brin d’ADN ou brin (+), utilisant le brin (-) comme

matrice. C’est également a ce niveau qu’interviennent certaines protéines accessoires du VIH-
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1 (Vif et Vpr) dans le maintien de I'intégrité du génome viral et/ou la modulation du taux de
mutation virale via des interactions avec des partenaires cellulaires (mécanismes détaillés au

chapitre 1V).

Pendant I’étape de la rétrotranscription, les complexes, sont transportés activement vers le
noyau. L’achevement de la rétrotranscription est concomitant a la décapsidation et la
formation des complexes de pré-intégration nucléoprotéique appelé CPI contenant, outre
I’ ADN double brin, des protéines virales : I'intégrase, la matrice, la TI et la protéine Vpr ainsi
que des protéines de 1’hote liant I’ADN. Au sein de ce complexe, I’intégrase assure sa
premiere fonction de clivage d’un dinucléotide a chacune des deux extrémités de I’ADN viral
(maturation). Le CPI traverse ensuite la membrane nucléaire et I’ADN viral s’intégre au sein
de I’ADN cellulaire grace a la deuxieme fonction de I'intégrase appelée transfert de brin.
Cette étape d’intégration dans le génome de la cellule hote est trées complexe et, dans un
certain nombre de cas, ’ADN proviral reste sous forme linéaire et est dégradé ou se

circularise en formant des formes a 1 ou 2 LTR.

Apres cette phase dite précoce, la phase tardive va conduire a la libération de nouveaux virus
par la cellule, dépendant du type et de I’état d’activation de la cellule infectée. Le virus utilise
alors la machinerie cellulaire pour se répliquer : la transcription de I’ADN proviral en ARN
génomique est assurée en effet par I’ARN polymérase II de la cellule hote. Deux protéines
virales interviennent alors : tat qui régule 1’élongation de la transcription et rev qui joue un
role dans le transport de I’ARN génomique complet ou épissé vers le cytoplasme. Une fois
dans le cytoplasme, les ARN messagers viraux de différentes tailles codent pour les
polyprotéines env ou gag/pol et pour les protéines accessoires. Apres 1’assemblage de ces
polyprotéines virales et I’encapsidation de I’ARN viral, les nouvelles particules formées
bourgeonnent a la surface de la cellule avant d’étre libérées dans le milieu extracellulaire. La

maturation des protéines virales est assurée par la protéase virale.

II. Variabilité génétique du VIH-1 : principes généraux

Le VIH-1 étant un virus a ARN ayant un cycle de réplication rapide, le processus d’évolution
est particulierement rapide conduisant a un grand polymorphisme viral.

1. Facteurs de variabilité génétique virale

Cette grande variabilité résulte principalement des phénomenes suivants :
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-des mutations aléatoires fréquentes. Le taux de mutations aléatoires est au moins 1000 fois

plus important au niveau du génome du VIH qu’au niveau du génome humain. En effet, la TI
qui permet au VIH de se répliquer, est une enzyme qui ne possede pas d’activité exonucléase
de 3’ vers 5°. La rétro-transcription de I’ARN génomique est initiée dans le « core » viral
dans les étapes précoces du cycle viral. De plus, I’ARN polymerase II cellulaire contribue a
I’apparition de mutations aléatoires au moment de la transcription du génome viral [2]. Les
erreurs introduites au cours de la rétro-transcription sont donc fréquentes et sont estimées a
une erreur tous les 10000 nucléotides copiés. Le génome étant composé d’environ 10000
nucléotides, il sera introduit environ une mutation a chaque cycle de réplication. Au sein de
I’organisme d’une personne infectée et non traitée, on estime que 10 milliard de virions sont
renouvelés chaque jour.

- Les recombinaisons génétiques. L.e phénomene de recombinaison, mis en évidence en 1989

[3], est possible grace a la capacité de la TI de « sauter » d’une molécule d’ARN a I’autre lors
de la rétro-transcription, créant ainsi un ADN recombinant [4]. Ainsi, lorsqu’une seule cellule
est infectée par deux virions génétiquement différents, les séquences peuvent donner
naissance a des formes recombinantes.

- En plus de ces facteurs, d’autres mécanismes de variabilité génétique faisant intervenir
certaines protéines accessoires du VIH (Vif et Vpr) sont également décrits. Ces mécanismes
seront détaillés au chapitre IV.

Si un grand nombre de mutations entraine la production de virions défectifs, certaines
d’entre elles conferent un grand pouvoir d’adaptation permettant au virus d’échapper au
systeme immunitaire de son hote. Seuls les virions les mieux adaptés seront sélectionnés et se
multiplieront dans I’organisme. La prise d’un traitement antirétroviral entrainera également
une sélection au sein de la population virale en favorisant I’émergence de variants résistants.

Ainsi, chez un méme individu, le virus est présent sous forme d’une population virale
polymorphe avec une multitude de génomes différents (ou « variants »), c’est ce qu’on
appelle une «quasi-espece». Chez le sujet récemment infecté, les virus circulants sont
génétiquement tres homogenes. Cette population virale va évoluer avec un taux global de
changement estimé a 1% par an pour le gene env et 0,5% par an pour le gene gag. Un
mélange complexe de variants va apparaitre progressivement et évoluer de facon différente et

indépendante au niveau des différents tissus et cellules [5].
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2. Les sous-types circulants.

Sur la base des distances génétiques entre les VIH-1 retrouvés chez les patients, une
classification des VIH-1, en quatre groupes distincts M (‘Main’), N (non-M, non-O), O
(‘Outlier’) et P a été établie. Le groupe M regroupe 11 sous-types (Al, A2, B, C, D, Fl, F2,
G, H, J et K) dont le sous-type majoritaire est le sous-type C qui représente 50% des
infections dans le monde. La répartition géographique de ces différents sous-types est variable

(http://www.hiv.lanl.gov). A titre d’exemple, le sous-type B est prédominant en Europe, en

Australie et en Amérique du Nord. Le groupe O et le groupe N, beaucoup plus rares, sont
retrouvés principalement au Cameroun. Un nouveau variant VIH-1 a été identifié chez une
femme camerounaise amenant les auteurs a proposer un nouveau groupe appelé groupe P [6].
Dans le cas de co-infections par plusieurs sous-types de VIH-1, des phénomenes de
recombinaison entre les virus distincts permettent 1’émergence de virus recombinants ou
« circulating recombinant form » (CRF). Leur nombre est en constante évolution et la base de

données de Los Alamos en répertorie plus de 50 en 2011 (http://hiv-web.lanl.gov).

Lorsqu’elles sont composées de plus de 2 sous-types, on parle de CRF complexe ou
CRF_cpx. En France, la souche non B la plus fréquente est un recombinant des sous-types A

et G: le CRF02.

II1. Traitement antirétroviral et résistance aux antirétroviraux

1. Principe et objectifs

Dés sa pénétration dans 1’organisme, le VIH se réplique de facon massive (1 a 10
milliards de particules virales produites par jour) et détruit une quantité a peu prés équivalente
de lymphocytes CD4. Ainsi I'infection conduit pratiquement toujours a la destruction
progressive du systéme immunitaire et I’idée d’une possible éradication semble difficile au vu
de I’établissement d’un important réservoir de cellules infectées de maniere latente des la
phase précoce de I’infection. L’enjeu principal du traitement antirétroviral est d’empécher la
réplication virale afin d’éviter la destruction des cellules immunitaires qui conduit a
I’immunodépression sévere définissant le stade SIDA. La réplication virale doit étre, en fait,
réduite a minima afin de préserver I’efficacité des antirétroviraux dans le temps en évitant au
le développement de mutations de résistance. Ainsi puissance et durabilité sont les deux
objectifs du traitement antirétroviral pour la réduction de la morbidité et de la mortalité via le

maintien ou la restauration du syst¢eme immunitaire défini par un nombre de lymphocytes T
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CD4+ supérieur a 500/mm3. La connaissance approfondie du cycle de réplication du VIH a
permis de fournir de nombreuses cibles potentielles a des agents thérapeutiques. Ainsi la TI,
la protéase, la gp41, le corécepteur CCRS et I’intégrase, sont les cibles virales des molécules
actuellement sur le marché francgais. Le premier antirétroviral utilis€é en monothérapie fut la
zidovudine ou AZT en 1987, un inhibiteur nucléosidique de la TI (INTI). Puis d’autres
molécules de la méme classe sont apparues et ont permis, en les combinant, de montrer une
meilleure efficacité des bithérapies. A partir de 1996, est né, avec I’arrivée des inhibiteurs de
protéase (IP), le concept de trithérapie qui combine deux INTIs et un IP. Ces associations
puissantes appelées HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy) ont montré une

considérable efficacité tant sur le plan clinique que virologique et immunologique.

La mesure de la charge virale plasmatique est le meilleur marqueur pour évaluer
I’efficacité d’un traitement. L’objectif est de rendre cette charge virale indétectable en
quelques mois, en dessous de 50 copies/ml en 6 mois afin de limiter, d’une part, le nombre de
lymphocytes T CD4+ infectés qui seraient rapidement détruits et, d’autre part, la sélection de
virus résistants qui entraineraient un rebond de la charge virale plasmatique. L’objectif
immunologique est le retour a des valeurs normales de la numération des lymphocytes CD4
ou plus modestement de maintenir les CD4 au-dessus de 500 par mm3 pour éviter la survenue
de maladies opportunistes. Enfin, le choix thérapeutique doit prendre en compte
I’amélioration de la qualité de vie du patient avec des traitements simples et bien tolérés, afin

d’assurer la meilleure adhésion, élément majeur du pronostic virologique (Yeni, 2010).

2. Molécules antirétrovirales

a. Inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques de la transcriptase inverse
(INTIs)

Les molécules appartenant a cette famille agissent durant la phase précoce du cycle de
réplication virale par inhibition de la TI. Ces composés ont constitué la premiere classe
d’antirétroviraux mis sur le marché en 1987. Ils sont analogues des nucléosides naturels, mais
privés d’un groupement hydroxyle en 3’ (didésoxynucléosides ou ddNTP) les empéchant ainsi
d’assurer la liaison 5°-3” avec le nucléoside suivant. Ils sont alors appelés « terminateur de
chaine » [7]. Ce sont des prodrogues qui subissent une triphosphorylation intracellulaire pour
étre actifs (en dehors du ténofovir). En se liant avec la TI, ces dérivés entrent en compétition

avec les nucléosides naturels et sont incorporés dans le premier brin d’ADN proviral lors de
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sa synthese par la TI. L’arrét de la synthese d’ADN virale correspond a I’effet antiviral.

b. Inhibiteurs non-nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTIs).

De structure chimique différente des INTIs, ils ont des effets similaires avec une
activité inhibitrice importante sur la TI du VIH-1, alors qu’ils sont inactifs sur le VIH-2 et le
VIH-1 groupe O. A la différence des analogues nucléosidiques, ils inhibent la TT de facon non
compétitive, en se fixant au niveau d’une poche hydrophobe située a proximité du site
catalytique de I’enzyme. Ils inhibent la polymérisation par un mécanisme allostérique avec
une activité inhibitrice importante sur la TI du VIH-1 [8]. Les INNTIs ont la particularité
d’étre métabolisés de facon prédominante par le foie avec une demi-vie longue permettant une
prise unique quotidienne. Les INNTIs actuellement commercialisés sont au nombre de
quatre : les molécules de premiere génération, dont la barriere génétique est faible et
présentant des résistances croisées, que sont la névirapine (NVP) et I'efavirenz (EFV)
d’autre part, les molécules de deuxieme génération dont le chef de file est I’etravirine (ETR)
capable d’inhiber des virus porteurs de mutations de résistance aux inhibiteurs de premiere
génération lorsqu’il est associé a des antirétroviraux pleinement actifs. La rilpivirine, nouvelle
molécule de deuxiecme génération a récemment obtenu 1’autorisation de mise sur le marché
chez les patients naifs d’antirétroviraux. Cette nouvelle molécule semble avoir une barriere

génétique plus faible [9, 10].

c. Inhibiteurs de la protéase (IPs)

La synthese des protéines virales du VIH passe par des précurseurs comme les
polyprotéines Gag et Gag-Pol. Le role de la protéase est de cliver ces deux précurseurs pour
donner naissance aux protéines fonctionnelles. Ainsi, a I'inverse des inhibiteurs de la TI
agissant a une phase précoce de I’infection, les inhibiteurs de protéase bloquent une phase
plus tardive de la maturation virale. La majorité des IPs actuellement disponibles sont des
peptidomimétiques qui se lient compétitivement sur le site actif de la protéase. La protéase ne
peut plus cliver les précurseurs et les nouveaux virus seront donc immatures et non infectieux.
Ils sont actifs sur le VIH-1 et VIH-2. L’efficacité et la puissance des IPs ont rapidement
permis un meilleur contrdle de la charge virale des 1997. [11, 12]. Ces composés ont tous un
métabolisme hépatique utilisant la voie des cytochromes CYP3A. Ils font donc I’objet
d’interactions médicamenteuses contre-indiquant 1’utilisation concomitante de certains
médicaments ou nécessitant des ajustements de doses [13]. C’est pourquoi le dosage des

concentrations plasmatiques est souvent conseillé pour ajuster les doses au cas par cas. Le
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ritonavir (RTV), un des premiers IPs mis sur le marché, n’est d’ailleurs plus utilis¢ comme
antirétroviral proprement dit mais comme potentialiseur (« booster » en anglais) grace a son
important effet inhibiteur du CYP3A. Cet effet ralentit le catabolisme des autres IPs et
augmente 1’aire sous courbe de I'IP associé en augmentant soit sa demi-vie (fosamprénavir,
indinavir) soit sa concentration maximale (lopinavir, saquinavir). Les ajustements de
concentrations plasmatiques peuvent alors se réaliser en jouant sur les doses de I’IP ou du
ritonavir selon I'IP utilisée. Actuellement, la classe des IPs est celle qui offre le plus d’options
médicamenteuses avec 7 molécules actives contre le VIH : le saquinavir (SQV), I’indinavir
(IDV), I'atazanavir (ATV), le fosamprénavir (fAPV), le lopinavir (LPV), le tipranavir (TPV)
et le darunavir (DRV). Le nelfinavir (NFV), IP de premicre génération n’est plus utilisé en

France depuis 2007.

d. Autres antirétroviraux

-Inhibiteurs d’entrée

Deux classes de molécules utilisées en clinique agissent sur I’étape d’entrée du virus dans la

cellule : les inhibiteurs de fusion et les inhibiteurs du corécepteur CCRS.

-L’inhibiteur de fusion actuellement commercialisé est I’enfuvirtide (T20) [14]. 1l s’agit d’un
peptide synthétique de 36 acides aminés qui reproduit une partie de région répétée HR2
(heptad repeat region 2) de la gp4l. L’enfuvirtide, en se fixant de facon compétitive au
domaine protéique HR1, empéche I’interaction entre HR1 et HR2 et donc le repliement de la

gp41 ce qui empéche la fusion entre I’enveloppe virale et la membrane cellulaire.

-L’inhibiteur du corécepteur CCRS actuellement commercialisé est le maraviroc. L’utilisation
de cette molécule nécessite la détermination préalable du tropisme des souches présentes chez
un patient donné, les patients infectés par des souches a tropisme X4 ne pouvant bénéficier

d’un traitement par maraviroc.

En plus de ces deux molécules commercialisées, le premier inhibiteur d’attachement (BMS-
663068) a été récemment mis au point. Ce composé est une prodrogue administrée par voie
orale. Son métabolite actif, se lie a la gpl20 virale et inhibe 1’attachement du virus au
récepteur principal CD4. La sensibilit¢é du VIH-1 a cette nouvelle molécule semble tres

variable en fonction des sous-types viraux.

-Inhibiteurs de l’intégrase

Les inhibiteurs de I’intégrase du VIH-1 ont pour rdle de bloquer I'intégration de
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I’ADN proviral dans I’ADN chromosomique de la cellule infectée et ainsi d’empécher la
réplication virale. Cette intégration est divisée en plusieurs étapes, chacune pouvant étre
bloquées indépendamment des autres: 1) formation du complexe enzyme-ADN viral, 2)
préparation des extrémités 3’ de I’ADN viral double brin par I’intégrase, 3) import du
complexe de pré intégration du cytoplasme vers le noyau de la cellule infectée, 4) intégration
de I’ADN viral dans I’ADN génomique (transfert de brin) et 5) réparation de I’ADN apres
intégration. Trois molécules appartenant a la famille des inhibiteurs sélectifs de transfert brins
(STI, pour strand transfer inhibitors) ont été développées depuis quelques années: Le
raltégravir et 1’elvitegravir (de premiere génération) et plus récemment le dolutégravir

(deuxieme génération).

3. Résistance aux antirétroviraux

a. Origine de la résistance aux antirétroviraux

La résistance virale peut €tre définie comme la capacité du virus a se multiplier en
présence d’une molécule antivirale a des concentrations qui inhibent la réplication d’un virus
sensible. Elle résulte d’un compromis entre 1’effet positif des mutations en présence de
I’inhibiteur et I’effet négatif de ces mutations sur la fonction de I’enzyme ou de la cible
antivirale [15, 16]. La sélection des mutations concerne les genes codant les protéines cibles
des antirétroviraux, la TI, la PR, la gp4l, ou l’intégrase. Les protéines ainsi modifié
deviennent insensibles aux antirétroviraux concernés. L’apparition des mutations est liée au
mécanisme de recombinaison et aux erreurs induites au hasard par la TI, avec en moyenne,
I’introduction d’une mutation par virion produit. D’autres mécanismes impliquant des
protéines accessoires Vif et Vpr interviendraient potentiellement dans la résistance aux
antirétroviraux. En effet, ces protéines de régulation interviennent dans le processus de rétro-
transcription de I’ARN viral et participent ainsi au maintien de I'intégrité du génome viral.

Leur impact sur la résistance aux antirétroviraux in vivo fait I’objet de cette these.

Les mutations de résistance conferent un avantage sélectif au virus en diminuant la sensibilité
du virus aux antirétroviraux sans en empécher la multiplication. Le haut degré de
recombinaison du VIH-1 augmente encore la capacité d’émergence de variants porteurs de
mutations de résistance. Ces phénomenes peuvent aboutir a un échec de traitement et peuvent
étre a l'origine de variants multi-résistants [17]. Ainsi I'antiviral n’est pas directement
responsable des mutations mais exerce une sélection sur les populations de mutants

préexistants. La capacité a sélectionner des virus résistants lorsque la réplication virale n’est
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pas controlée peut étre tres différente selon les antirétroviraux, cette notion est communément
appelée « barriere génétique d’un antirétroviral ». Cela comprend plusieurs notions combinant
: (1) le nombre de changement nucléotidique nécessaire pour obtenir une mutation de
résistance, (2) I'impact de cette mutation sur le niveau de sensibilité a 1’antirétroviral, (3)
I’impact de cette mutation sur la capacité réplicative virale ; ’ensemble conditionnant la

vitesse de sélection des variants résistants.

On comprend ainsi tout ’intérét de la trithérapie puisque qu’en augmentant le nombre de
molécules, on diminue la probabilité qu’une souche puisse faire simultanément un nombre
suffisant de mutations pour étre résistant a 1’ensemble des molécules inclues dans la
combinaison. Cependant une méme mutation peut conférer une résistance plus ou moins forte
a plusieurs molécules d’une méme classe : c’est la résistance croisée. C’est pourquoi une
HAART doit comporter deux classes thérapeutiques différentes : le plus souvent 2 INTIs + 1
IP ou 2 INTIs + 1 INNTI. Cependant les derniers IPs mis sur le marché comme le darunavir
par exemple, ont une barriere génétique souvent plus élevée que les IPs plus anciennes : il faut

au virus plusieurs mutations pour le rendre résistant au darunavir alors qu’une seule pouvait

suffire pour d’autres IPs (indinavir, nelfinavir,..), et cette sélection parait plus lente.

La présence de souches résistantes parmi la quasi-espece qui s’est développée dans
I’organisme du patient, n’explique pas tout. Il est établi que méme sous trithérapie efficace
avec une charge virale plasmatique sous le seuil de détectabilité, une réplication résiduelle
plus ou moins importante continue de se produire [18, 19]. L’une des raisons expliquant ce
phénomene est que toutes les molécules ne peuvent pas pénétrer tous les compartiments de
I’organisme a des concentrations efficaces [20]. Ces compartiments, « sanctuaires » pour le
virus, peuvent représenter 1’antichambre de la résistance ou les concentrations suboptimales
permettent la sélection plus ou moins rapide de variants qui accumuleront graduellement les
mutations de résistance. Ces résistances conduiront a des souches de plus en plus aptes a
répliquer en présence des molécules, jusqu'a I’obtention d’un profil génotypique de résistance
suffisamment important pour atteindre un niveau de réplication conséquent et donc une
charge virale plasmatique détectable et définir ainsi 1’échec thérapeutique. Pendant ce
processus dont la rapidité dépendra de la puissance des molécules utilisées, de leur pouvoir de
diffusion, mais aussi de 1’observance du patient et des interactions pharmacocinétiques, le

réservoir proviral aura pu également s’enrichir de ces souches résistantes.
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b. Résistance aux différentes classes antirétrovirales

-Résistance aux INTIs

La transcriptase inverse est un hétérodimere formé de deux sous unités (p66 et p51)
comprenant respectivement 560 et 440 acides aminés. Alors que la sous-unité p51 a un role
stabilisateur de la sous-unité p66, seule cette derniere est active. Elle a la forme d’une main
ouverte, avec une gorge située entre les doigts, la paume et le pouce et ou vient se loger la
matrice d’ARN. Le site actif de polymérisation, situé au niveau de la paume, est formé d’un
motif de quatre acides aminés (YMDD : tyrosine, méthionine, acide aspartique, acide
aspartique) commun a d’autres polymérases. Les mutations de résistance peuvent étre au site
actif de polymérisation (M184V/I), au site de fixation des nucléosides naturels (ANTP)
(K65R, Q151M) ou a distance (T215Y/F).

Pour les INTIs, deux mécanismes de résistance ont été identifiés [21]. Le premier
concerne les mutations de résistance sélectionnées par les analogues de la thymidine que sont
I’AZT et le d4T et qui sont appelées TAMs (thymidine analogue mutations). Leur présence
sur le gene de la TT augmente la capacité de cette enzyme a exciser 1’analogue terminateur de
chaine (la molécule antirétrovirale) venant d’étre incorporé a I’ADN proviral en cours
d’élongation : c’est la réaction de phosphorolyse. Cela consiste a détacher 1’analogue par son
phosphate en rattachant celui-ci a un accepteur externe pour former un complexe qui ne sera
plus incorporable [22] (voir figure 2). Deux substrats sont susceptibles d’accepter ce
phosphate : le pyrophosphate (PPi) produit lors de la synthese d’ADN (voix minoritaire dite
pyrophosphorolyse), et beaucoup plus fréquemment 1I’ATP (la phosphorolyse proprement
dite) (figure 2). Les TAMs favorisent ces réactions. Elles sont huit et concernent six positions
sur le gene de la T1: M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F et K219Q/E. Certaines études
ont suggéré qu’elles pouvaient étre séparées en deux profils distincts dits TAMs-1 et TAMs-2.
La voie dite TAMs-1 comprend les mutations M41L, L210W, T215Y et occasionnellement la
D67N alors que la voie dite TAMs-2 comprend la D67N, la K70R, la T215F et la 219E/Q
[23]. Les mutations en position 67 et 70, situées au niveau des doigts sur la TI améliorent la
flexibilité de I’enzyme [24, 25], tandis que la mutation en position 215 située dans la paume
favorise la fixation de ’ATP [24, 26]. Ces changements facilitent ainsi la réaction de
phosphorolyse. Bien que ces mutations ne soient sélectionnées que par I’AZT et le d4T, elles
auront tout de méme un impact sur I’efficacité des autres molécules de la classe : c’est la

résistance croisée.
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Figure 2. Représentation schématique des deux voix de la phosphorolyse

N

Le deuxieme mécanisme consiste a accroitre la capacité de TI a discriminer les
analogues terminateurs de chaine. La T1 incorpore alors beaucoup moins les terminateurs sans
trop diminuer son affinité pour les analogues naturels. C’est la résistance par discrimination
ou par perte d’affinité [27]. La mutation M184V confere in vitro un haut niveau de résistance
au 3TC par ce mécanisme. L’incorporation du 3TC dans I’enzyme mutée est diminuée de 20
a 100 fois par rapport a son incorporation dans une enzyme sauvage. Cette diminution de
I’incorporation est le résultat d’un encombrement stérique entre I’enzyme portant la M184V
et le 3TC-TP. En effet, la chaine latérale de la valine en position 184 empéche un
positionnement correct du 3TC-TP pour la catalyse. Le mécanisme par perte d’affinité est
également décrit pour d’autres mutations telles que K65R, L74V, Q151M et son complexe
(A62V, V751, F77L, F116Y). Elles sont situées dans le site de liaison des dNTP ou proche de
celui-ci. La plupart de ces mutations diminue aussi plus ou moins la capacité réplicative des

virus car I’incorporation des nucléosides naturels est également touchée.
Les molécules sélectionnant ces mutations sont les suivantes :

La didanosine (ddI) : en monothérapie elle sélectionne la L74V et plus rarement la K65R [28]

[29]. Les virus portant un grand nombre de TAMs ont également montré un certain degré de
résistance a la didanosine [30] [31]. Cependant, la résistance induite par les TAMs semble
faible puisque des expériences réalisés in vitro montrent que I’excision de la didanosine

induite par les TAMs est minime, inférieure a celle induite pour les autres INTIs [32].
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La 3TC et FTC : Ce sont les mutations M 1841 et M184V qui sont sélectionnée sous 3TC/FTC

lorsque la charge virale dépasse les 200 copies/ml [33]. La mutation M184I apparait la
premiere et est remplacée par la M184V qui confere au virus une meilleure capacité
réplicative que la M184I1. Au cours d’un échec thérapeutique, 1’absence de la M1841/V sur le
génotype de résistance peut faire soupconner une mauvaise observance du traitement. In vitro,
la M184I/V conférerait aussi une certaine résistance a la ddI alors que des résultats cliniques
supposent au contraire une resensibilisation [34]. In vivo, la M184V/l n’a d’impact sur
I’abacavir que lorsqu’elle est associée a d’autres mutations. Sa présence sur le gene de la TI
retarde 1’émergence des TAMs [35]. Elle aurait un impact important sur la capacité réplicative
du virus d’ou une disparition rapide de la mutation lorsque que la molécule n’est plus dans le
traitement [36]. L’équipe de Castagna montre que le maintient du 3TC seul, en présence de la
M184V, favoriserait le maintient d’une charge virale plus basse qu’en I’absence de tout
traitement [37]. Ces résultats s’expliqueraient par un effet fitness de la M184V ou une activité
antivirale résiduelle de la 3TC. Une autre équipe a montré que dans le contexte d’un
traitement inefficace le retrait de la 3TC aurait tendance a faire augmenter la charge virale
malgré la présence de la M184V [38]. Ainsi I'utilisation du 3TC/FTC en présence de la
M184V pourrait contribuer a contenir la réplication virale dans le cas ou plus aucun
traitement totalement efficace n’est envisageable. Enfin, une étude récente montre qu’en cas
de traitement optimisé comprenant plusieurs molécules actives, le retrait du 3TC chez les
patients infectés par un virus portant la M184V devrait €tre envisagée car il ne modifie pas

I’efficacité du traitement antirétroviral [39].

L’abacavir (ABC) : Cette molécule sélectionne surtout la L74V mais aussi la K65R, Y115F

et la M184V [40]. In vitro, la combinaison L74V+M184V augmenterait la susceptibilité aux

analogues de la thymidine (AZT et d4T) et diminuerait 1’efficacité des autres INTIs.

Le Tenofovir (TDF): la K65R est la mutation préférentiellement sélectionnée par cette

molécule. Cette mutation impacte aussi I’activité de la 3TC, ABC et ddI. Sa prévalence reste
faible en pratique clinique probablement a cause de I’effet négatif de cette mutation sur la
réplication virale. Sa présence sur le géne de la TI semble également incompatible avec les
TAMs et la L74V. La mutation K70E a également été tres récemment associée au TDF mais

elle est tres rare en pratique clinique.

D’autres mutations de résistance ne peuvent €tre associées a un INTI en particulier. La
mutation Q151M est la chef de file d’une série comportant quatre autres mutations : A62V,

V751, F77L et F116Y. Elles forment le complexe dit « MDR » (multi drug resistance) qui
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provoque la résistance a tous les INTIs en épargnant cependant un peu le TDF et le 3TC.
Cette mutation a été reportée essentiellement apres des traitements comportant ddI+AZT ou
ddI+d4T. Elle semble étre facilement associé a la K65R peut €tre en alternative aux TAMs
qui sont incompatibles avec cette derniere. Enfin la seule mutation qui ne soit pas une
substitution mais une insertion est en position T69 : elle peut €tre observée apres plusieurs
lignes de traitement incluant des analogues de la thymidine. Sa présence, associée aux TAMs,

confere une forte résistance a tous les INTIs.
-Résistance aux INNTIs

La résistance aux INNTIs est due a la sélection de mutations ponctuelles situées au
niveau de leur site de fixation, la poche hydrophobe de la TI. Ces mutations sont situées dans
deux régions distinctes (entre les codons 100 — 108 et 179 — 190) et sont communes aux deux
INNTIs de premiere génération (névirapine et efavirenz) a quelques exceptions pres et de
deuxieme génération (etravirine et rilpivirine). Récemment, une troisieme position de
résistance au résidu 138 de la TI a été récemment décrite comme étant impliquée dans la

résistance aux INNTIS de deuxieme génération (etravirine et rilpivirine).

Les mutations aux INNTIs de premiere génération conferent une résistance croisée tres
forte. Les données disponibles suggerent que des mutations ponctuelles comme la 103N
sélectionnées pendant un traitement aux INNTIs de premiere génération, ont des effets limités
sur la capacité virale mais conferent des hauts niveaux de résistance et perdurent en 1’absence
de pression de la molécule [41]. Toutes ces données montre I’inutilité de conserver cette
classe en présence de mutations ou en 1’absence de traitement suffisamment puissant pour

maintenir la charge virale indétectable.

L’etravirine et plus récemment la rilpivirine sont les deux molécules de deuxieéme
génération commercialisées. Ces deux molécules sont proches au niveau structural et
partagent une moindre résistance croisée avec les composés de premiere génération. Alors que
I’etravirine semble posséder une barriere génétique élevée, la rilpivirine sélectionnerait
rapidement des mutations de résistance. Des études récentes de phase III chez des patients
naifs d’antirétroviraux (ECHO et THRIVE) ont comparé 1’efficacité virologique d’une
trithérapie comprenant 2 INTIs/efavirenz a une nouvelle trithérapie 2 INTIs/rilpivirine [9, 10].
Ces études montrent un pourcentage plus élevé d’échecs virologiques dans le bras rilpivirine
(en association avec emtricitabine et ténofovir ) par rapport au bras efavirenz (10 % versus 6
%). Dans ces études, la mutation EI138K sélectionnée sous rilpivirine est fréquemment

retrouvée avec la mutation M1841 en cas d’échec virologique. Cette association a posé la
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question d’une interaction entre la mutation E138K a la rilpivirine et la mutation M1841 a
I’emtricitabine. Ainsi, des expériences de mesure de 1’activité de la TI in vitro ont montré que
le mutant E138K/M1841 possederait une meilleure activité TI par rapport au mutant
E138K/M184V [42]. D’autres études suggerent que le mutant E138K/M 1841 développerait
une résistance phénotypique plus élevée a la rilpivirine que le mutant EI38K/M184V [43].

-Résistance aux inhibiteurs de protéase

La protéase du VIH-1 est I’enzyme responsable du clivage des polyprotéines précurseurs Gag
et Gag-Pol lors de la maturation du virion, qui deviendront des protéines de structure et des
enzymes de la particule virale [44]. La protéase du VIH est un homodimere composé de deux

sous unités identiques de 99 acides aminés.

L’ensemble des IPs induit la sélection de mutations de résistance. Ces mutations sont
principalement localisées dans la région du site de fixation du substrat de la protéase. Les
changements conformationnels provoqués par ces mutations réduisent I’affinité de fixation
entre ’enzyme et I’IP et/ou le substrat, conduisant a une activité réduite de la protéase et a
une altération de la capacité réplicative virale. De facon générale, la résistance aux IPs est un
phénomene progressif qui nécessite 1’accumulation de plusieurs mutations. Par conséquent, la
barriere génétique est élevée pour cette classe d’antirétroviraux. Sous la pression de sélection
des IPs, on distingue deux types de mutations qui peuvent émerger : des mutations dites
majeures ou primaires et des mutations dites mineures ou secondaires. Les mutations
majeures comme les mutations D30N, G48V, ISOL/V, V82A/F/L/S/T et 184V sont les
premieres a &tre sélectionnées et sont situées au niveau du site actif de I’enzyme. Une
mutation majeure va changer la conformation du site actif de la protéase empéchant ainsi I’IP
de s’y fixer [45]. Elles ont en général un effet délétere sur la réplication du virus résistant [46-
48]. Les mutations mineures surviennent secondairement et sont situées a 1’extérieur du site
actif. Ces mutations a elles seules ne sont pas responsables de la résistance mais, associées
aux mutations majeures, augmentent le niveau de résistance et/ou permettent de compenser
partiellement la capacité réplicative du virus. Alors que les mutations primaires sont assez
spécifiques d’un inhibiteur donné, les mutations secondaires sont souvent communes aux
différents IP. Cela explique en partie les problemes de résistance croisée entre les molécules

de cette classe.

-Résistance aux autres inhibiteurs

L’enfuvirtide ou T20 (Fuzeon®), inhibiteur de fusion est un polypeptide synthétique
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dont la séquence correspond a la région HR2 de la gp41 et qui se fixe sur la région HR1 de
cette méme glycoprotéine. Les premieres études in vitro ont mis en évidence le
développement de mutations de résistance au niveau des trois codons 36, 37 et 38 [49] de
cette région. Puis les études chez des patients en échec de T20 ont montré I’émergence de

mutations sur un nombre plus large de positions: de 1’acide aminé 38 a 45[50, 51].

En ce qui concerne la résistance aux antagonistes du CCR5 (Maraviroc), il a été
montré que le VIH peut développer des résistances par sélection des mutations entrainant des
changements phénotypiques et génotypiques (mutations dans la boucle V3 de la gp120) sans
modification de tropisme du virus qui continue a utiliser le corécepteur CCRS [52, 53].
Cependant les déterminants de résistance restent encore mal élucidés. Par ailleurs, il a été
montré que les populations du virus a tropisme CXCR4, minoritaires et non détectées a
I’instauration du traitement, pouvait émerger au cours du traitement par antagoniste de CCRS5

[54].

Enfin, en ce qui concerne la résistance aux anti-intégrases, deux profils distincts
comportant soit la mutation N155H soit la mutation Q148K/R/H associés a une ou plusieurs
mutations secondaires sont décrits pour le raltégravir [55]. D’autres profils moins fréquents
peuvent également étre associés a la résistance [56]. Le profil Q148 semble plus fréquent et
entraine un tres haut niveau de résistance. Le profil N155 est moins fréquent et entraine
également un haut niveau de résistance avec une altération de la capacité réplicative du virus.
L’addition de mutations secondaires aux mutations primaires restaure en partie I’infectivité.
En ce qui concerne I’elvitegravir, différents profils peuvent étre sélectionnés, notamment
E92Q ou NIS5S5H. Il existe une résistance croisée tres importante entre raltégravir et
elvitégravir. La barriere génétique de cette famille est faible et une seule mutation peut induire
d’emblée une résistance complete a ces molécules. Il convient donc d’étre tres vigilant et de
n’autoriser aucune réplication résiduelle sous traitement comportant un inhibiteur d’intégrase
de premiere génération. Un nouvel inhibiteur d’intégrase, le dolutégravir (DTG, GSK-
1349572) est actuellement en cours d’étude. Les résultats préliminaires de 1’étude VIKING
(évaluant ce nouvel inhibiteur) obtenus chez despatients prétraités en échec avec une
résistance génotypique a au moins deux classes d’antirétroviraux et au raltégravir (RAL) ont
montré une efficacité apres 11 jours de traitement. L’ efficacité antivirale est cependant réduite
chez les patients porteurs d’un virus avec le profil Q148, comparé aux virus avec le profil
N155H ou Y143C. Les résultats a 24 semaines de cette étude permettront de mieux conclure

sur I’efficacité du dolutégravir chez les patients infectés par un virus résistant au raltégravir
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(Eron, abstract MOABO10 IAC 2010).

4. Evaluation de la résistance

a. Les tests génotypiques

Ces tests consistent a rechercher par séquencage, dans le gene correspondant a la cible de
I’antirétroviral, des mutations connues comme associées a la résistance. La technique de
référence utilisée est le séquencage direct des genes des protéines cibles des antirétroviraux
afin de déterminer si les codons sont de type sauvage ou muté par rapport a une séquence de
référence. Les avantages de cette technique sont sa rapidité d’exécution, sa reproductibilité et
sa standardisation (évalués par des controles de qualité nationaux et internationaux). L”ARN
viral plasmatique extrait est d’abord rétrotranscrit en ADN puis les genes de la TI et de la
protéase, de I’intégrase, de la boucle V3 ou de la gp41 sont amplifiés spécifiquement par
PCR. La sensibilité correspond a une limite inférieure de détection qui varie actuellement
entre 20 et 50 copies/ml de charge virale plasmatique dans le prélevement initial. Les genes
sont alors séquencés directement a partir du produit de PCR au moyen de séquenceurs
automatiques. Les séquences ainsi obtenues sont comparées a une séquence de référence, dite
« sauvage », dénuée de mutations de résistance. La méthode consiste alors a identifier les
substitutions ou insertions d’acides aminés impliquées dans la résistance aux antirétroviraux
et I'interprétation s’appuie sur des regles ou algorithmes d’interprétation empiriques. La
construction d’algorithmes d’interprétation, mis a jour régulierement, permet de traduire le
profil de mutation observé en « sensible », «résistance possible » ou « résistance » pour
chaque molécule. On peut également établir le nombre de molécules encore actives dans une
combinaison thérapeutique : c’est le GSS (genotypic sensitivity score) ou score de sensibilité

génotypique.

Un point faible de ces tests est qu’ils ne tiennent pas compte de I’ensemble de la séquence
génétique du virus et ne se référent qu’a un certain nombre de mutations dont I’impact a pu
étre démontré in vivo via des essais cliniques. De plus, les mutations sont définies par rapport
a une séquence VIH-1 consensus de sous-type B, majoritaire en France, aux USA et dans les
pays occidentaux mais qui est rare en Afrique. De plus, cette technique standard de
détermination du génotype ne permet d’analyser que la population majoritaire lorsqu’elle
représente au moins 15 a 20% de la population virale totale circulante dans le plasma. Des
approches différentes pour détecter des variants minoritaires, comme clonage moléculaire ou

le pyroséquencage sont actuellement réservées aux protocoles de recherche.
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b. Les tests phénotypiques

Ces tests consistent a évaluer le comportement du virus en culture cellulaire en présence d’un
antirétroviral et de le comparer a une souche sauvage de référence. Le mode d’expression est
la concentration inhibitrice 50 ou 90% (Clsy ou Clyg), concentration d’antirétroviral réduisant
la production du virus en culture cellulaire respectivement de 50% ou 90%. Le test
phénotypique de référence utilise le virus isolé a partir de lymphocytes de sang périphérique
(test de référence de I’AC11- ANRS). II existe également le test RVA (pour « recombinant
virus assay ») [57] : un virus VIH-1 artificiel est produit par I’insertion de la région du gene
pol du virus du patient dans le génome d’un virus adapté a la croissance sur lignée cellulaire.
Ce virus recombinant est cultivé en présence d’une concentration croissante d’antirétroviraux
et le taux de réplication in vitro est mesuré. En utilisant ces techniques, le phénotypage a
I’avantage de fournir des résultats quantitatifs (Clso) et permet de prendre en compte toutes les
mutations présentes in vivo sur les geénes étudiés. Cependant cette méthode est longue,
complexe et coliteuse. Pour ces raisons, ces tests sont surtout utilisés dans le cadre d’essais

thérapeutiques, pour I’étude de nouveaux antirétroviraux en particulier.

Différents autres protocoles de tests phénotypiques sont mis au point. Dans notre laboratoire,
dans le cadre de protocoles de recherche, les tests phénotypiques sont réalisés sur cellules
Hela P4 (figure 3). Ces cellules expriment le récepteur CD4 et comportent une copie intégrée
du geéne LacZ sous le contrdle du « Long Terminal Repeat » LTR viral. L’expression de LacZ
est induite par la protéine transactivatrice Tat du VIH-1. Cette technique permet de quantifier
I’infectiosité au cours d’un cycle de réplication virale. La révélation de I’infection sera
réalisée 44h apres infection par la mesure de I’activité B-galactosidase révélée par 1’hydrolyse
du substrat « chlorophenol red-B-D-galactopyranoside » ou CPRG (mesure de 1’absorbance a
575 nm). La caractérisation phénotypique de résistance aux différents antirétroviraux est
réalisée en utilisant ce systeéme d’infection cellulaire en présence de concentrations croissantes

de I’antiviral testé.
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Figure 3: Représentation schématique de la mesure de linfectivité virale dans les cellules HeLa P4.

c. Utilisation des tests de résistance.

Lors d’un échec thérapeutique, I’utilité des tests génotypiques de résistance pour prescrire une
nouvelle combinaison antirétrovirale a ét¢ démontrée, des points de vue virologique et
clinique, par plusieurs études [58-60]. Les recommandations francaises préconisent
I’utilisation des tests génotypiques de résistance dans des situations cliniques précises au
cours de suivi des adultes et enfants infectés par le VIH (Yeni 2010). La principale indication
est la prise en charge des échecs thérapeutique : un test génotypique doit étre effectué en cas
d’échec virologique établi alors que le patient est sous traitement antirétroviral et que la
décision d’un changement de traitement est envisagée. D’autres situations cliniques
nécessitent la réalisation d’un génotype, par exemple lors de la découverte d’une

séropositivité VIH, avant I’initiation d’un traitement antirétroviral ou en cas de grossesse.
IV. Role des protéines accessoires du VIH-1 Vif et Vpr dans la variabilité

génétique
1. La protéine Vif du VIH-1

a. Généralités

La protéine Vif est une protéine de 198 acides aminés de 23 kDa, codée par le gene vif
dont le cadre de lecture chevauche celui de I’intégrase et de vpr, respectivement en 5' et 3'. La

protéine Vif est exprimée a la phase tardive du cycle viral. Vif est indispensable a la
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multiplication virale in vivo chez 1’hote infecté. Son rdle est resté longtemps inconnu jusqu’a
la découverte de APOBEC3G en 2002 [61]. APOBEC3G ou A3G (apolipoprotein B mRNA-
editing enzyme catalytic polypeptide-like editing complex 3) appartient a la famille des
cytidines désaminases, enzymes cellulaires connues jusqu’alors pour leur fonction de
désamination des cytidines en uridines (APOBEC1). L’équipe de Sheehy [61] a montré que
A3G agissait comme facteur de restriction du VIH-1 et qu’en retour, Vif contrecarrait les
activités antirétrovirales de cette enzyme. Apres 'identification de A3G, les recherches se
sont accélérées et 'effet antirétroviral de cette protéine ainsi que les mécanismes de
neutralisation de cette protéine par Vif ont été rapidement caractérisés. D’autres protéines
APOBEC3 ont été identifiées par la suite comme facteur de restriction du VIH-1 chez
I’homme (APOBEC3B, APOBEC3DE, APOBEC3F, APOBEC3H). Parmi eux, APOBEC3G
(A3G) et APOBEC3F (A3F) sont les principaux acteurs de restriction.

b. Mécanismes d’action

Dans la derniere étape du cycle viral, la protéine Vif contrecarre principalement les
cytidines désaminases A3G et A3F en empéchant leur incorporation dans les virions et
prévient ainsi leur activité de restriction lors de I'infection du cycle suivant. Pour cela, Vif
recrute d’une part les protéines A3G et A3F et d’autre part un complexe protéique
d’Ubiquitine ligase E3 (cullin5-elonginB-ElonginC). Vif induit alors une polyubiquitination
des protéines A3G et A3F et il s’en suit leur dégradation par le protéasome [62].

Différents domaines dans la partie N-terminale de Vif sont impliqués dans la
reconnaissance spécifique des protéines APOBEC3 [63-66]. Certains de ces domaines
permettent une interaction spécifique avec I’une ou 1’autre des enzymes A3G ou A3F alors
que d’autres domaines interagissent avec les deux enzymes (figure 4a et 4b). Certains résidus
au sein de ces domaines doivent étre conservés pour que la fonction de Vif reste intacte
(figure 4c). Ainsi, la mutation K22E altere totalement la capacité de Vif a contrecarrer A3G

et a I’inverse, la mutation W11R altere la capacité de Vif a contrecarrer A3F [63].

D’autre part, I’interaction de Vif et de I’ubiquitine ligase E3 se fait au niveau de motifs

conservés dans la partie C-terminale de Vif (figure 4a et 4b).
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Figure 4 : La protéine Vif contrecarre les voies antivirales APOBEC3 a) Représentation schématique des domaines
fonctionnels de la protéine Vif du VIH-1. b) Représentation schématique de la polyubiquitination d’APOBEC3G induite par
l'ubiquitine ligase E3 (cullin5-elonginB-ElonginC), recrutée par Vif. (d’aprés Chiu et al.2008) [67]. c¢) Domaines
d’interaction de Vif avec A3G et A3F.

Mécanismes moléculaires de 1’action antivirale d’APOBEC3G

Plusieurs mécanismes moléculaires de restriction antirétrovirale des enzymes A3G et
A3F ont été décrits: le premier, qui sera développé dans la suite du chapitre, est la
conséquence de I’activité de désamination de ces enzymes ; d’autres mécanismes ont été

décrits tel que I’inhibition de I’élongation de la rétrotranscription [68] (figure 5). En I’absence
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de Vif, les enzymes cellulaires A3G et A3F sont incorporées dans la particule virale dans les
dernieres étapes du cycle viral, ce qui permettra d’exercer leur activité de restriction au cycle
d’infection suivant. Au cours de I'infection des cellules cibles, ces enzymes catalysent la
désamination de cytidines (C) en uridines (U) sur le premier brin synthétisé (de polarité
négative) apres rétrotranscription de I’ARN viral [69]. Ceci aboutit, lors de la copie du
deuxieme brin d’ADN a des mutations de Guanidine (G) vers Adénine (A) dans le brin positif
du VIH-1. Le taux élevé de mutations de (G) vers (A), définit I’ « hypermutation » du génome
viral. Ces mutations se réalisent préférentiellement dans un contexte nucléotidique particulier
ou la base mutée est influencée par le nucléotide en 3': A3G induit préférentiellement des
mutations dans le contexte « GG » vers « AG », A3F dans le contexte « GA » vers « AA ».
Le virus est alors, dans la grande majorité des cas, non viable par apparition de codon faux
sens ou de codons stop. L’ADN hypermuté subira deux destinées. Une partie sera reconnue
par les enzymes cellulaires (uracyl DNA glycosylases et endonucléases), sera clivée et
dégradée et ne sera donc pas intégrée dans le génome cellulaire. Une autre partie échappe a la
dégradation et s’intégrera dans I’ADN cellulaire. Dans la majorité des cas, le taux tres élevé
de mutations empéchera alors la synthese de protéines virales fonctionnelles et le cycle viral
sera arrété ([67] pour revue). Cependant, il a ét€ démontré que les mutations G-ver-A induites
par les protéines APOBEC3 peuvent se faire a un taux plus faible, n’atteignant pas le seuil

d’extinction viral [70].
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Figure 5 : Activités antivirales d’A3G incorporé dans les virions (d’apres Chiu et al.2008) [67].
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c. Fonctions de Vif et spécificité cellulaire

En culture cellulaire, on distingue deux types de cellules en ce qui concerne leur
permissivité vis-a-vis des virus dépourvus du gene vif : les cellules dites restrictives ou « non
permissives » (lymphocytes T et certaines lignées lymphocytaires MT-2 ou CEM par
exemple) dans lesquelles le virus VIH-1 dépourvu du gene vif (VIH-1Avif) est incapable de se
répliquer (figure 6a) et les cellules dites « permissives » (par exemple certaines lignées
lymphocytaires : CEM-SS, Sup-T1) dans lesquelles le virus VIH-1Avif se réplique
normalement (figure 6b). Les virions produits en 1’absence de Vif dans une cellule «non
permissive » ne présentent pas de pouvoir infectieux lors de I'infection d’une cellule cible.
Les travaux de Sheehey [71] a montré que les cellules permissives n’exprimaient pas le
facteur de restriction A3G alors que les cellules non permissives (CEM) exprimaient A3G.
Dans les cellules non permissives infectées par un virus VIH-1Avif, les nouveaux virions
produits encapsident A3G entrainant une hypermutation du génome viral lors de I’infection de

la cellule cible et I’arrét du cycle viral (figure 6b).
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Figure 6 : Fonctions de Vif et spécificité cellulaire. (d’apres K.Rose et al. 2004) [62]
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In vivo, les cellules naturellement infectées par le VIH (lymphocytes T et macrophages) sont
du type « non permissives ». Dans ces cellules, I’expression d’A3G et A3F est responsable de
la survenue d’un grand nombre de mutations G-vers-A dans le génome proviral contribuant
ainsi a la diversité virale (voir paragraphe « Implication des protéines Vif et Vpr du VIH-1

dans la variabilité génétique du VIH »).
d. Role de l'interaction Vif-APOBEC3 dans la variabilité génétique virale

Plusieurs arguments sont en faveur de I’implication des protéines APOBEC3 dans la
diversité génétique du VIH-1. 11 a été démontré qu’A3G a doses physiologiques pouvait
induire des mutations subléthales in vitro, ce qui augmenterait la variabilité génétique sans
induire une extinction virale. En effet, les virus mutés portant des mutations G-vers-A dans
des contextes de désamination d’A3G étaient capables de produire des « progénitures »
virales viables capables d’infecter de nouvelles cellules [70]. De méme, in vivo, des séquences
de VIH-1 portant des empreintes génétiques de désamination sont détectées dans les provirus
VIH-1 de patients a différents étapes de la maladie [72-75]. Les mutations engendrées
peuvent atteindre un nombre de 700 par cycle [76]. Parmi les hypotheses avancées pour
expliquer ce phénomene in vivo, I’absence de neutralisation absolue d’APOBEC3 par Vif
semble étre la plus plausible chez les patients infectés par le VIH-1. L’équipe de V. Simon a
montré que des variants de Vif ayant une activité anti-A3G et anti-A3F suboptimale étaient
fréquemment retrouvés dans les lymphocytes de patients infectés par le VIH-1 [63]. Le
blocage des protéines A3G et A3F étant incomplet, celles-ci seraient incorporées dans les
virions et il en résulterait alors une augmentation du taux de mutation de type G vers A. Ce
mécanisme pourrait €tre mis en relation avec la composition en nucléotides riche en A du

génome du VIH-1 [77].

L’implication probable des protéines APOBEC3 dans la diversité du VIH-1 in vivo a posé
la question du rdle éventuel de ces enzymes dans 1I’émergence des mutations de résistance aux
antirétroviraux. Les hypermutations de type G vers A pourraient accélérer I’apparition de
mutation de résistance, notamment en augmentant la quantité de variants présentant les
mutations de résistance avant I’instauration du traitement antirétroviral. L’équipe de V. Simon
[78] a confirmé cette hypothese in vitro concernant 1’apparition de la mutation M 1841 avant et
apres traitement par le 2°-deoxy-3’-thiacytidine (3TC). Les variants de VIH-1 échappant au

3TC présentent une mutation au niveau de 1’acide aminé 184 Méthionine (ATG) du gene de la
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TI. Sous 3TC, la premiere mutation de résistance qui apparait a ce niveau est la mutation 184
Isoleucine ou M1841 (ATA), correspondant a une mutation de type G vers A, possible
conséquence de désamination par A3G. L’équipe de V. Simon a réalisé€ des infections virales
par des virus VIH-1 ayant une protéine Vif activité anti-A3G altérée (mutation Vif E45G)
dans des cellules mononuclées de sang périphérique (PBMC). Les auteurs ont étudié le taux
de mutation G vers A dans les virions produits et ont observé qu’en dehors de toute exposition
antirétrovirale, environ 1/3 des virions produits sont porteurs de la mutation de résistance
M1841. De plus, la co-infection de lymphocytes par des virus sauvages et des virus
hypermutés, provenant de I’infection par le VIH-1 Vif E45G permettait, méme en présence
d’une forte concentration de 3TC, I’émergence d’un variant viral résistant alors que dans ces
mémes conditions, le VIH-1 sauvage ne se réplique pas. Les auteurs ont montré que le variant
résistant a une forte concentration de 3TC a pu émerger par recombinaison entre un virus
hypermuté (ayant la M184I) et un virus sauvage [78]. Ces résultats montrent ainsi que dans
certaines conditions in vitro, I’émergence de mutations de résistance peut étre médiée par les
protéines APOBEC.

Ainsi, il existe plusieurs mutations de résistance qui nécessitent des substitutions de type G
vers A (22% de I’ensemble des mutations de résistance) [79] et qui peuvent potentiellement

résulter de 1’activité de A3G ou A3F (tableau 1).

Protéase Transcriptase inverse Intégrase Enveloppe
V11l M41L E138K G36S/D
G16E D67N G163R

D30N E138K

V321 M1841

M361 G190E/S

M461 M230L

G73S

Tableau 1 : mutations de résistance potentiellement induites par A3G ou A3F

2. Laprotéine Vpr du VIH-1

a. Généralités

La protéine Vpr est une protéine de 96 acides aminés de 14 kDa, codée par le gene vpr. Ce
gene, dont le cadre de lecture chevauche celui de vif et de tat en 5' et 3' respectivement, est tres

conservé parmi les différents sous-types viraux du VIH-1. Vpr est exprimée tardivement au
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cours d’un cycle viral et est incorporée dans les virions bourgeonnant des cellules infectées en

interagissant avec le domaine p6 C-terminal du précurseur Pr55 codé par le gene gag.

Sur le plan structural, différents domaines de Vpr ont été mis en évidence grace a des
prédictions informatiques et a des études en résonance magnétique nucléaire (RMN) [80-82].
Ainsi, Vpr présente une région amino-terminale flexible suivie de trois hélices alpha et enfin
une région carboxy-terminale flexible (figure 7). L’hélice alpha 1 est localisée entre 1'acide
aminé 17 et 33, une deuxieme hélice alpha entre I'acide aminé 38 et 50 et une troisieme hélice

alpha se situe en aval, entre les acides aminés 53 et 83[83]. Des corrélations « structure-

fonction » ont été déterminées par l'analyse fonctionnelle de certains mutants du gene vpr [84-

.
K/C-terminal p

87].

Hélice al

N-terminal

Figure 7 : Représentation tridimensionnelle de Vpr. Trois hélices alpha sont identifiées : une hélice alpha 1 est ainsi
localisée dans la région amino-terminale entre l'acide aminé 17 et 33, une deuxiéme hélice alpha entre l'acide aminé 38 et 50
et une troisieme hélice alpha se situe en aval, entre les acides aminés 53 et 78 (d’aprés Bizhan Romani and Susan

Engelbrecht, 2009, J Gen Virol )

b. fonctions de Vpr

®  Modulation du taux de mutation viral : interaction avec la forme nucléaire de I’UNG

La protéine Vpr est incorporée dans les particules virales bourgeonnant des cellules infectées
et sa présence dans les particules est requise lors des étapes précoces de I’infection (figure 8).
Les travaux du groupe de Louis Mansky ont montré que la présence de Vpr au sein du

complexe de rétro-transcription réduisait le taux de mutation virale lors de la rétro-
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transcription [88, 89]. Cet effet est particulierement mis en évidence lors de 1’infection de
macrophages : en effet, le taux de mutations du VIH-1, mesuré au cours d’un cycle unique de
réplication, est 16 a 18 fois inférieur a celui mesuré pour un virus dépourvu du gene vpr [87].
Les résultats rapportés dans 1’équipe de S. Benichou ont montré que cette activité est liée a
I’interaction directe de Vpr avec la forme nucléaire de I’ « Uracile DNA Glycosylase » UNG
(UNG2) [87, 90], enzyme de réparation de I’ADN dont la fonction est d’assurer I’élimination
des bases uraciles présentes dans I’ADN, incorporées par erreur ou résultant de la
désamination de la cytosine par les enzymes de restriction virale APOBEC3. Récemment,
cette méme équipe a montré que 1’activité de modulation du taux de mutation virale induite
par 'UNG-2 est indépendante de son activité catalytique et serait liée a son interaction avec
un complexe RPA (pour « replication protein A »); ce complexe étant également impliqué

dans la réparation de I’ADN [91].
e Importation du VIH-1 dans le noyau

L’import nucléaire du complexe de préintégration (PIC) est constitué des ARN génomiques
viraux et de protéines virales : la protéine de matrice MA (ou p17) l'intégrase virale (IN) et
Vpr ainsi que de protéines cellulaires [92-94]. Des séquences de localisation nucléaire (NLS)
ont été reconnues dans IN et MA suggérant que ces protéines seraient responsables (du moins
en partie) de I’adressage nucléaire du PIC, mais leur affinité pour la kariophérine alpha
apparait faible. La protéine virale Vpr ne possede pas de motif canonique de type NLS, mais
possede une forte affinité pour I’enveloppe nucléaire [95] résultant de sa capacité a interagir
avec la nucléoporine hCGI, constituant du pore nucléaire (NPC). Cette interaction est
responsable de 1’ancrage de Vpr au NPC, et assurerait le recrutement du PIC a I’enveloppe
nucléaire pour permettre ensuite sa translocation dans le noyau. Cette fonction de Vpr
autoriserait donc l'infection productive d'un grand nombre de cibles cellulaires, et notamment

les macrophages.
® Autres fonctions de Vpr

Une induction transcriptionnelle de Vpr sur le LTR du VIH-1, ainsi que sur d'autres

promoteurs, avait été rapportée des 1990 [96-98]. Cette induction est modérée, se traduisant
par une multiplication d'un facteur 2 a 3 de l'activité de ces promoteurs. Elle est due a une
interaction entre Vpr et certains facteurs de transcription (Spl : stabilisation des complexes

promoteurs, p300 et TFIIB) [96, 98, 99]. De plus, il a été démontré que Vpr transactive les
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promoteurs contenant les « glucocorticoid response elements » (GRE) et jouerait un réle dans

I’inflammation au cours de I'infection par le VIH [100].

Vpr est également capable d’induire un blocage du cycle cellulaire en phase G2 [101-103],

empéchant ainsi la prolifération des cellules infectées. L'arrét en G2 placerait le virus dans un
contexte transcriptionnel favorable, lui permettant d'optimiser son expression avant la mort
cellulaire. Les domaines de la protéine impliqués dans cette fonction se situent a son extrémité
carboxy-terminale, mais d'autres régions semblent intervenir puisque certaines mutations
ponctuelles localisées a 1'extrémité amino-terminale abolissent également cette fonction de
Vpr [85]. Physiologiquement, le changement de phase au cours d’un cycle cellulaire s’initie
graice a des phénomenes de phosphorylation de protéines cibles de kinases cellulaires
(dépendantes de cyclines). Les mécanismes moléculaires impliqués dans le blocage du cycle
cellulaire par Vpr ont fait I’objet de nombreuses études. Certaines études ont montré que Vpr
inhibait directement 1’activité d’une phophatase CDC25 impliquée dans I’activation d’une
cycline responsable de 1’arrét du cycle cellulaire. Ce mécanisme d’action ne semble pas étre le
seul responsable du blocage du cycle cellulaire : d’autres études montrent que Vpr peut
détourner la machinerie cellulaire d’ubiquitination en recrutant DCAF1 (DDB1- and CUL4-
associated factor 1), protéine adaptatrice de 1’ubiquitine ligase Cul4A. Puisque ce complexe
est impliqué dans la dégradation par le protéasome, il a été suggéré que Vpr induise la
dégradation d’une protéine (encore non connue) indispensable a la transition de la phase G2

vers la mitose [104].

L’induction des processus apoptotiques par Vpr a fait I'objet de nombreux travaux [105-108].

Un effet pro-apoptotique est démontré sur lignées lymphoides T et sur des lymphocytes
primaires, que ce soit apres expression de la seule protéine, ou dans le contexte de 1'infection
provirale [107]. Vpr induit une perméabilité de la membrane mitochondriale en interagissant
avec un complexe de perméabilité membranaire (« permeability transition pore complex ») et
fait également intervenir d’autres protéines telles qu’un translocateur membranaire
mitochondrial (adenine nucleotide translocator) et des protéines pro-apoptotiques membres de
la famille BCL-2. Le domaine de Vpr impliqué dans 1’apoptose semble se situer dans sa partie

carboxy-terminale.
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Figure 8 : Représentation schématique des principaux réoles de Vpr du VIH au cours d’un cycle viral (d’aprés « Import

nucléaire du matériel génétique du VIH-1 » G.Jacquot, S. Benichou ).

c. Role de Vpr dans la variabilité génétique virale

La TI du VIH-1 est une enzyme peu fidele introduisant environ une erreur tous les 10000
nucléotides copiés au cours de la rétro-transcription. Celle-ci est initiée dans le « core » viral
dans les étapes précoces du cycle viral, au sein d’'un complexe nucléoprotéique comprenant
outre le génome viral et les enzymes virales essentielles a la réplication virale (RT, protéase,
intégrase), la protéine virale Vpr et certaines protéines de I’hote telle que I’'UNG?2. Plusieurs
études on montré que le recrutement de I’'UNG-2 par Vpr est corrélé a la capacité de Vpr a
moduler le taux de mutation viral. En effet, ’acces de ’'UNG2 au sein du complexe de
rétrotranscription lors de la synthése de ’ADN viral [87, 88] va limiter le taux d’erreurs
induites par la RT du VIH-1. Alors que les premiers travaux suggéraient que la modulation du
taux de mutation viral était la conséquence de ’activité catalytique de ’enzyme [87], une

étude récente montre que cette action est liée a son interaction avec un complexe RPA (pour
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«replication protein A »); ce complexe étant également impliqué dans la réparation de

I’ADN [91].

Le role de Vpr dans la fidélité de la rétrotranscription a posé la question de son
implication dans la variabilité génétique virale in vivo. En effet, il a ét€ montré que des virus
mutés dans Vpr (VprW54R) n’interagissent plus avec 'UNG-2. L'effet de cette mutation sur
le taux de mutation du VIH-1 est alors exacerbé, puisqu'il est 16-18 fois supérieur a celui d'un
virus sauvage dans les macrophages [87]. Ainsi certains variants de Vpr ont la capacité
d’augmenter le niveau de variabilité génétique virale. En modulant le taux de mutation virale,
le polymorphisme de vpr pourrait influencer la variabilité génétique virale in vivo. Etant
donné 1I’étroite relation existant entre le taux de variabilité génétique et la vitesse d’apparition
de mutation de résistance, il parait possible que certains mutants de Vpr puissent accélérer
I’apparition de mutation de résistance dans un contexte de traitement antirétroviral. L’impact
de ce polymorphisme n’a cependant pas été étudié dans la littérature et fera 1’objet d’une

partie de cette these.
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Les protéines de régulation Vif et Vpr du VIH-1 interviennent dans le processus de
rétro-transcription de I’ARN viral et participent ainsi probablement a la variabilité génétique
virale. Le VIH-1 se caractérise par une diversité génétique importante, résultant de
phénomenes de recombinaison du génome viral ainsi que du faible niveau de fidélité de la TI,
enzyme virale permettant la réalisation du processus de rétro-transcription et la synthese de
I’ADN viral. Cette diversité génétique observée au cours de I’évolution de I’infection est
notamment responsable des mécanismes d’échappement aux thérapeutiques antirétrovirales
utilisées dans le traitement des infections par les VIH-1. La résistance du VIH-1 aux
traitements antirétroviraux résulte en effet de I’apparition de mutations dans les séquences
codantes des protéines virales ciblées par ces thérapeutiques (TI, Protéase, Intégrase et
Glycoprotéines d’enveloppe). Les mécanismes responsables de la survenue de la résistance ne
sont pas completement élucidées, et pourraient étre liés aux fonctions exercées par certaines

protéines de régulation du VIH-1.

Les premiers travaux de cette these portent sur I’impact de la protéine accessoire Vif du
VIH-1 dans la variabilit¢ génétique et I’apparition de mutations de résistance aux
antirétroviraux. Vif joue un réle crucial dans la réplication virale en bloquant A3G et A3F,
désaminases cellulaires impliquées dans 1I’'immunité intrinseque antirétrovirale, responsables
d’hypermutation du VIH-1. Il a été démontré qu’in vitro comme in vivo, A3G et A3F jouent
un réle dans la diversité du VIH-1. Ceci a donc a posé la question du réle éventuel de ces
enzymes dans 1’émergence des mutations de résistance aux antirétroviraux. Les
hypermutations de type Guanine (G) vers Adénine (A) pourraient en effet accélérer
I’apparition de mutation de résistance, notamment en augmentant la quantité de variants
minoritaires résistants avant 1’instauration du traitement antirétroviral. Des travaux antérieurs
ont montré que 1’on retrouve dans les PBMCs de patients infectés, des variants de Vif peu ou
non fonctionnels quant a leur capacité a contrecarrer APOBEC3. L’infection cellulaire par ces
variants donne naissance a un grand nombre de mutants comprenant des mutations de
résistance aux antirétroviraux tels que la mutation M 1841 (de la TT) au 3TC. Dans ce travail de
theése, notre premier objectif était d’explorer le polymorphisme du gene vif du VIH-1 isolé de
patients en échec virologique et d’analyser les propriétés fonctionnelles de protéines Vif
exprimées chez des patients en situation d’échec thérapeutique. Ce travail permet ainsi
d’évaluer dans quelle mesure Vif intervient dans le développement des phénomenes

d’échappement aux traitements antirétroviraux observés dans la pratique clinique.
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Dans un autre travail, notre objectif était de caractériser le réle du systeéme d’interaction
Vif-APOBEC3 dans la résistance a I’association rilpivirine et lamivudine/emtricitabine. Des
études récentes évaluant la rilpivirine, nouvel INNTIs chez des patients naifs (ECHO et
THRIVE) montrent un pourcentage plus élevé d’échecs virologiques dans le bras rilpivirine
(en association avec entricitabine et ténofovir ) par rapport au bras éfavirenz. Dans ces études,
la mutation E138K sélectionnée sous rilpivirine est fréquemment retrouvée avec la mutation
M184I en cas d’échec virologique. Cette association a posé la question d’une interaction entre
la mutation E138K a la rilpivirine et la mutation M1841 a I’emtricitabine. Etant donnée que
ces deux mutations résultent de substitutions G vers A dans un contexte de désamination par
APOBEC3, nous avons évalué dans ce travail la possible implication d’APOBEC3 dans
I’apparition concommittante de ces deux mutations de résistance.

Enfin, I’objectif du troisieme travail est d’analyser I'impact d’une autre protéine
accessoire : la protéine Vpr dans la résistance aux antirétroviraux. La protéine Vpr, en
interagissant directement avec la forme nucléaire de 1’uracil ADN glycosylase (UNG?2),
pourrait moduler le taux d’erreurs induites par la TT au cours de la synthese de I’ADN viral.
D’autre part, des interactions entre Vpr et la TI sont fortement suggérées notamment au sein
du complexe de rétro-transcription et au sein du complexe de pré-intégration. Notre travail
reposait donc sur deux hypotheses : la premiere selon laquelle la cinétique d’apparition de
mutations de résistance pourrait étre modulée en fonction de certains alleles vpr. 1l a été
montré que certains mutants de Vpr (W54R) augmentait la variabilité virale dans les cellules
lymphocytaires et surtout dans les macrophages. La deuxieme hypothese porte sur
I’interaction supposée entre la TI et Vpr: des mutations de résistance dans la transcripase
inverse pourrait s’accompagner et étre précédées de mutations dans Vpr. Le but de ce travail
était donc dans un premier temps d’analyser chez des patients infectés par le VIH-1 en
situation de multi-échec les séquences du gene vpr, puis de caractériser fonctionnellement les
propriétés biochimiques et virologiques de Vpr dérivées de la séquence de ces alleles

primaires.
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Article 1

La protéine Vif du VIH-1 joue un ro6le crucial dans la réplication virale en bloquant

A3G et A3F, désaminases cellulaires impliquées dans I’immunité intrinseque antirétrovirale.
In vivo, des variants de Vif peu fonctionnels dans leur capacité a contrecarrer les protéines
APOBEC3 ont été décrits, engendrant des hypermutations G vers A dans le génome proviral.
Ces hypermutations pourraient jouer un role dans les mécanismes de résistance aux
antirétroviraux.

Nous avons étudié la variabilité du géne vif chez des souches virales présentant des
mutations de résistance aux antirétroviraux dans le gene de la TI et/ou la protéase isolées de
patients en échec virologique. Dans le but de mettre en évidence des mutations spécifiques de
la protéine Vif, les séquences du gene vif de VIH-1 sous-type B de 92 patients en
échappement thérapeutique ont été comparées avec celles d’une population témoin naive
d’antirétroviraux. De facon globale, nous avons observé que la variabilité de vif était élevée
aussi bien dans la population en échappement thérapeutique (degré de polymorphisme
important pour 102/192 acides aminés de Vif) que dans la population de sujets naifs
d’antirétroviraux (degré de polymorphisme important pour 96/192 acides aminés de Vif).
Afin de préciser la différence de polymorphisme de vif entre les deux populations de 1’étude
(en échec virologique versus non traités), nous avons calculé la différence de variation de
séquence au niveau de chaque acide aminé entre les deux populations. Nous avons constaté
une variabilit¢ de séquence significativement plus élevée (p<0.05) chez les patients en
échappement thérapeutique (comparativement a celle chez les patients non traités) au niveau
des résidus suivants : K22, Y30, L153 et K157. Parmi ces positions, la position K22 est

décrite comme impliquée dans I’interaction de la protéine Vif avec A3G. Plus spécifiquement,
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la mutation K22H est retrouvée chez 12% des patients en échappement thérapeutique alors
qu’elle n’est présente que chez 1,5% des patients naifs d’antirétroviraux (p=0.01).

L’analyse biochimique du variant K22H réalisée en collaboration avec le laboratoire
de Viviana Simon a montré que cette mutation diminuait la capacité de Vif a contrecarrer
I’activité d’A3G. Un systeme expérimental permettant d’évaluer le pouvoir infectieux de
différents mutants de Vif en présence d’A3G au cours d’un cycle unique de réplication a
montré que le variant K22H ne neutralise que partiellement A3G. Des expériences d’infection
cellulaire multiples in vitro utilisant le virus NL4-3-sauvage et NL4-3-K22H obtenu par
mutagénese dirigée ont été réalisées sur des cellules MT-2 (exprimant A3G ou A3G+) et des
cellules Sup-T1 (n’exprimant pas A3G ou A3G-). Alors que la production du virus K22H est
similaire a celle du virus sauvage dans les cellules Sup-T1, elle est significativement moindre
dans les cellules A3G+ confirmant que ce mutant est sensible a A3G. Pour étudier la
variabilité génétique induite par le mutant Vif K22H, nous avons recherché une empreinte de
désamination dans le génome proviral obtenu a partir de I’infection de cellules MT-2 (A3G+).
Pour cela, nous avons extrait I’ADN proviral apres deux cycles d’infection virale et réalisé
une amplification, clonage et séquencage du geéne de la TI. Alors que le virus sauvage
comporte quelques rares mutations observées sur quelques clones, les provirus K22H étaient
hypermutés G-vers-A dans un grand nombre de clones survenant majoritairement dans un
« contexte » GG vers AG, qui est le contexte de prédilection de mutations induites par A3G.
Parmi les mutations observées, le codon ATG codant la méthionine (M) 184 de la TI devient
ATA codant I’'Isoleucine (I) (25% des clones). Ainsi, I’infection cellulaire par le virus K22H
fait apparaitre la mutation de résistance M 1841 avant toute exposition au 3TC. Ces résultats
expérimentaux sont concordants avec les résultats observés chez les patients de I’étude: en
effet, les mutations G16E et M36I dans la protéase (résultant elles-mémes de mutations G
vers A dans le contexte de prédilection d’APOBEC3) sont plus fréquentes chez les patients
infectés par le variant K22H que chez les patients infectés par le variant K22 sauvage

(p<0.05).
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Article 2:

La rilpivirine, nouvel INNTIs de deuxieme génération, a récemment obtenu

I’ Autorisation de Mise sur le Marché dans le traitement des patients naifs d’antirétroviraux.
Des études récentes de phase III chez des patients naifs d’antirétroviraux (ECHO et THRIVE)
ont comparé 1’efficacité virologique d’une trithérapie comprenant 2 INTIs/efavirenz a une
nouvelle trithérapie 2 INTIs/rilpivirine. Les résultats montrent un pourcentage plus élevé
d’échecs virologiques dans le bras rilpivirine par rapport au bras efavirenz (EFV) (10%
versus 6%). Dans ces études, les mutations E138K et MI184I sont fréquemment co-
sélectionnées en cas d’échec virologique dans le bras rilpivirine. Cette association a posé la
question d’une interaction entre les mutations a la rilpivirine (E138K) et les mutations a
I’emtricitabine/3TC (M184I). Alors que des expériences de mesure de 1’activité de la TI in
vitro suggerent que le mutant E138K/M1841 posseéderait une meilleure activité TI par rapport
au mutant E138K/M184V [42], d’autres études suggerent que le mutant E138K/M1841
présenterait un avantage en terme de résistance a la rilpivirine comparé au mutant

E138K/M184V [43].

Nous proposons dans ce travail une nouvelle hypothese expliquant I’émergence concomitante
des mutations E138K et M184I dans la TI en cas d’échec thérapeutique. Etant donné que ces
deux mutations résultent sur le plan nucléotidique de substitutions Guanine (G) vers Adénine
(A) dans le contexte de désamination par les enzymes cellulaires APOBEC3 (GG ou GA),
nous avons évalué 1’'impact des facteurs de restriction virale APOBEC3 dans 1’apparition de
ces mutations de résistance. Pour cela, nous avons utilisé un variant Vif K22H (NL4-3

K22H) (variant partiellement défectif quant a sa capacité a dégrader A3G) et un virus sauvage
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(NL4-3) pour infecter des cellules MT-2 (exprimant A3G) et des cellules Sup-T1
(n’exprimant pas A3G). Nous avons exploré la variabilité génétique des variants viraux
présents dans I’ADN proviral dans ces différents systemes d’infections. Les résultats obtenus
montrent une grande variabilité virale dans les cellules A3G+ infectée par le variant K22H
mais pas dans les cellules A3G-. Les mutations M1841 et E138K étaient spécifiquement
retrouvées de facon concomitante dans 8% des quasi-especes virales dans les cellules A3G+
mais pas dans les cellules qui n’expriment pas A3G. Ces résultats in vitro démontrent que ces
deux mutations de résistance peuvent résulter de la désamination induite par A3G en dehors

de toute exposition antirétrovirale.

Afin de valider cette hypothese in vivo, nous avons étudié un large nombre de séquences de T1
analysées a partir de PBMCs de 572 patients sous traitement antirétroviral et nous avons
recherché des « empreintes » de désamination par APOBEC3 sur les séquences analysées. Au
total, 605 séquences indépendantes sont analysées, par mesure spécifique du degré
d’hypermutation G vers A observé sur la TI (en utilisant le logiciel hypermut). L analyse des
séquences montre que 576 séquences ne contiennent pas de régions « hypermutées » sur la TI
alors que 29 séquences étaient retrouvées significativement « hypermutées » G-vers-A dans le
contexte de désamination par APOBEC3. Parmi les séquences non hypermutées, aucune ne
contenait les mutations E138K et M184I de facon concomitante. En revanche, parmi les
séquences retrouvées hypermutées G-vers-A, pres d’un quart (24%) contenait les deux
mutations E138K+ MI1841 dans la TI. Il est important de noter qu’aucun des patients
présentant ces mutations n’avait recu un INNTI de deuxieme génération (etravirine ou
rilpivirine). Ainsi, les expériences in vitro et in vivo présentées dans ce travail suggerent

fortement I’implication d’APOBEC3 dans I’émergence concomitante des mutations E138K et

M1841 en cas d’échec a la combinaison rilpivirine/emtricitabine.
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Article 3:

Vpr est une protéine accessoire du VIH-1 de 14 Kda (96 acides aminés) exprimée

tardivement au cours du cycle de réplication du VIH-1. Cette protéine virale est incorporée
spécifiquement (via une interaction avec gag-p6) dans les particules virales bourgeonnant des
cellules infectées. Sa présence dans les particules virales est requise lors des étapes précoces
de I'infection. Vpr interagit directement avec la forme nucléaire de I'uracil ADN glycosylase
(UNG?2) et recrute cette enzyme dans les particules virales. Il a été montré que cette fonction
permettait de réduire significativement le taux de mutation induites par la TI lors de la
synthese de I’ADN viral au sein du complexe de rétro-transcription (Mansky, 2000, 2003).
Ainsi, certains variants de Vpr sont capables d’augmenter le taux de mutation virale (par perte
d’interaction avec I’UNG?2) et par ce biais pourraient accélérer 1’adaptabilité virale. De plus,
des interactions intimes entre Vpr, I’intégrase et la TI sont avancées du fait que ces protéines
soient co-localisées au sein du complexe de rétro-transcription et du complexe de pré-
intégration. Ces données suggerent que Vpr pourrait jouer un role dans les mécanismes de
résistance aux antirétroviraux, soit en modulant le taux de mutations virales ou via une

interaction intime avec la TI et/ou I’intégrase.

Dans un premier temps, nous proposons d’analyser les propriétés biochimiques (analyse
des interactions avec les partenaires cellulaires) et virologiques (incorporations dans les
virions, analyse de la réplication virale, phénotypes de résistance) des protéines Vpr dérivées
des séquences primaires de virus de patients en échec thérapeutique. Pour cela, nous avons
comparé le polymorphisme du gene vpr a partir de plasma de patients en échec virologique
(n=98) a une population témoin naive d’antirétroviraux (n=63). L’analyse statistique montre

la présence d’une mutation dans Vpr : la mutation E17A plus fréquente dans la population en
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échec virologique (p=0,01). L’étude biochimique du variant Vpr E17A, réalisée en
collaboration avec le laboratoire de Serge Benichou a I'Institut Cochin, a porté sur
I’incorporation de Vpr E17A dans les virions, I’interaction entre Vpr E17A et ’'UNG?2 ainsi
que la localisation cellulaire de Vpr E17A. Les résultats ont montré que I’interaction de Vpr
E17A avec I’'UNG?2 était conservée. De méme le recrutement de Vpr E17A dans les particules

virales se faisait correctement de maniere similaire au virus sauvage.

L’analyse des séquences de TI et de protéase ainsi que les caractéristiques des patients
portant les variants Vpr E17A ont montré que le mutant E17A était associé a la présence de 3
mutations de résistance particulieres dans la TI (M41L, L210W et la T215Y) appelées
« thymidine analogues mutations » (TAMs) et également a la prise antérieure de didanosine.
Ainsi, afin de caractériser I’éventuel impact de cette mutation dans la résistance aux
antirétroviraux, nous avons effectué des expériences de cinétique virale ainsi que des
phénotypes de résistance a I’AZT et a la didanosine de plusieurs mutants : virus sauvage
(NLA4-3), portant la mutation E17A ou I’ensemble de mutations E17A+TAMs (M41L, L210W
et la T215Y). Nous avons montré que le mutant Vpr E17A ne modifie pas le degré de
résistance a I’AZT. En revanche, ce mutant augmente de maniere significative le niveau de
résistance a la didanosine lorsque le virus porte des TAMs : les phénotypes de résistance a la
didanosine montrent une augmentation d’un facteur >3 de la concentration inhibitrice 50
(CI50) a la didanosine du mutant Vpr E17A+ TAMs par rapport au virus portant des TAMs
seules. Ces résultats sont concordants avec 1’association observée entre Vpr E17A et les
TAMs de virus isolés des patients en échec thérapeutique ayant recu un traitement

comprenant la didanosine.

-51-



DISCUSSION
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La diversité des populations virales observées chez les patients infectés au cours de
I’évolution de I'infection par le VIH-1 résulte principalement de 1’apparition de mutations
ponctuelles liées au faible niveau de fidélit¢é de la TI ainsi qu’a des phénomenes de
recombinaisons. D’autres mécanismes de variabilité génétique virale faisant intervenir des
protéines accessoires du VIH-1 (Vif et Vpr) sont également décrits. La protéine Vpr, en
interagissant directement avec la forme nucléaire de I'uracil ADN glycosylase (UNG?2), limite
le taux d’erreurs induites par la TT au cours de la synthese de I’ADN viral [87]. La protéine
Vif intervient en prévenant I’apparition de mutations résultant de 1’activité des protéines A3G

et A3F sur I’ADN viral [109].

Plusieurs arguments sont en faveur de 1’implication de I’interaction Vif-APOBEC3
dans la diversité génétique du VIH-1. Des séquences de VIH-1 portant des empreintes
génétiques de désamination sont fréquemment détectées dans les provirus de patients [75]
[110]. Les mutations engendrées peuvent atteindre un nombre de 700 par cycle [76]. Les
facteurs de restriction rétroviral APOBEC3 semblent donc exercer une activité antirétrovirale
(du moins une activité de désamination de cytidines) sur le génome viral in vivo malgré la
présence de la protéine Vif. Une des hypotheses avancées pour expliquer ce phénomene serait
que la neutralisation d’APOBEC3 par Vif du VIH-1 n’est pas absolue in vivo. L’équipe de V.
Simon a montré que des variants de Vif ayant une activité anti-A3G et anti-A3F suboptimale
étaient fréquemment retrouvés dans les PBMCs de patients infectés par le VIH-1. Le blocage
des protéines A3G et A3F étant incomplet, celles-ci seraient incorporées dans les virions au
lieu d’étre dégradées et il en résulterait alors une augmentation du taux de mutation de type G
vers A [63]. Ce mécanisme pourrait &tre mis en relation avec la composition en nucléotides

(riche en A) du génome du VIH-1 [77].

Dans ce travail, nous avons étudié plus spécifiquement dans quelle mesure la
protéine Vif intervient dans les mécanismes de résistance aux antirétroviraux chez les patients
en échec thérapeutique. Etant donné I’implication de Vif dans la variabilité génétique, nous
avons émis I’hypotheése que certains variants de Vif pourraient moduler le taux de mutation
virale et par cette voie accélérer 1’apparition de mutations de résistance aux antirétroviraux.
Nous avons mis en évidence la mutation K22H dans vif, retrouvée plus fréquemment chez les
patients porteurs de virus avec des mutations de résistance aux antirétroviraux par rapport a la
population naive d’antirétroviraux. L’étude de cette mutation in vitro a montré que celle-ci

augmentait la variabilité génétique virale et permettait 1’émergence de la mutation de
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résistance M1841 sur la TI dans 25% de la sous-population virale K22H en absence
d’exposition au 3TC/FTC. La mutation M184I résulte, en effet, d’'une substitution G vers A
dans le contexte de prédilection de désamination d’A3G. Les résultats de cette étude
suggerent que la mutation Vif K22H (via sa faible interaction avec A3G) peut faciliter
I’apparition de mutations de résistance a certains antirétroviraux. Pour appuyer cette
hypothese, nous avons analysé la présence d’autres mutations de résistance résultant de
substitutions G-vers-A chez les patients en échec thérapeutique portant la mutation Vif K22H
(en comparaison avec une population en échec thérapeutique ne portant pas la mutation
K22H) et nous avons observé que certaines mutations de résistance G-vers-A dans la protéase
(G16E et M36I) étaient significativement plus fréquentes dans la population K22H. Ces
résultats suggerent que la variabilité du gene vif peut etre a I’ origine d’un réservoir de variants
résistants avant méme exposition antirétrovirale. Lorsque le traitement est instauré, les
mutations de résistance pourraient &tre sélectionnées plus rapidement expliquant
I’échappement viral chez certains patients. Afin de préciser le role de la variabilité du gene vif
dans I’adaptabilité du virus, nous envisageons d’étudier 1’évolution du polymorphisme du
gene vif au cours de I’infection par une analyse longitudinale des patients infectés par le VIH-
1 avant et apres traitement. Un autre aspect non exploré dans cette premiere étude est I’impact
du sous-type viral dans la variabilité de Vif et ses conséquences sur la variabilité génétique et
I’échappement virologique. En effet, notre étude s’est exclusivement centrée sur des patients

infectés par le VIH-1 de sous-type B.

Une étude espagnole a étudié la fréquence de la mutation Vif K22H sur une large
base de séquences de sous-type non B du « Los Alamos National Laboratory Database »
[111]. Ce groupe retrouve des résultats similaires aux notres. En effet, les auteurs confirment
la forte association statistique entre cette mutation dans le géne vif et certaines mutations de
résistance résultant de substitutions G-vers-A (M361, M46I dans la protéase), appuyant ainsi
le role d’APOBEC3 dans I’émergence de ces mutations de résistance. Ce groupe montre, par
ailleurs, que la mutation K22H est plus fréquemment retrouvée dans les sous-types non-B que
les sous-types B. Une autre étude réalisée par 1’équipe de V. Simon a récemment montré que
des protéines Vif de sous-types non B (A, C, D, F, G, CRFO1) interagissaient différemment
avec différentes protéines APOBECS3.

Dans un deuxieme travail, nous avons exploré le mécanisme d’émergence de deux
mutations de résistance E138K et M 1841 dans la T1. Ces deux mutations sont sélectionnées de

maniere concomitante en cas d’échec virologique a une nouvelle combinaison thérapeutique
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rilpivirine/emtricitabine/ténofovir. Cette association thérapeutique avait posé la question
d’une interaction éventuelle entre les mutations a la rilpivirine et les mutations a
I’emtricitabine. Ainsi, plusieurs travaux ont exploré I'impact de 1’association de ces deux
mutations dans D’activité catalytique de la TI et dans la résistance a la rilpivirine. Des
expériences de mesure de 1’activité de la TI in vitro suggerent que le mutant E138K/M 1841
possederait une meilleure activité de TI par rapport au mutant E138K/M184V [42], alors
qu’une autre étude montre que le mutant E138K/M 1841 présenterait un avantage en terme de
résistance a la rilpivirine comparé au mutant E138K/M 184V [43]. Dans ce travail, nous avons
évalué un nouveau mécanisme pour expliquer cette association de mutations, en explorant
I’impact des facteurs de restriction virale APOBEC3. En effet, ces deux mutations résultent
sur le plan nucléotidique de substitutions Guanine (G) vers Adénine (A) dans le contexte de
désamination par les enzymes cellulaires APOBEC3 (GG ou GA). Nous avons montré que
dans des cellules exprimant les facteurs de restriction APOBEC3, ces mutations apparaissent
dans ’ADN proviral en culture cellulaire de maniere concomitante et ceci en absence
d’exposition aux antirétroviraux. A I'inverse, dans les cellules Sup-T1 (qui n’expriment pas
les protéines APOBEC3), ces mutations n’apparaissent pas spontanément apres deux cycles
d’infection. De méme, ces résultats ont été confortés par I’analyse d’un large nombre de
séquences de TI a partir de PBMCs de patients sous traitement antirétroviral. Prés d’un quart
des séquences « hypermutées » G-vers-A analysées a partir de PBMCs contenaient les deux
mutations E138K et M 1841 dans le réservoir viral alors que les patients n’avaient jamais regu
un NNRTI de 2eéme génération (rilpivirine ou etravirine). A I'inverse aucune des séquences
«non hypermutées » ne contenait les mutations E138K et M184I. Ces résultats suggerent
fortement que les protéines APOBEC3 peuvent jouer un role dans 1I’émergence concomitante
des mutations E138K et M 1841 en cas d’échec a la combinaison rilpivirine/emtricitabine. La
localisation proche de ces deux mutations sur le génome viral faciliterait leur émergence
concomitante en présence d’A3G. 1l a été montré qu’A3G agissait de maniere locale sur le
génome viral, en « sautant » sur une région de I’ADN simple brin de polarité négative, néo-
synthétisé au cours de la rétro-transcription [112]. De plus, la recombinaison virale entre un
génome hypermuté contenant les mutations E138K et M1841 et un génome non hypermuté
pourrait favoriser I’émergence d’un variant non hypermuté [78] contenant ces 2 mutations de
résistance, d’autant qu’elles sont proches sur le génome viral. Le mécanisme présenté dans ce
travail n’est pas contradictoire, mais complémentaire aux résultats des travaux antérieurs
explorant des mécanismes de co-sélection de ces deux mutations (soit en améliorant 1’activité

catalytique de la TI [42] soit en augmentant le niveau de résistance a la rilpivirine [43]). Le
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« scénario » que nous proposons est le suivant: les protéines APOBEC3 favoriseraient
I’apparition simultanée des mutations E138K et M184I qui sont «archivées » dans le
réservoir proviral. Alors que la majorité des provirus hypermutés sont défectifs, certains
seraient capables de produire des cycles infectieux [70]. Sous traitement antirétroviral
efficace, des mutants résistants a la rilpivirine pourraient donc préexister et étre a 1I’origine
d’un échec virologique si la rilpivirine est administrée chez des patients naifs a forte charge
virale (CV>100000 copies/ml). Des études cliniques de «switch » sont en cours et il
conviendra d’en analyser plus précisément les échecs virologiques. Une limite a cette étude
est que nous n’avons pas réalisé de phénotypes de résistance a la rilpivirine dans des systemes
cellulaires exprimant ou pas les protéines APOBEC3 afin d’évaluer la cinétique d’apparition

des mutations E138K et M1841.

De facon plus globale, le role des cytidines désaminases APOBEC3 dans la
résistance aux antirétroviraux a été exploré par plusieurs autres équipes dans des systemes in
vitro |70, 78, 113] et chez des souris humanisées [114]. Ainsi, dans 1’étude de Sadler, les
auteurs montrent qu’en présence d’A3G, les sous-populations virales subissent un large
« éventail » de mutation G-vers-A au cours d’un cycle virale générant un certain nombre de
virions polymorphes dont certains viables capables d’infecter de nouvelles cellules et
contribuent ainsi a la diversité et a 1’adaptabilité virale. L’étude de Kim montre qu’A3G peut
moduler la structure virale en fonction de la pression de sélection antirétrovirale. Dans cette
étude, les auteurs étudient la cinétique virale dans différents systemes cellulaires et montrent
qu’en présence de 3TC, le virus présente une capacité réplicative supérieure dans les cellules
A3G+ a celle obtenue dans des cellules n’en exprimant pas. Dans ce contexte, les mutations
M1841 et M184V sont rapidement sélectionnées et ont permis 1I’échappement virologique
dans des cellules A3G+ (mais pas dans les cellules A3G-). Une troisieme étude récemment
présentée a la conférence internationale « Conference on Retroviruses and Opportunistic
Infections » (CROI 2012) [114], réalisée sur un modele murin humanisé (produisant les
précurseurs de cellules hématopoiétique CD34+) étudie le role d’A3G dans 1’échappement
virologique au 3TC. Dans cette étude, des souris humanisées sont infectées par un virus
sauvage et un variant Vif E45G partiellement défectif dans sa capacité a contrecarrer A3G. En
absence de 3TC, le virus sauvage a un avantage réplicatif en comparaison au mutant Vif
E45G. Cependant un phénomene inverse est observé en présence de 3TC: le variant E45G

présenterait alors un avantage réplicatif comparativement au virus sauvage. Egalement dans
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ce travail, I’hypothese avancée est I’apparition plus précoce de la M184I en présence d’A3G

qu’en absence de cette enzyme cellulaire.

L’ensemble de ces études est concordant avec nos résultats montrant 1’implication
probable d’APOBEC3 dans la variabilité génétique virale et I’émergence des mutations de
résistance aux antirétroviraux. La sélection de virus résistants provenant de la recombinaison
entre un ARN génomique hypermuté (portant par exemple la M184I) et un ARN génomique
non muté pourrait permettre une émergence rapide d’un variant résistant. L’équipe de V.
Simon a ainsi montré que la présence concomitante dans une méme cellule de provirus
hypermutés transcriptionnellement actifs et de provirus non hypermuté réplicatif peut
produire des virions contenant deux copies d’ARN génomique hétérogenes ; au prochain
cycle d’infection, la recombinaison entre les deux copies peut produire un virus réplicatif
résistant au 3TC (portant la M1841). Ainsi, la neutralisation incomplete d’APOBEC3 et la
recombinaison du VIH permettraient, sous pression d’antirétroviral, une sélection de mutants
de résistance plus rapidement que les mutations apparues du fait des erreurs de la TI. Cette
hypothese expliquerait 1’apparition précoce de la M 1841 (résultant de la mutation G—A dans
un contexte A3G) précédant la mutation M184V (résultant d’erreurs de la TI) au cours du
traitement de patients par 3TC [115].

3éme

Dans la partie de ce travail, nous avons analysé 1’éventuelle implication de la

protéine Vpr dans la résistance aux antirétroviraux. Deux fonctions de Vpr pourraient €tre
reliées a cette hypothése. D’une part, Vpr, en interagissant directement avec la forme
nucléaire de 1’'uracil ADN glycosylase (UNG?2), pourrait moduler le taux d’erreurs induites
par la TI au cours de la synthese de I’ADN viral et par ce biais faciliter I’émergence de
mutations de résistance. D’autre part, des interactions entre Vpr, I'intégrase et la TI sont
fortement suggérés notamment au sein du complexe de rétro-transcription et au sein du

complexe de pré-intégration [116] [117].

Pour répondre a ces hypotheses, nous avons, dans un premier temps, comparé le
polymorphisme de vpr chez des patients infectés par le VIH-1 en situation de multi-échec a
une population infectée par le VIH-1 naive d’antirétroviraux. Nous avons mis en évidence la
présence d’une mutation vpr E17A associée a 1’échec virologique. Le résidu 17 se situe dans
la premiere hélice alpha (hélice al) de Vpr qui est impliquée dans un grand nombre de
fonctions de Vpr dont le transport nucléaire et son incorporation dans les virions. L’équipe de
S. Benichou [85] a montré que des mutations dans 1’hélice alpha 1 (L23, K27M) alterent

I’adressage nucléaire de Vpr (par perte d’interaction avec une porine nucléaire). Une autre
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étude montre que d’autres substitutions au niveau de cette méme hélice (17P, E21P, E24P,
E25 P, E29P) bloquent I’incorporation de Vpr dans les particules virales [118]; cette fonction
jouant un role important dans la phase précoce du cycle cellulaire. D’autre part, les équipes de
Serge Bénichou et Louis Mansky ont montré qu'une simple substitution dans vpr W54R
pouvait altérer I'interaction de la protéine avec ’'UNG?2 [88]. Le défaut d’interaction avec
I’UNG?2 est corrélé a I’augmentation du taux de mutation du mutant W54R dans les cellules
en division (lymphocytes T CD4) et surtout dans les macrophages [87]. Pour ces différentes
raisons, nous avons procédé a 1’étude fonctionnelle du mutant E17A (incorporation dans les
virions, localisation nucléaire et interaction avec UNG?2). Les résultats biochimiques sont
néanmoins négatifs montrant que Vpr E17A est correctement incorporé dans les virions et que
son interaction avec ’UNG?2 reste intacte, écartant ainsi la premiere hypotheése qui impliquait
la mutation E17A dans la modulation du taux de mutation virale. Cependant, il est intéressant
de noter que parmi la population de patients traités en échec virologique, trois patients
portaient 1’allele vpr (W54R). Cette mutation étant impliquée dans 1’augmentation du taux de
mutation virale in vitro, la présence de cette mutation in vivo pourrait participer a I’émergence

de mutations de résistance chez ces patients en échec virologique.

Pour évaluer la deuxieéme hypothese de ce travail dont les éléments sont basés sur les
interactions possibles entre Vpr, 1’Intégrase et la TI, nous avons recherché, chez la population
en échec virologique, d’éventuelles associations entre la mutation vpr E17A et des mutations
de résistance aux antirétroviraux notamment au niveau de la TL Il est a noter que nous
n’avons pas pu dans ce travail, faire une recherche sur les mutations de résistance aux anti-
intégrases étant donné le tres faible nombre de patients en échec d’anti-intégrases dans notre
population. Nous avons montré que vpr E17A était associé a 3 mutations de résistance aux
INTIs, les « thymidin analog mutations » (TAMs) M41L, L210W et T215Y dans la TI. De
plus, en analysant I’historique thérapeutique des patients, nous avons observé une association
unique entre vpr E17A et la prise antérieure de didanosine. En réalisant des tests
phénotypiques, nous avons montré que le mutant E17A-vpr+ TAMs confere une résistance a
la didanosine supérieure a celle induite par le mutant portant les TAMs seules ou le mutant
E17A seul. Ces résultats indiquent qu’il existerait une «synergie » d’action entre ces

mutations, ce qui induirait une résistance a la didanosine.

Le role des TAMs dans la résistance aux analogues de la thymidine (AZT, d4T) est
bien caractérisé. Les TAMs induisent 1’excision de 1’analogue nucléosidique terminateur de

chaine venant d’étre incorporé a I’ADN proviral en cours d’élongation (réaction de
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phosphorolyse) [22]. Bien que ces mutations ne soient sélectionnées que par les analogues de
thymidines, elles ont un impact sur I’efficacité des autres analogues nucléos(t)idiques. Cet
impact est variable en fonction des INTIs. Des expériences réalisées in vitro montrent que
I’excision de la didanosine induite par les TAMs est minime, inférieure a celle induite pour
les autres INTIs [32]. Dans notre travail, I’observation d’une résistance phénotypique élevée
a la didanosine du mutant E17A-vpr+ TAMs en comparaison au mutant portant les TAMs
seule suggere que Vpr E17A potentialiserait I’excision de la didanosine induite par les TAMs.
Ceci reste cependant hypothétique et du fait de la difficulté technique d’évaluer in vitro
I’activité d’excision de la TT en présence de Vpr, nous n’avons pas pu explorer le mécanisme
d’action sous-jacent a la résistance observée. Ce mécanisme suppose une interaction entre la
TI et Vpr. Dans la littérature, quelques études ont porté sur les interactions entre Vpr et la T1
[117], et entre Vpr et I'Intégrase [116, 117]. Dans le travail de Gleenberg, les auteurs ont
observé une inhibition de I’activité de la TI par des peptides dérivés de Vpr. Les auteurs
montrent que le domaine de Vpr impliqué dans I’interaction avec la TI se situe en C-terminal
(Acides aminés 57-71) alors que les résidus de la TI impliqués dans cette interaction
comprennent les positions 25, 93, 230, 266, 269 et 381 de la TI. Nos résultats suggerent que
d’autres domaines de Vpr (et notamment la premiere hélice alpha 1) pourraient étre impliqués
dans I’interaction avec la TL Il serait intéressant dans nos projets futurs de caractériser les
interactions entre Vpr et la TI, plus spécifiquement lorsque ces deux protéines portent les

mutations observées dans notre travail (Vpr E17A et TAMs).

Cette étude est la premiere, a notre connaissance, qui évalue 1I’implication de Vpr
dans la résistance aux antirétroviraux. Nos résultats suggerent une interaction entre Vpr
porteur de la mutation E17A et la TI comprenant des mutations de résistance (TAMs).
D’éventuelles associations entre certains variants de vpr et intégrase portant des mutations de
résistance n’ont pas pu étre établies dans ce travail car peu de patients recevaient des anti-
intégrases dans notre population étudiée. Dans les perspectives de ce travail nous projetons
ainsi de caractériser les alleles primaires de vpr chez une population de patients en échec de
raltégravir avec des virus portant des mutations de résistance dans I’intégrase. De maniere
similaire a ce travail, cette étude permettrait de déterminer d’éventuelles associations entre

des mutations de résistance dans I’intégrase et un polymorphisme de vpr.

D’autre part, la modulation de la variabilité génétique virale par Vpr (notamment via
son interaction avec ’'UNG?2) reste une hypothese intéressante a explorer. Par exemple, le

mutant Vpr W54R (déficient quant a sa capacité a interagir avec I’'UNG2) a été mis en
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évidence chez 3 patients en échec thérapeutique dans la population de notre étude alors que
cette mutation semble trés rare chez les patients non traités (prévalence de moins de 0,1%
dans la base Los Alamos). Une telle mutation dans Vpr augmente de maniere significative le
taux de mutation virale et pourrait expliquer 1’échec virologique chez ces patients porteurs de
virus multirésistants. Afin de répondre a cette question, il nous semble intéressant, dans nos
perspectives, de caractériser les alleles primaires de vpr chez ces patients de facon
longitudinale afin de déterminer si cette mutation était présente avant traitement ou si elle

apparait au moment de 1’échec thérapeutique.
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Partially active HIV-1 Vif alleles facilitate viral escape
from specific antiretrovirals

Slim Fourati®*®¢, Isabelle Malet*", Mawuena Binka¥,

Stephanie Boukobza®"¢, Marc Wirden*"<, Sophie Sayon®"*,

Anne Simon®, Christine Katlama®®, Viviana Simon9,

Vincent Calvez*? ¢ and Anne-Geneviéve Marcelin®®¢

Background: The HIV-1 Vif protein counteracts the antiviral activity of the cytidine
deaminases APOBEC3G and APOBEC3F. Natural variation in Vif may result in reduced
efficacy against APOBEC3 proteins and in increased HIV-1 diversity. We speculated
that this mechanism could facilitate viral escape from certain antiretroviral drugs.

Methods and results: We analyzed the protease, reverse transcriptase and Vif
sequences of viruses from plasma obtained from 92 HIV-1-infected individuals failing
antiretroviral treatment and 65 antiretroviral-naive patients. Mutation K22H in Vif was
more frequent in patients failing to antiretroviral compared to antiretroviral-naive
patients. In-vitro experiments showed that mutant K22H failed to completely neutralize
APOBEC3G. Upon infection of MT-2 cells, most of the K22H proviral clones encoded
increased numbers of G-to-A mutations. Among these mutations, the lamivudine drug-
resistance-associated mutation M184l in reverse transcriptase was detected in 25% of
clones in the absence of any lamivudine exposure. In our population, among pretreated
patients, 72% of K22H viruses versus 42% in WT K22 viruses harbored at least two drug-
resistance-associated mutations in a GA/GG dinucleotide context. More specifically,
K22H viruses harbored significantly more G16E and M36l in protease than in those
isolated from pretreated patients harboring WT K22 viruses.

Conclusions: This study provides evidence that patients experiencing virological fail-
ure frequently harbor Vif point mutants (i.e. K22H). Such Vif alleles lose their ability to
counteract APOBEC3 proteins, leading to an increase of G-to-A viral mutations that can
facilitate the emergence of some antiretroviral resistance mutations.
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Introduction resistance-associated amino acid substitutions in the

targeted viral regions (reverse transcriptase, protease,
The extensive genetic diversity of HIV-1 provides the integrase or envelope) are selected and outgrow the more
foundation for its ability to rapidly escape from susceptible strains. Viral properties such as the error rate
antiretroviral drugs in treated HIV-1-infected individuals. of the reverse transcriptase enzyme [1] and recombination
Virologic failure occurs when viruses with drug- [2—4] underlie the rapid emergence of drug-resistant
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variants. In addition, a novel mechanism mediated by
human APOBEC3 (A3) cytidine deaminases (apolipo-
protein B mRNA-editing catalytic polypeptide-like 3)
has been recently proposed to contribute to viral diversity
in HIV-1-infected individuals [5,6] and possibly facilitate
antiretroviral escape.

APOBEC3 molecules are cellular enzymes that inhibit
various types of endogenous and exogenous retroviruses
[7-9]. Several members of APOBEC family (A3A, A3B,
A3C, A3DE, A3E A3G and A3H) show varying degrees
of antiviral potency with A3G and A3F generally
regarded as exerting the strongest HIV-1 restriction
[7,10—-12]. APOBEC3 exert their HIV-1 restriction by, at
least partially, catalyzing cytidine deamination in the
HIV-1 minus-strand DNA during new target cell
infection resulting in proviral guanosine (G) to adenosine
(A) substitutions in the positive sense DNA strand [13—
15]. These substitutions predominantly occur in a GG-
to-GA (A3G) or GA-to-AA (A3F) dinucleotide context
[8,12,14].

Viral replication in human cells expressing APOBEC3
molecules requires counteracting the antiviral activity of
these deaminases by the viral protein Vif. HIV-1 Vif
induces polyubiquitylation of APOBEC3 proteins and
targets them for degradation by the proteasome, thereby
preventing their incorporation into virions [16—18]. The
N-terminal region of HIV-1 Vif is important for the
specific association with APOBEC3 proteins suppression
with several Vif-fAPOBECS3 interacting domains recently
being mapped [19-22].

Polymorphisms in HIV-1 Vif could be important in vivo
[5] since some Vif allelic variants display less anti-
APOBEC activity than others [6,23]. Because some HIV-
1 drug resistance mutations result from G-to-A substi-
tutions in an A3G/A3F preferred dinucleotide context,
recent investigations have focused on the possible
contribution of partially active Vif mutants to viral escape
from antiretroviral drugs [24,25]. Mulder et al. [24]
demonstrated that partially active Vif alleles result in
increased viral diversity and that cytidine deamination
coupled with recombination can facilitate the emergence
of antiretroviral drug resistance in cell culture.

‘We hypothesized that partially active Vit alleles should be
found more frequently in patients failing antiretroviral
treatment if partially defective Vif alleles contribute to the
emergence of drug resistance in vivo. In this study we
investigate Vif polymorphisms in circulating plasma
viruses derived from HIV-1-infected individuals failing
antiretroviral treatment and compared them to the Vif
diversity found in antiretroviral-naive patients. We show
that certain Vif mutations are found expressly in the
pretreated patient population and that a specific mutation
(K22H) abrogates its antiviral activity in single cycle and
spreading infections. We examined its consequences on

HIV-1 replication, the G-to-A mutation frequency and
the appearance of drug-resistance mutations.

Materials and methods

Data collection

Plasma samples from 92 HIV-1-infected antiretroviral-
experienced patients, for whom HIV-1 genotypic
resistance was initiated because of highly active anti-
retroviral treatment (HAART) failure, were retrospec-
tively analyzed. Resistance testing was performed by
sequencing protease and reverse transcriptase regions
following the French National consensus technique
(www.hivirenchresistance.org). As control group for this
study, we analyzed 65 plasma samples from HIV-1-
infected patients who were treatment-naive and for
whom HIV genotype testing was performed at the time
of diagnosis. This study was approved by the ethical
committee of the ANRS AC11.

Amplification and sequencing of patient-derived
Vif alleles

RNA isolation, cDNA synthesis, and PCRs were
performed as described previously [26]. For the first-
round PCR, we used primer Vifl, 5'-cgggtttattacaggga-
cagcag-3' (position 4899-4922 HxB2) and primer Vif2,
5'-cacccaattctgaaatgaa-3' (position 5774-5793 HxB2).
The second-round PCR was performed using primer
Vif3, 5'-tggaaaggtgaagggeca-3’ (position 4956-4974
HXB2) and primer Vif4, 5’'-ctaggaaaatgtctaacagcttca-3’
(position 5642-5666 HXB2). The PCR product was
purified with an Amicon Microcon-100 centrifugal filter
device (Millipore) for sequencing. Vif genes were
sequenced in both directions.

Plasmids

LAI Vif was amplified from pLAL2 (NIH Cat#2532) by
PCR and cloned into the expression vector pCRV1 (Vif
Eco+ 5'-atatgaattcgccatggaaaacagatggcaget-3', Vif Not—
5'-agtcatagcggccgectagtgtecattcattgtatg-3'). The K22H
mutation was introduced into LAI Vif by site-directed
mutagenesis  (Vif22H+  5'-agaacatggcacagtttagt-3/,
Vif22H-  5'-actaaactgtgccatgttct-3').  Additionally  Vif
mutation K22H was introduced into the molecular
HIV-1 clone pNL4-3 by site-directed mutagenesis using
QuickChange II XL site-directed mutagenesis kit
(Stratagene).

Virus stocks

HEK 293T were maintained in complete medium which
consisted of Dulbecco’s modified Eagles medium
supplemented with heat-inactivated fetal bovine serum
(10%), 2mmol/l glutamine, 170 mmol/] penicillin, and
40 mmol/1streptomycin at 37°C and 5% CO,. Viral stocks
were generated by transfecting 5 x 10® 293T cells with
plasmids using Lipofectamine Plus reagent (Invitrogen).
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HIV-1 p24,,, antigen concentration in viral supernatants
was determined after 48h using Vidas Ag p24 1I
(Biomérieux).

Assessment of single-cycle infectivity using
reporter cell lines

Viruses were generated by co-transfecting 500 ng of the
NL4-3 delta Vif expression plasmid (NIH Cat#2481),
50 ng of Vif LAI or Vif mutant K22H expression plasmid
and 100 ng of N-terminally FLAG-tagged human A3G
into 293T cells. HEK 293T cells were plated at 1 x 10°
cells per well in a 24-well plate and the transfection was
done using polyethylenimine. Forty-fourh later, the
viruses were harvested and 20 ul of the viral supernatant
was used to infect TZM-bl reporter cells plated in a
96-well plate at 1 x 10* cells per well. Infections were done
in duplicate and [-galactosidase activity was measured 48 h
after infection with the Galacto-Star [-galactosidase
Reporter Gene System (Applied Biosystems).

Spreading viral infections in T-cell lines

MT-2 T cells, which express A3G (termed ‘nonpermis-
sive’) and Sup-T1 T cells, which express little or no A3G
(termed ‘permissive’) were used for the multiple-round
infection experiments. Cells were cultured in complete
RPMI 1640 culture medium at 37°C and 5% CO,. Viral
stocks containing 25 ng of p24,,, antigen were added to
1% 10° SupT-1 and MT-2 cells. Viruses produced were
used to infect 5 x 10° SupT-1 and MT-2 cells for a second
round of infection. Culture supernatants were collected
every 1-3 days over 5 days and p24 ., antigen was
quantified. Each experiment was performed in duplicate.
Two independent experiments were performed.

Proviral DNA isolation, cloning and sequencing
Total DNA of infected cells was extracted using QIAamp
blood DNA minikit (QIAGEN, Courtaboeuf, France).
To assess the frequency of proviral mutations, a 835-bp
fragment encompassing a fragment of reverse transcriptase
gene was amplified [primer 2pols, 5'-ccatacaatactccag-
tatttgc-3'  (position 2712-2734 HxB2); PL1m 5'-
cctgettetgtatttctgctattaagtettetg-3'  (position  3514-3546
HxB2)]. Puritied PCR products were cloned into the
plasmid vector pCR4-TOPO (Invitrogen). Recombi-
nant plasmid DNA was transformed into One Shot
TOP10 chemically competent Escherichia coli. Clones
DNA were reamplified by PCR for sequencing (546 nt-
long-sequenced region). The PCRs and the cloning were
repeated three times.

Degradation assay and Western blot

Vif activity with respect to A3G degradation was
determined by co-transfection of 200 ng WT A3G-flag
and 100 ng WT LAI Vit or K22H LAI Vifin 293T cells
using polyethylenimine. 44 h later, the cells were lyzed
with 1% SDS lysis solution and the lysates were run a 10%
Bis-Tris gel (NuPAGE, Invitrogen). The proteins were
then transferred onto a PVDF membrane (Thermo
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Scientific) and probed with anti-A3G C17 polyclonal
antibody (NIH Cat# 10082) and anti-Vif polyclonal
antibody (NIH Cat# 2221). The membranes were then
incubated with horseradish peroxidase-conjugated sec-
ondary antibodies and then developed with SuperSignal
West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce).

Statistical analyses

Comparisons between percentages were performed using
the chi-squared or the Fisher’s exact test when appropriate
and comparisons between nominal and continuous
variables were tested using the Mann—Whitney test.
The 95% confidence intervals (Cls) were computed using
the binomial distribution. Analyses were performed using
Statview. Differences in the G-to-A mutation frequencies
were analyzed using the Hypermut 2.0 program (http://
www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HYPERMUT/
hypermut.html). A sequence was considered hypermu-
tated if it registered a P value of less than 0.05 on the
Fisher’s exact test that compared the number of G-to-A
changes in APOBECS3 versus control contexts.

Results

Patient characteristics, antiretroviral treatment
and drug-resistant variants

A total of 157 HIV-1 plasma viruses subtype B derived
from infected patients (92 failing HAART and 65
treatment naive) were analyzed. The patient character-
istics are listed in Table 1. The two groups were well
balanced for sex, age and CD4+ cell count (CD4+4 in
HAART treated: 337 cells/pl, mnaive: 335 cells/pl).
Differences between the two groups were noted with
respect to plasma viremia (HAART-treated: HIV-1 RNA
4540 copies/ml; naive: 89505 copies/ml).

Patients failing treatment had been prescribed a median of
eight different antiretroviral drugs since HAART
initiation. All patients received nucleoside/nucleotide
reverse transcriptase inhibitor (NRTI), non-nucleoside
reverse transcriptase inhibitor (NNRTI) and protease
inhibitor in their history. At the time of plasma sample
collection, the frequency for mutations in reverse
transcriptase and protease leading to reduced suscepti-
bility to NRTI, NNRTT and protease inhibitor was 94.5,
53.3 and 64.1% respectively. We focused on the codon
changes underlying drug resistance-associated mutations,
in order to specifically screen G-to-A changes in GA/GG
dinucleotides context. Such G-to-A changes result in
G16E, D30N, M36I, M46I, G73S in PR and D67N,
M1841 and G190S in reverse transcriptase. Overall, these
mutations accounted for 14.6% of all the observed HIV-1
drug-resistance mutations in the dataset. D67N, M461
and M36l were the most prevalent G-to-A mutations
(48.9, 38 and 32.6%, respectively) followed by G190S,
G73S, G16E and D30N (4-15%).
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Table 1. Patient characteristics.

Antiretroviral-naive
patients (n=65)

Antiretroviral pretreated
patients (n=92)

Sex
Male n, (%)
Female n, (%)
Age [median (IQR) years]
Plasma HIV-1 RNA copies/ml, median (IQR)
CD4 cell count cells/pl, median (IQR)
No. of antiretroviral drugs previously received, median (IQR)
Antiretroviral treatment at plasma collection
NRTI n, (%)
NNRTI n, (%)
Pl n, (%)
Drug resistance associated mutations
(PR, RT) at plasma collection
NRTI n, (%)
NNRTI n, (%)
Pl n, (%)

76 (82.6%) 61 (93.8%)
16 (17.4%) 4 (6.2%)
46 (32-82) 41 (24-60)
4540 (114-342 000) 89 505 (1034-43 29 802)
337 (9-1396) 335 (11-853)
8 (2-19) -
86 (93.5%) -
14 (15.2%) -
66 (71.7%) -
87 (94.5%) 1 (1.5%)
49 (53.3%) 0
59 (64.1%) 1 (1.5%)

NRTI, nucleotide reverse transcriptase inhibitor; NNRTI, non-nucleotide reverse transcriptase inhibitor; PI, protease inhibitor.

HIV-1 Vif diversity among pretreated and
antiretroviral-naive patients

A total of 157 tull-length Vif sequences, amplified from
plasma viral RNA, were available for analysis. We
compared the polymorphisms in the Vif alleles derived
from individuals experiencing virologic treatment failure
(n=92) with those of therapy-naive individuals (n = 65).
Overall, the Vif proteins were highly polymorphic
with at least half of the positions within the coding region

(a)

Antiretroviral-naive patients

being variable (96/192 residues in therapy-naive
patients and 102/192 residues altered in pretreated
patients). Using the entropy program (http://www.hiv.
lanl.gov/cgi-bin/ENTROPY) to compare the Vif
amino acids substitutions between the two populations
we 1identified four single positions that were more
polymorphic in pretreated patients: K22 (P=10.01), Y30
(P=0.03), L153 (P=0.05) and K157 (P=0.05; Fisher’s
exact test).
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Fig. 1. Frequency of mutations in the functional domains of H

IV-1 Vif. The amino acids variation shown is based on 65 sequences

derived from naive patients and 92 sequences derived from pretreated patients failing HAART. The variation in six functional Vif
domains (Vif/APOBECS3 interacting domains and the BC-box motif) is shown for each of the two patient populations. Additionally,
the four positions that were statistically more polymorphic in pretreated patients (K22, Y30, L153, K157) are also shown in the
figure; they are indicated by asterisk (*). The amino acids representing at least 4% of the sequences are depicted and identified in
the bars. HxB2 was used as reference sequence. HAART, highly active antiretroviral treatment.
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Fig. 2. G-to-A mutations are more frequent in patients derived HIV-1 K22H viruses. (a) The G-to-A mutation was assessed by
analyzing a total of 70 sequences (944 bp each) of protease (PR) and reverse transcriptase (RT) derived from plasma K22H and K22
WT viruses. Comparisons between G-to-A mutations were tested using the Mann—Whitney test. (b) Frequency of drug-resistance
mutations in PR and RT occurring in a GA/GG dinucleotide context in plasma K22H and K22 WT viruses. The mutations on the
X-axis represent the G-to-A drug-resistance-associated mutations (GA/GG dinucleotide context) in PR or RT. The black and gray
bars represent the frequency of mutations in pretreated patients infected by Vify,,p viruses and WT K22 viruses, respectively. G16E
and M36l mutations are more frequent in Vifg,4 viruses compared to other Vif variants. NS: not significant. Comparisons between

percentages were performed using the Fisher’s exact test.

Because functional Vif domains are conserved [5] and
mutations in these domains may control interactions with
APOBEC3 enzymes, we focused our analysis on the
genetic variation within these regions. Figure 1 shows the
polymorphisms in six functional domains of Vif (Vif/
APOBECS3 interacting domains and the BC-box motif).
These regions were either very conserved or equally
polymorphic (i.e. R17K, R41K, Y44F D78E) in both
patient populations with the exception of residue K22.
Analyzing polymorphisms at position K22, we show that,
whereas K22N is equally found in both populations
(Fig. 1) and K22I, K22Q and K22T occasionally detected,
substitution K22H was detected in 12% (11/92) of the
patients failing HAART compared to only 1.5% (1/65) in
treatment-naive patients (P=0.015; Fisher’s exact test).
Taken together, we identified four positions in Vif that are
polymorphic in patients failing HAART (K22, Y30,
L153, K157) with a specific substitution at one of these
positions (K22H) being found 10 times more often in
viruses derived from patients experiencing virologic
failure.

Association of Vif K22H with G-to-A mutations
in reverse transcriptase and protease derived
from pretreated patients

Lysine (K) at position 22 is known to be important for
A3G neutralization [23] and we next aimed to determine

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

whether the K22H mutation in Vif (Vifgsp) is associated
in vivo with a higher rate of G-to-A mutations. For this
purpose, we analyzed the protease-reverse transcriptase
(PR-RT) regions of the 11 patients failing HAART and
harboring Vifg,oy viruses and compared them with the
59 PR-RT sequences from pretreated patients harboring
Vit K22 WT viruses (Vifgoo wr)-

The PR-RT nucleotide sequences derived from Vifgooy
viruses displayed a 21% increase in G-to-A mutations
(P=0.023; Mann—Whitney test). We observed a trend
towards increased number of G-to-A mutations in an
A3G context (GG-to-AG) compared to sequences from
Vifgor wr variants (35% increase, P=0.049; Mann—
Whitney test) (Fig. 2a). Interestingly, when focusing only
on the drug-resistance-associated mutations, we noted
that 72% (n=28/11) of Vifxaoyy variants but only 44%
(n=26/59) of Vify,, wr variants harbored at least two
drug-resistance-associated mutations in a GA/GG dinu-
cleotide context. Specifically, G16E and M361 were more
prevalent (P=0.022 and P=0.046) in Vifgooy viruses
than in Vifgo, wr variants (Fig. 2b).

Determination of the anti-A3G activity of Vif
mutant K22H

We next assessed directly the anti-A3G activity of Vif
mutant K22H using a single cycle infectivity assay.
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Fig. 3. Assessment of the anti-A3G activity of Vif mutant K22H. (a) Single cycle infectivity of viruses complemented with Vif
K22H was assessed on TZM-bl reporter cells. Relative light units (RLUs) are shown. (b) Vif-mediated degradation of A3G was
assessed by Western blotting of transfected cell lysates. In contrast to wild-type Vif, mutant K22H does not degrade A3G. The K-to-
H substitution also alters the migration properties of the protein resulting in a seemingly shorter protein band. Three independent
experiments were performed. (c) Replication kinetics of full-length HIV-1 WT and K22H in T-cell lines. HIV-1 WTa35. and
K22Ha36. mutant produced on the permissive Sup-T1 cells (equivalent 5 ng p24g,,) were used to reinfect Sup-T1 target cells.
Similarly, HIV-T WT 365 and K22H 364 mutant produced on the nonpermissive MT-2 cells (equivalent 15 ng p24,,) were used
to reinfect MT-2 target cells. Supernatants were collected every 2—4 days and assayed for viral p24 antigen. At the end of infection,
cells were collected and proviral DNA WTa36.K22Ha36. WTasc+ and K22Ha36, mutants were extracted for amplification,
cloning and sequencing. Two independent experiments were performed.

Figure 3a shows that Vif mutant K22H fails to completely
neutralize A3G (K22H: average RLU 279; No Vif:
average RLU 399). As a control, we used wild-type Vif
which, in the presence of A3G, resulted in the production
of viruses with 50% infectivity (average RLU 39797) of
viruses produced in the absence of A3G (average RLU
70848). This failure of Vif K22H to restore viral
infectivity in the presence of A3G correlated with the
lack of A3G degradation as assessed by Western blotting of
transfected cell lysates (Fig. 3b). The Western blot also
reveals that Vif K22H was less expressed than wild type
and that the lysine-to-histidine substitution at position 22
affected the migration of the mutant protein (Fig. 3b).
Taken together, the Vif mutant K22H is, at least partially,
defective for A3G neutralization.

Replication kinetics of K22H Vif mutant NL4-3

‘We next examined the impact of the Vif K22H mutation
on Vif function in the context of the full-length virus.
WT NL4-3 and K22H Vif mutant NL4-3 viral stocks
were used to infect permissive Sup-T1 cells resulting in
the production of WTasg. and K22H a3 viruses, and
MT-2 nonpermissive cells resulting in the production of
WTasgy and K22Ha3g.. In the second round of

infection, measurement of the viral p24,,, antigen
showed that viruses WTasg. and K22H 35 produced
on the Sup-T1 cells exhibit similar replication abilities
(Fig. 3¢). In contrast, using viruses produced in MT-2
cells, K22Hp3G, replication was significantly reduced
compared to WTxsg, since the first days of infection.
At day 5, fitness differences between WTasg, and
K22H 3¢ mutant ranged between 6-fold and 17-fold in
two independent experiments (Fig. 3¢). These results
suggest that NL4-3 Vif mutant K22H fails to neutralize
A3G, findings which are in good agreement with the
single cycle infectivity results.

Viral diversity in T cells infected with

K22Ha36. and K22H 364+ Vif mutants

To determine the impact of the Vit K22H mutation on
A3G-driven mutagenesis of the proviral archives, we
collected Sup-T1 and MT-2 cells at the end of the
spreading infection experiments, extracted proviral DNA
PCR-amplified, cloned and sequenced a 546 nt-long
portion of the RT region. A total of 183 clones were
analyzed, 30 derived from proviral DNA WTx35., 31
from DNA K22H 3., 60 from proviral DNA WTasc.,
and 63 from proviral DNA K22Ha3¢.. As expected,
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(a) Nclones  Total bp G-to-A other
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Fig. 4. Evidence of A3G-induced mutations in the RT regions of proviral clones derived from Vif K22H infections. (a) Summary of
the mutations observed by wild-type and K22H viruses derived from parallel infections of supT1 (WTa3g., K22Ha35.) and MT-2
(WTasc4, K22Ha3c ) cells. The number of G-to-A mutations (G-to-A), its dinucleotide context, the number of any other mutations
(Other), the number of clones (N clones) and the number of sequenced nucleotides (total bp) are listed. (b) Graphic representation
of the G-to-A changes in a panel of proviral DNA sequences of individual clones from MT2 infection of WT a3, and K22Ha36,.
Each bar represents one clone. The nucleotides are numbered at the bottom of each panel, indicating position within the 546-
nucleotide region. G-to-A changes in each clone sequence compared to the consensus sequence are indicated by bars as follows:
GG-to-AG (dark gray bars), GA-to-AA (light gray bars). M184I was detected in 16 proviral clones derived from K22Hx3 - infection
(light gray column) and in not a single WT 3¢ proviral sequence. One clone displayed only one mutation M184I and another
clone harbored an NNRTI G-to-A drug-resistant mutation G190E. The PCRs and the cloning were repeated three times. * indicates
stop codons. Differences in the G-to-A mutation frequencies were analyzed using the Hypermut 2.0 program (http://www.hiv.
lanl.gov/content/sequence/HYPERMUT/hypermut.html). NNRTI, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor; RT, reverse
transcriptase.

premature stop codons. These stop codons occurred in
the context of a tryptophan codon (TGG-to-TGA) at
positions 71, 88, 153, 212, 229, 239 of reverse

proviral clones derived from WTasg. and K22Has¢-
infections showed very few G-to-A mutations since these
infections were conducted in Sup-T1 permissive cells.

Among the WTysc proviral clones, only two (1.5%)
harbored a single G-to-A mutation (Fig. 4a, 4b).

In contrast, proviral clones derived from K22H 53 were
highly variable with 57% of the clones (n = 36) harboring
at least one G-to-A mutation with the majority of these
clones exhibiting a wide range of G-to-A substitutions
(range 1-34, mean 9.6) (Fig. 4a, b). Using the Hypermut
2.0 program, 28.5% (n=18) were scored as heavily
hypermutated (P < 0.05; Fisher’s exact test). The
observed substitutions were almost entirely restricted to
G-to-A mutations in a GG or GA dinucleotide context.
All severely mutated sequences encoded one or several

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

transcriptase. However, four of the modestly mutated
sequences (n = 18, not characterized as ‘hypermutated’ by
Hypermut program) encoded an open reading frame (see
next paragraph for drug resistance in these clones).

We focused next on drug-resistance mutations in reverse
transcriptase that may occur as result of A3G deamination.
Mutation M1841 in reverse transcriptase associated with
high level resistance to the 2’,3'-didéoxy-3'-thiacytidine
(BTC) [8] was detected in 25% (n=16) of the proviral
clones derived from K22Hu;6, infection but not in a
single WTasc. proviral sequence. Most of the proviruses
encoding M1841 also harbored stop codons although
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three of these sequences encoded an intact protein open
reading frame with one sequence displaying only one
mutation, M1841 (Fig. 4b). Interestingly, one clone
contained one more drug-resistance-associated mutation
resulting from G-to-A change in an A3F favored context:
G190E in reverse transcriptase which is known to confer
resistance to NNRTTs (Fig. 4b). Taken together, K22H
increases considerably the proviral diversity and creates a
pool of proviruses encoding specific resistance associated
mutations. The emergence of drug-resistance-associated
mutations was, under these experimental conditions, fully
independent of any drug exposure.

Discussion

Our understanding on the effects of APOBEC3 on HIV-
1 adaptation and diversification in infected patients is
currently incomplete [25,27,28]. This study investigates
whether mutations in Vif (and indirectly endogenous
expression levels of APOBEC3G) facilitates emergence of
HIV-1 drug resistance mutations in vivo.

We found four polymorphic positions in Vit (K22, Y30,
L153, K157) to be associated with antiretroviral treatment
failure by comparing Vif sequences from 92 patients
failing antiretroviral treatment and from 65 antiretroviral-
naive patients (Fig. 1). We focused on the K22H mutation
since it was ten times more frequent in patients failing
HAART and, moreover, it was the only one of the four
polymorphic positions mapping to a known functional
domain of Vif. Future studies will dissect the putative
contributions of Vif polymorphisms at positions Y30,
L153 and K157.

In addition to genotyping the Vif alleles, we employed a
functional test to determine the anti-A3G activity of the
K22H mutant and demonstrated that this mutant fails to
completely neutralize A3G with evident lack of A3G
degradation, suggesting thatits interaction with A3G is at
least partially altered. It is well established that HIV-1 Vif
inactivates A3G and A3F through distinct motifs and that
single-nucleotide substitutions in these domains may
alter partially or totally the cytidine deaminases
suppression [23]. In particular, at position 22, it has
been demonstrated that changes in AA can have an
impact on Vif function [22,23,29]. Substituting alanine
(A) or arginine (R) at this position in Vif retained the
ability to interact with A3G and A3F proteins, whereas
aspartate (D) or glutamate (E) substitutions abolished
interaction with A3G but not A3F [22,29]. Here, we
show that histidine (H) 22 also alters Vif function
against A3G.

‘We monitored viral replication of a NL4-3 virus harboring
mutation K22H in permissive A3G(-) (Sup-T1) and
nonpermissive A3G(+) (MT-2) cells. In good agreement

with other studies [24], we show that this attenuated Vif
variant displayed reduced fitness when passaged repeatedly
in A3G (+) cells (MT2) but not in A3G (-) cells (SupT1).
Contrary to WT NL4-3, infection of MT-2 cells by Vif
K22H resulted in a proviral population characterized by a
wide spectrum of G-to-A mutations, predominantly in a
GG-to-AG context. GG dinucleotides are the specific
target for A3G, suggesting that A3G is mainly responsible
for the G-to-A mutations.

As a consequence of G-to-A substitutions, a quarter of
the K22H proviruses recovered from MT2 cells encoded
the 3TC resistance-associated mutation M 1841 in reverse
transcriptase. Similarly, sequences derived from HIV-
infected patients [30] as well as other in-vitro studies [24]
have described M 1841 in the reverse transcriptase region
of G-to-A hypermutated proviruses in the absence of any
lamivudine exposure. Although premature stop codons
detected in most of these clones likely result in
nonfunctional proteins, it is interesting to point to the
fact that 18.7% of the M 184l carried clones harboring no
or only one supplemental substitution (Fig. 4). Further-
more, we analyzed the in-vivo impact of Vif K22H
mutation on G-to-A changes observed in sequences
derived from pretreated patients failing HAART.
Reverse transcriptase and protease bulk sequencing of
plasma variants with Vifg,spy showed a higher frequen-
cies of G-to-A mutations compared to those from Vify,,
wr variants and, importantly, we show that these Vif
variants harbored significantly more G-to-A-encoded
drug-resistance mutations in protease. However, the
increased frequency G-to-A mutations observed in
sequences derived from plasma HIV-1 K22H RNA
was less obvious than what we observed in proviral DNA
recovered from in-vitro spreading infections by K22H
virus. This observation is in agreement with a recent
study describing that proviral DNAs contained the
highest level of G-to-A mutations and viral RNA
genome contained the least G-to-A mutations [31]. We
also need to consider that the population sequencing
approach used for genotypic drug resistance testing fails
to detect minority populations and we cannot exclude
thata small proportion of the plasma viruses K22H carrya
higher number G-to-A mutations and/or other G-to-A
drug-resistance mutations.

In conclusion, the evidence that patients failing anti-
retroviral treatment frequently harbored a specific Vif
variant (K22H) suggests an important role of APOBEC3
proteins in development of HIV-1 drug resistance in vivo.
Patients harboring viral strains encoding Vit K22H could
be more likely to develop resistance to certain antiretroviral
agents as this mutation is able to decrease the efticacy of Vif
function and to promote the selection of some G-to-A
drug-resistance mutations. Future studies are needed to
establish the predictive value of Vif mutations for treatment
failure and establish a causal correlation between Vif
function and drug escape during HIV-1 infection.

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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E138K and M1841 mutations in HIV-1 reverse
transcriptase co-emerge as a result of APOBEC3
editing in the absence of drug exposure

Slim Fourati*™®, Isabelle Malet*™¢, Sidonie Lambert**¢, Cathia
Soulie*”<, Marc Wirden®"<, Philippe Flandre*”, Djeneba Bocar
Fofana®"<, Sophie Sayon™¢, Anne Simon®"<, Christine Katlama®"<,
Vincent Calvez*” ¢ and Anne-Geneviéve Marcelin®?¢

Background: Recent clinical trials with rilpivirine combined with emtricitabine and
tenofovir revealed that patients failing treatment frequently harbored viruses encoding
resistance associated mutations in the HIV-1 reverse transcriptase at position E138K and
M1841. We show here that APOBEC3 proteins play a role in the emergence of these drug
resistance mutations.

Methods: We used a Vif mutant that has suboptimal activity against APOBECS3 to assess
the in vitro frequency of APOBEC3-induced resistance mutations in reverse transcrip-
tase. To assess the degree of in vivo G-to-A viral hypermutation, a large data of HIV-1 RT
proviral sequences from PBMCs recovered from infected patients under HAART was
analyzed.

Results : /n vitro replication experiments in cell lines with and without APOBEC3
expression suggest that APOBEC3 driven mutagenesis contributes to the generation of
both M184l and E138K within HIV proviral repository in the absence of drug exposure.
Additionally, analysis of 601 patients PBMCs sequences revealed that the co-presence
of mutations E138K and M1841 were never detected in non-hypermutated sequences
whereas these mutations were found at a high frequency (24%) in the context of
APOBEC3 editing and in the absence of exposure to etravirine/rilpivirine.

Conclusion: We demonstrate using in vitro experiments and analyzing patients PBMCs
sequences that M184l and E138K resistance associated mutations may pre-exist in
proviral reservoir at a high frequency prior to drug exposure, as a result of APOBEC3
editing. Thus, incomplete neutralization of one or more APOBEC3 proteins may favor
viral escape to rilpivirine-emtricitabine.
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Introduction

HIV-1 variation results from a combination of factors
including the error proness of the reverse transcriptase,
recombination and rapid rates of viral replication [1-3].
In addition, APOBECS3 restriction factor family (A3) is
likely to contribute to HIV sequence diversification [4—
10]. The A3 proteins comprise seven cytidine deaminases
(A3A-A3H); some of the members of this family (eg.
A3G, A3E, A3H) have the ability to cause HIV-1 guanine-
to-adenine (G-to-A) hypermutation [7,11]. G-to-A
hypermutation mostly occur in GG or GA dinucleotide
contexts, attributed predominantly to A3G and A3F
respectively. Despite being counteracted by HIV-1 Vif
protein, A3 proteins are incompletely neutralized in vivo
as evidenced for infected patients harboring G-to-A
hypermutated proviruses [7,12—15]. Although hyper-
mutated genomes are usually thought to be defective,
A3G has been shown to induce sublethal mutagenesis at
physiological levels: in vitro mutated viruses carrying
mutations at A3G hot spots were able to produce
infectious  replication-competent  progeny  [10].
Additionally, HIV can shape new diversity through
recombination of a non-hypermutated replication-
competent virus with lethally hypermutated genome
residing in the same cell [5]. Such sequences certainly
contribute to viral diversity and have been shown to lead
to drug resistance [5,8,9].

In the era of highly active antiretroviral therapy
(HAART), viral escape to antiretrovirals (ARV) becomes
rare and is usually the consequence of the accumulation of
specific drug resistance mutations to a drug regimen.
ARV failure may be facilitated if several drug resistance
mutations pre-exist or appear in the same context.
Clinical trials of Rilpivirine (RPV), a novel nonnucleo-
side reverse transcriptase inhibitor (NNRTI), in associ-
ation with two nucleos(t)ides reverse transcriptase
inhibitors (NRTTIs), emtricitabine (FTC) and tenofovir
(TDF) in treatment naive patients (ECHO and
THRIVE) showed that E138K and M1841 were the
most frequent mutations to co-emerge in patients who
failed this combination [16,17]. E138K and M1841
mutations both result from G-to-A transitions in
APOBECS3 contexts (GA and GG respectively). M 1841
has been extensively studied [18,19] and its appearance
before M184V in patients failing lamivudine/emtricita-
bine has been attributed to APOBEC3G editing [5,8]. In
contrast, E138K 1is a recently identified drug resistance
mutation that has been shown to emerge under selection
of second—generation NNRTIs (etravirine (ETR) and
rilpivirine (RPV)) [20—23]. Because E138K and M 1841
mutations may occur as a result of APOBEC3 editing and
because both mutations are often co-selected in patients
failing RPV-FTC-TDE we propose here to investigate
the potential role of APOBECS3 as a source of viral escape
to this drug combination. We used a well-characterized in

vitro system to show that both M1841 and E138K
mutations in RT are archived in proviral DNA as a result
of APOBECS3 editing. We further assessed the relevance
of the observed mutations in vivo, based on our patients
PBMCs sequence database.

Methods

To assess viral diversity and drug resistance associated-
mutations (DRAMs) imposed by APOBEC3G in vitro,
we used a NL4—3 Vif K22H mutant that has suboptimal
activity against A3G [9] to infect MT-2 [24] (A3G-
expressing cell lines) and Sup-T1 cells (cell lines that
express little or no A3G) as previously described [9]. HIV-
1 viral stocks were obtained by transfection of HEK 293 T
cells [9]. Viral stocks were used to infect either SupT1 or
MT?2 cells. At day 5 post-infection, supernatants were
collected to re-infect new cells from the same lineage
(either SupT1 or MT?2) for 5 days. At the end of the
second infection, proviral DNA was extracted using
QIAamp blood DNA minikit (QIAGEN, Courtaboeuf,
France). Each experiment was performed in duplicate
and 3 independent experiments were performed. The
identity and frequency of proviral mutations in HIV
quasi-species recovered from MT2 and SupT1 cells were
analyzed using molecular cloning and sequencing on the
reverse transcriptase region as previously described [9].
We pooled three PCR for each cloning to avoid
amplification bias. A total of 123 clones were analyzed
(30 to 38 clones per experiment).

Furthermore, to assess the degree of in vivo G-to-A
hypermutation of HIV-1 and consequent diversity, 601
HIV-1 RT proviral sequences from PBMCs recovered
from HIV-1 infected patients under HAART were
analyzed. Differences in the G-to-A mutation frequencies
were analyzed using the Hypermut 2.0 program (http://
www.hiv.lanl.gov/content  /sequence/HYPERMUT/
hypermut.html). A sequence was considered hypermu-
tated if it registered a P value of less than 0.05 on the
Fisher’s exact test that compared the number of G-to-A
changes in APOBEC3 versus control contexts. HIV-1
RT sequences recovered from PBMCs related to this
work have been submitted to GenBank and were given
accession numbers JQ395570 through JQ396170.

Results

As expected, infection of Sup-T'1 cells (APOBEC3G-) in
the absence of drugs with either WT or partially active
(against APOBEC3G) Vif K22H mutant results in minor
diversity in proviral quasi-species after two rounds of
infections because these cells do not express APOBEC3G

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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Fig. 1. Drug resistance mutations E138K and M184l are induced by APOBEC3G concomitantly in vitro in the absence of drug
exposure. A) G-to-A mutation frequency of WT and Vif K22H clonal proviruses derived from Sup-T1 cells (APOBEC3G-) and
MT2 cells (APOBEC3G+) are analyzed using molecular cloning and sequencing on the reverse transcriptase region. One
hundred and twenty nine RT clone sequences are analyzed (WTsypri,n=30; K22Hg,,r1,n=31; WTpr,n=30;
K22Hpmr2,n = 38). Each clone is represented by a lozenge and the median number of G-to-A mutations in GG/GA context
is depicted by a horizontal line. B) Drug resistance mutations are analyzed in each clone in each experiment. Only defective Vif
K22H proviruses in MT2 cells exhibited high viral diversity with co-emergence of M1841 and E138K in 3 independent clones
(8%), M1841 was found in 13 clones (34%), E138K in one clone (3%). DRAM: Drug Resistance Associated Mutation.

(Fig. 1). Similarly, because WT NL4-3 carries a
functional vif gene, infection of APOBEC3G expressing
cells (MT2 cells) resulted in rare G-to-A mutations in
WT proviral clones. In these three experiments,
substitutions occurred at low frequencies in some proviral
clones (range of 1 to 2 mutations per sequence) found at
random locations. The low number of G-to-A mutations
likely reflects mistakes made during the reverse transcrip-
tase process [1] or by RNA polymerase II [25]. Of note,
no drug resistance associated mutation in RT was detected
in these experiments performed in the absence of drugs.

In contrast, defective Vif K22H proviruses produced in
APOBEC3G expressing cells exhibited a high rate of G-
to-A substitutions (94%) at APOBECS3 hotspots (92% in
GG/GA dinucleotides) showing that such sequences
underwent an inordinate number of identical G-to-A
transitions attributed to APOBEC3 editing. Using
hypermut program (Hypermut is designed to detect
hypermutation induced by APOBEC3 enzymes) some of
the sequences were particularly highly attributed to
APOBEC3 editing (p < 0.001). Fig. 1a shows that the
number of G-to-A mutated sequences and the average

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

number of mutations per sequence were remarkably high
(n=36, 95%; median of mutations per sequence =>5)
(p < 0.001). In such conditions, viral diversity resulted in
the generation of both M1841 and E138K in RT that co-
emerged in 8% of clones (n=23) (Fig. 1b). Additionally,
M 1841 was found in 34% of clones (n = 13) and E138K in
3% of clones (n =1) (Fig. 1b). Despite the observation of
in-frame stop codons in many clones at tryptophan
positions (as a result of TGG to TAG) indicating that such
proviruses are defective, different degrees of mutation
loads were observed with some clones not harboring a
single stop codon, suggesting a complex selection of
viable A3G-induced mutations that can produce infec-
tious particles. Three independent experiments were
performed. Owerall, these results suggest that APO-
BEC3G is able to induce the appearance of E138K and
M184I in a specific clone presumably during the same
reverse transcription process, in the absence of any
drug exposure.

To validate this hypothesis, we further analyzed a large
number of HIV-1 RT bulk sequences (n=601) derived
from PBMC:s from 567 patients under HAART followed



4

AIDS 2012, Vol 00 No 00

A n=576 n=29
100%
80%
60%
O Absence of M1841+E138K
40%
W M1841+E138K
20%
0%
No G->A G->A
hypermutation Hypermutation
g E138K M184|
i H— i } —y Hi—+ i i
1 11 H 1 1] | i [1] |
L. LI} T LL} Ll L ] LLL] T
= — : i 1 -
Hypermutated | ——HH Hi H+—H ¥ L H————
sequences " 'l L L ly L
= I | TR | T __IH_H '1_1| B L H HI “'I'_
——H H— ——H——— [ | I
H H— e L i H———t—
'__ 1
L]
Non- i —
hypermutated - L L
sequences o T T
L 1 1
I T 1

Fig. 2. Drug resistance mutations E138K and M1841 are archived in naturally occurring G-to-A hypermutated RT sequences
derived from PBMCs from patients with no prior exposure to etravirine nor rilpivirine. A) 601 RT sequences from PBMCs derived
from patients under HAART were analyzed. Among these, 572 sequences were not found hypermutated in APOBEC3 contexts
and not a single sequence contained E138K and M1841 mutations in RT. In contrast, 29 sequences were G-to-A hypermutated
(p<0,05 using Hypermut program), 7 of which (24%) harbored both M184l and E138K, with one patient sequence not
harboring a single stop codon, suggesting the dormant provirus is replication-competent. B) RT sequences derived from the 7
patients harboring hypermutated HIV sequences with E138K and M184l are shown. Additionally, four non-hypermutated
sequences (selected at random from patients PBMCs database) are depicted. Individual patient sequences are displayed as
horizontal lines. Only G-to-A mutation in GG/GA contexts are represented. Black vertical dashes represent GG-to-AG
substitutions, and grey vertical dashes represent GA-to-AA substitutions. HXB2 sequence was used as a reference sequence.

in our hospital. At the time of genotyping, 91% of patients
were receiving nucleoside/nucleotide reverse transcrip-
tase inhibitors (NRTIs), 24% non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitors (NNRTIs) and 79% protease
inhibitors (PIs). Main combinations of NRTIs consisted
of tenofovir/emtricitabine (33%), zidovudine/lamivu-
dine (20%), abacavir/lamivudine (18%) and Stavudine/
lamuvidine (8%). Our sequences analysis showed that
most of them (n = 572) were not found hypermutated in
APOBEC3 contexts, suggesting in these cases that
APOBECS3 editing is minimal. Of these sequences, not
asingle one contained both E138K and M184I mutations
in RT (Fig. 2a). In contrast, 29 patients harbored G-to-A
hypermutated proviral sequences (p < 0,05 using Hyper-
mut program) and among these sequences, 7 (24%)
harbored both M1841 and E138K, with one patient

sequence not harboring a single stop codon (Fig. 2). Of
note, there were no significant differences between the
groups of patients harboring hypermutated sequences and
other patients in terms of HAART regimen and NRTIs
use. Additionally, none of the patients harboring both
M1841 and E138K had received one of the second
generation NNRTI (ETR or RPV) which are the only
ARV drugs known to select E138K [20—-22].

Discussion

The HIV-1 population within an infected individual is
characterized by an extraordinary viral variation. Recent
studies have shown that APOBEC3 contribute to this

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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viral diversification and have the potential to facilitate
HIV-1 drug resistance [5,8—10] probably because of
naturally occurring defective HIV Vit variants [4], and
also because polymorphisms in APOBEC3 gene family
members has been shown to influence HIV-1 sequence
variation. For example, HIV-1 infected patients with
certain A3H haplotypes displayed less G-to-A mutations
and lower viral loads [26]. More generally, a large number
of HIV-1 infected patients have been shown to harbor
hypermutated proviruses attributed to APOBEC3. Pace
et al. described hypermutated proviral DNA in 12% out of
136 HIV-1 infected individuals by use of a bulk PCR
sequencing [12]. Another study using clonal approaches
show that APOBEC3-induced hypermutation is very
often detected in patients’ proviral quasispecies [13].

In our study, we demonstrate that APOBEC3 editing
results in the co-selection of drug resistance associated
mutations M 1841 and E138K in vitro and confirmed these
results by analyzing a large dataset of patients’ PBMCs
sequences. M1841 and E138K were only detected in the
context of APOBEC3 editing in the absence of exposure
to ETR/RPV. Additionally, analyzing patients’ HAART
regimen, we found no significant differences in
antiretroviral treatment in patients harboring hypermu-
tated proviruses and other patients suggesting that no
specific treatment contributes to hypermutation in vivo.
Specifically, as NRTIs backbone is similar in the two
groups of patients, RT inhibitors are not likely to induce a
mutational bias in this context.

Combined with previous findings that APOBEC3-
induced hypermutation is frequent in vivo [12,13], our
results indicate that M1841 and E138K may pre-exist in
proviral reservoir at a high frequency prior to drug
exposure and may serve as a repository of genetic
information available to favor escape to ARV in case of
exposure to some antiretrovirals such as the combination
of RPV and emtricitabine/lamivudine. As naturally
occuring hypermutated proviruses are often found in
resting CD4 T cells, usually at a low rate (|7], for review),
the coexistence of E138K and M184] mutations in
PBMCs are likely to be underestimated in our study
because we performed global population analysis. Such
mutations should be found at a higher rate using more
sensitive techniques (molecular cloning, single copy,
ultradeep sequencing).

In conclusion, HIV-1 variations induced by APOBEC3
enzymes may impact resistance mutational pathways and
rapidly modulate viral susceptibility to a combination of
antiretrovirals, especially when such drug resistance
associated mutations are clustered in the same genome,
as for E138K and M1841 in RT. Specific HIV viruses
harboring defective Vif alleles and/or certain individuals
with “risk” APOBECS3 repertoire may be prone to rapid
failure with rilpivirine and emtricitabine/lamivudine.
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Background: HIV-1 accessory Vpr protein is involved in the reverse transcription process and has been
shown to modulate the virus mutation rate. This process may play a role in the kinetics of appearance
of drug resistance mutations under antiretroviral treatment.

Methods: Vpr sequences were analyzed from plasma viruses derived from 97 HIV-1-infected individuals
failing antiretroviral treatment and 63 antiretroviral-naive patients. Vpr genetic variability was analyzed
for association with specific drug treatment and drug resistance mutations. Biological and virological

ﬁ?{,ﬁords" experiments were employed to characterize a mutation in Vpr found to be associated with virological
Vpr failure.

Drug resistance Results: E17A mutation located in the first o-helix of Vpr was more prevalent in HAART-treated individ-
Didanosine uals compared to untreated individuals. E17A was associated with thymidine analog mutations (TAMs) in

reverse transcriptase M41L, L210W and T215Y and with the use of didanosine in the patients’ treatment
histories. E17A had no impact on the biochemical and functional properties of Vpr, and did not affect
kinetics of replication of wild-type or TAMs-containing viruses. However, its association with TAMs
and the use of didanosine was consistent with phenotypic susceptibility assays showing a significant
3-fold decrease in didanosine susceptibility of viruses harboring Vpr E17A combined with TAMs com-
pared to viruses harboring TAMs alone.
Conclusion: These findings highlight a novel role of Vpr in HIV-1 drug resistance. Vpr E17A confers resis-
tance to didanosine when associated with TAMs. Whether Vpr E17A facilitates excision of didanosine is
still to be determined.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction are selected and outgrow the more susceptible strains. The gener-

ation of resistant variants is a consequence of the error proneness

The high adaptive capacity of HIV-1 is demonstrated by its abil-
ity to escape from potent antiviral drugs in treated HIV-infected
individuals. Virological failure occurs when viruses with drug
resistance-associated mutations (RAMs) in the targeted viral
regions (reverse transcriptase, protease, integrase or envelope)
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of the HIV-1 reverse transcriptase (RT) enzyme (Mansky and
Temin, 1995) and recombination (Jetzt et al., 2000; Levy et al.,
2004; Moutouh et al., 1996). In addition to gag, pol and env genes,
HIV-1 genome encodes a number of accessory proteins that may be
involved in viral diversification and generation of resistant vari-
ants. For example, Vif and Vpr have been shown to be indirectly
involved in the reverse transcription process (Bishop et al., 2004;
Mansky and Temin, 1995).

We recently demonstrated that some Vif variants are likely in-
volved in the appearance of drug resistance-associated mutations
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in vivo. Patients harboring viral strains encoding partially active Vif
proteins are more likely to develop resistance to certain antiretro-
viral agents (ARV) as these strains are able to promote the selection
of some G-to-A substitutions leading to drug-resistance mutations
(Fourati et al., 2010). Another accessory protein, Vpr, has been
shown to participate in the accuracy of the reverse transcription
process in in vitro experiments. Vpr is a 96 amino acid protein that
consists of a flexible N-terminal region, three a-helical domains
with amphipathic properties and a flexible C-terminal region
(Morellet et al., 2003). Vpr is incorporated into HIV-1 virions
through direct interaction with the p6 domain of the Gag precursor
(Bachand et al., 1999; Lavallee et al., 1994). This protein is a mul-
tifunctional protein and was associated with a variety of roles in
determining HIV-1 infectivity including an effect on the reverse-
transcription process, nuclear transport of the HIV-1 pre-integra-
tion complex, cell cycle arrest at the G2/M transition, induction
of apoptosis and transactivation of the HIV-1 LTR (for reviews,
see Andersen et al.,, 2008; Le Rouzic and Benichou, 2005). Some
of these functions involve interactions with cellular partners,
including viral and host-cell proteins. For example, disruption of
cell-cycle control is consequent to Vpr interaction with the DCAF1
subunit of the Cul4a/DDB1 E3 ubiquitin ligase (Belzile et al., 2007;
DeHart et al., 2007; Le Rouzic et al., 2007) and may provide a favor-
able environment for viral expression (Goh et al., 1998). Finally, the
role of Vpr in the reverse transcription process implies interaction
with the nuclear form of the DNA repair enzyme uracil DNA glyco-
sylase (UNG2) for modulating the virus mutation rate (Chen et al.,
2004; Mansky et al., 2000). Thus, this function of Vpr may play a
role in kinetics of appearance of drug resistance-associated muta-
tions. However, the in vivo significance of the above-mentioned
process is unknown.

To our knowledge, there is no report evaluating the impact of
primary Vpr variants from infected patients as a mechanism
underlying resistance to ARVs. In the present study, we investi-
gated Vpr genetic variability in antiretroviral-experienced patients
failing highly active antiretroviral treatment (HAART) compared to
a drug-naive population. We identified one mutation E17A in Vpr
found more frequently in HAART-treated patients. We studied the
functional properties of this variant and evidenced a decreased
susceptibility to didanosine of this variant when associated with
TAMs in cell culture-based assays.

2. Methods
2.1. Patients

A total of 160 HIV-1 plasma viruses subtype B derived from in-
fected patients (97 ARV-experienced failing HAART and 63 treat-
ment naive) were analyzed. In ARV-experienced subjects, HIV-1
genotypic resistance was initiated because of HAART failure. Resis-
tance testing was performed by sequencing protease (PR) and re-
verse transcriptase (RT) regions following the French National
consensus technique (http://www.hivfrenchresistance.org). Addi-
tionally, we analyzed 63 plasma samples from HIV-1 infected pa-
tients who were treatment-naive and for whom HIV genotype
testing was performed at the time of diagnosis.

2.2. Amplification and sequencing of Vpr gene

RNA isolation, cDNA synthesis, and PCRs were performed as de-
scribed previously (Malet et al., 2008). For the first round PCR, we
used Vpr1 (5’'-gaagtacacatcccactagggga-3') and VprB (5'-ctccgettc-
ttcctgecat-3'). The second-round PCR was performed using primer
Vpr3 (5'-attggggtctgcatacaggagaaa-3’) and VprD (5'-gccatagga-
gargcctaagcec-3').

2.3. Site directed mutagenesis

pNL4-3 clones containing mutations in the RT (M41L, L210W,
T215Y, K65R) and/or Vpr (E17A) coding regions were constructed
by site-directed mutagenesis using the Quickchange II Site Directed
mutagenesis Kit (Stratagene) according to the Manufacturer’s
instructions. All HIV-1 constructs were verified by nucleotide
sequencing. (Primers: for the introduction of M41L, we used
M41L-S 5'-agaaaaaataaaagcattagtagaaatttgtacagaact ggaaaaggaag-
gaaaa-att-3’' and M41L-AS 5'-aatttttccttccttttccagttctgtacaaatttctac-
taatgctttt attttttct-3’; for the introduction of L210W and T215Y, we
used 1(210/215)S : 5’-gaggaactgag acaacatctgtggaggtggggattttaca-
caccagac-3’ and 2(210/215)AS: 5'-gtctggtgtgtaaaatc cccacctccaca-
gatgttgtctcagttcctc-3’; for the introduction of K65R, we used
1-K65R-S: 5'-tactccagtatttgccataaagagaaaagacagtactaaatggagaa-3’
and 2-K65R-AS 5'-ttctccatttagt actgtcttttctctttatggcaaatactggagta-3';
for the introduction of Vpr E17A, we used 1vprl7S 5'-gggccacaga-
gggagccatacaatgcatggacactagage-3' and 2vpr17AS 5'-gctctagtgtccatg-
cattgtatgg ctccctctgtggeec-3').

2.4. Cell culture and transfection

HeLa and 293 T cells were maintained in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (Invitrogen) supplemented with 10% fetal bovine
serum (Invitrogen), 50 units/ml penicillin/streptomycin, and
125 ng/ml amphotericin B (Invitrogen), at 37 °C under 5% CO-.
For pulldown and co-immunoprecipitation experiments, 293T cells
were transfected using Lipofectamine 2000 (Invitrogen), according
to the Manufacturer’s recommendations. For immunofluorescence
experiments, HeLa cells were grown onto coverslips in 6-well
plates and transfected using the GeneJuice method (Novagen),
according to the Manufacturer’s recommendations. For the virion
packaging assay, cells were co-transfected as described using the
calcium phosphate method (Jacquot et al., 2007). For the genera-
tion of HIV-1 stocks, 293 T cells were transfected with pNL4-3 plas-
mids using Lipofectamine Plus reagent (Invitrogen).

2.5. Assay for virion incorporation of Vpr-UNG2 fusions

Incorporation of the wild-type and mutated Vpr proteins into
HIV-1 virions was analyzed as previously described (Chen et al.,
2004), using a virion packaging assay in which HA-tagged Vpr were
expressed in trans in virus-producing cells.

2.6. Immunofluorescence analysis

Plasmids for expression of HA-tagged form of the wild-type
(WT) Vpr protein has been already described (Chen et al., 2004),
while the plasmid for expression (E17A mutant) was constructed
by PCR-mediated site-directed mutagenesis using specific primers
containing the desired mutation as described (Chen et al., 2004).
Twenty-four hours after transfection with vectors encoding either
the WT or E17A HA-Vpr proteins or with the empty plasmid, cells
were analyzed by indirect immunofluorescence as described previ-
ously (Langevin et al., 2009).

2.7. Recombinant proteins and GST pulldown assay

Plasmids for expression of HA-tagged forms of the wild-type
and W54R Vpr proteins have been already described (Chen et al.,
2004), while the plasmid for expression the E17A mutant was
constructed by PCR-mediated site-directed mutagenesis using spe-
cific primers containing the desired mutation as described (Chen
et al., 2004). Plasmids for bacterial expression UNG2 fused to the
glutathione S-transferase (GST) has been also described (Chen
et al., 2004). Recombinant GST and GST-UNG2 were produced in
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Escherichia coli and then purified on glutathione (GSH)-Sepharose
beads as described previously (Chen et al.,, 2004). Lysates from
293T cells previously transfected with plasmids for expression of
wild-type or mutated HA-Vpr were incubated overnight at 4 °C
with 2 pg of immobilized GST fusions as described (Chen et al.,
2004). Bound proteins were separated by SDS-PAGE and analyzed
by immunoblotting using the rat anti-HA monoclonal antibody
(Roche Applied Science).

2.8. Co-immunoprecipitation assay

Plasmid for expression of UNG2 fused to the green fluorescent
protein (GFP-UNG2) was kindly provided by Geir Slupphaug (Nor-
vegian University of Science and Technology, Trondheim, Norway).
293T cells were transfected with plasmids for expression of the
wild-type or mutated HA-Vpr proteins in combination with the
GFP-UNG2 expression plasmid. 24 h later, cells were suspended
in lysis buffer containing 100 mM (NH,4),SO4, 20 mM Tris (pH
7.5), 10% glycerol, 1% Igepal CA-630 and 1x complete protease
inhibitor mixture (Roche Diagnostics GmbH). After 30-min incuba-
tion at 4 °C under gentle agitation, cell lysates were centrifuged at
14,000g for 30 min at 4 °C. HA-Vpr proteins were immunoprecipi-
tated from cleared lysates containing 400 pg of total proteins with
2 pg of anti-GFP (Roche Applied Science) on protein A-Sepharose
beads. 80% of the precipitated material was then resolved by
SDS-PAGE and analyzed by Western blotting using anti-HA and
anti-GFP antibodies (Roche Applied Science).

2.9. Phenotypic drug susceptibility assays

Single-cycle titers of the virus were determined in HeLa-P4 cells
(Larder et al., 1990; Larder and Kemp, 1989; St Clair et al., 1991) by
quantifying B-galactosidase activity as previously described (Delelis
et al., 2009). Cells were infected with viruses and grown in the pres-
ence of increasing concentrations of didanosine or 3'-azido-3'-deox-
ythymidine (AZT), ranging from 0.01 pM to 100 uM. The 50%
inhibitory concentration (ICsg) was determined as the drug concen-
tration giving 50% inhibition of B-galactosidase levels with respect
to untreated infected cells. Resistance to didanosine is frequently
associated with mutations L74 V or K65R in RT in patients samples.
Many studies using site-directed mutagenesis or recombinant
viruses have shown that the magnitude of IC50 increase of viruses
harboring either L74 V or K65R was similar in regards to didanosine
(Petropoulos et al., 2000; Winters et al., 1997). In this study, we
tested a K65R mutant as a control in didanosine phenotypic suscep-
tibility assays. Drug susceptibility results were expressed as the fold
change in susceptibility, defined as the ratio of the ICsq of the mutant
variant to that of NL4-3 wild-type. Assays were performed in
triplicate.

2.10. Statistical analyses

Comparisons between percentages were performed using the
Fisher exact test. We used the entropy program to evaluate the dif-
ferences in polymorphisms between the drug-naive and the anti-
retroviral-experienced population. A Bonferroni correction was
considered to set the threshold of significance (http://www.hiv.
lanl.gov/cgi-bin/ENTROPY). The 50% inhibitory concentration
(ICs50) was determined using regression curves. Analyses were
performed using Statview.

2.11. Nucleotide sequence accession number
All the HIV-1 Vpr sequences related to this work have been sub-

mitted to GenBank and were given accession numbers JN125863
through JN126022.

3. Results
3.1. Patient characteristics

Our population of patients failing HAART (n = 97) has the fol-
lowing characteristics: the median age was 46 years, 89% of the pa-
tients were men; the median CD4 cell count was 331 cells/mm?,
and the median plasma HIV-1 RNA was 4680 cp/ml at the time
of genotypic testing. Overall, median time of HIV-1 infection was
17 years (range: 4-25) and the median of prior ART exposure
was 13 years (range: 1.5-18). Patients received a median of eight
antiretroviral drugs in their history (range: 2-19). All patients
received at least one nucleoside/nucleotide reverse transcriptase
inhibitor (NRTI), 74% at least one non-nucleoside reverse transcrip-
tase inhibitor (NNRTI) and 97% at least one protease inhibitor (PI)
in their history. At the time of analysis, 98% of viruses collected
from plasma from HAART-treated patients harbored at least one
drug resistance associated mutation (RAM) in reverse transcriptase
(RT) and/or protease (PR) (major mutations, as defined by the
IAS-USA guidelines).

3.2. Vpr polymorphisms in patients failing ARVs and association with
known ARV resistance associated mutations

A total of 160 HIV-1 plasma viruses subtype B were analyzed.
The polymorphism within the HIV-1 Vpr primary sequence, de-
duced from sequencing of viral RNA from plasma samples from
HAART-treated patients failing HAART (n = 97) was compared with
the polymorphism from samples from therapy-naive individuals
(n=63). Overall, the Vpr sequences were highly conserved in ther-
apy-naive patients with nearly 80% (74/97) of conserved amino
acids (polymorphism <5%) in the Vpr coding region. In contrast,
in HAART-treated patients, the Vpr proteins were more polymor-
phic with less than 50% amino acids being conserved (44/97). As
reported in Fig. 1 and Table 1, E17, L22 and R32 positions located
in the first a-helix of Vpr were more polymorphic in HAART-trea-
ted individuals (p<0.001, p=0.02 and p=0.02, respectively).
Specifically, E17A mutation increased in prevalence from 3%
(n=2/63) in samples from untreated individuals to 18% (n=17/
97) in samples from HAART-treated patients (p =0.004) (Fig. 1,
Table 1). R32K mutation increased in prevalence from 3% (n =2/
63) in samples from untreated individuals to 13% (n=13/97) in
samples from treated patients (p = 0.02).

To determine whether these two Vpr mutations were associated
with any specific drug resistance-associated mutation, we analyzed
protease and reverse transcriptase sequences derived from our pa-
tient database. We compared the prevalence of every drug resis-
tance associated mutation in PR and RT as listed by the ANRS
algorithm (http://www.hivfrenchresistance.org) from 17 patients
harboring Vpr A17 with 70 patients harboring Vpr E17. Only three
thymidine analog mutations (1) (TAMs-1) in the reverse transcrip-
tase were found to be associated with E17A mutation: M41L
(p=0.03)L210W (p = 0.006) and T215Y (p = 0.03). In contrast, none
of TAMs (2) including D67 N, K70R, T215F, and K219Q/E were asso-
ciated with Vpr E17A. (D67 N, p=1; K70R, p=0.53; T215F, p=0.3;
K219Q/E, p=0.76). Analyzing the individual drug regimens in
HAART-treated patients, we observed a unique association between
E17A and didanosine (p = 0.03) in the patients treatment histories
(Fig. 2). Didanosine had been administered for a median of 2.5 years
(range: 0.5-4.5). Similar analyses were performed for R32K muta-
tion, but the Vpr R32K variant was not associated with a drug resis-
tance mutation in PR or RT. Since no association of Vpr R32K was
evidenced with either a specific drug in the patient treatment his-
tories, or a specific drug resistance-associated mutation, we did
not further characterize R32K mutation.
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Fig. 1. Frequency of mutations in the three a-helix functional domains of HIV-1 Vpr. The amino acids variation shown is based on 63 sequences derived from drug-naive
patients and 97 sequences derived from patients failing on HAART. The variation in the three a-helix functional domains is shown for each of the two patient populations.

Substitution at position 17 is indicated by *. HXxB2 was used as reference sequence.

Table 1

Genetic variations in E17, L22 and R32 positions of the first a-helix of Vpr that
were found more polymorphic in pretreated patients (p <0.05, entropy program
http://www.hiv.lanl.gov/cgi-bin/ENTROPY). E17A and R32K mutations were more
prevalent in pretreated patients compared to untreated patients.

Position Amino acid No. (%) of patients
Pretreated Untreated
17 E (wild type) 71 (73%) 59 (93%)
A 17 (18%) 2 (3%)
Q 4 (4%) 2 (3%)
D 3 (3%) 0
G 1(1%) 0
\Y 1(1%) 0
22 L (wild type) 88 (91%) 62 (98%)
F 4.(4%) 0
I 4.(4%) 1(2%)
R 1(1%) 0
32 R (wild type) 84 (86%) 61 (97%)
K 13 (14%) 2 (3%)

3.3. Characterization of the Vpr E17A variant

Because we identified a significant association between the Vpr
E17A mutation and failure to antiretroviral treatment in patients
using didanosine, this substitution was first introduced within
the Vpr protein of the HIV-1 NL4-3 isolate for biochemical and
functional characterization.

Since the requirement of Vpr for early stages of the virus life cy-
cle, including modulation of the reverse transcription process (for
review, see Le Rouzic and Benichou, 2005), has been associated
with its packaging into virions, we used a transient Vpr packaging
assay in which HA-tagged Vpr was expressed in trans in virus-pro-
ducing cells for analyzing whether the Vpr E17A mutant was incor-
porated into virus particles. As evidenced in Fig. 3A by western
blotting, Vpr E17A was packaged into purified virions as efficiently

as the wild-type Vpr protein. After de novo expression in infected
cells, HIV-1 Vpr primarily localizes in the nucleus but it is excluded
from the nucleolus (Depienne et al., 2000; Kamata and Aida, 2000).
When expressed in HeLa cells as HA-tagged proteins and analyzed
by immunofluorescence, both the wild-type and the Vpr E17A
proteins were efficiently concentrated in the nucleus at steady
state (Fig. 3B). Finally, the role of Vpr in the modulation of the virus
mutation rate was related to its direct interaction with the nuclear
form UNG2, a DNA repair enzyme involved in the cellular mecha-
nisms of base-excision repair that specifically removes uracil from
DNA (Planelles and Benichou, 2009). Therefore, we used biochem-
ical approaches to investigate whether the Vpr E17A mutant
retained the ability to interact with UNG2. An in vitro binding assay
was used with recombinant UNG2 expressed in E. coli in fusion
with the GST (GST-UNGZ2, see Fig. 3C, ponceau red). Purified GST-
UNG2 was immobilized on GSH-Sepharose beads and then incu-
bated with lysates from cells expressing wild-type or mutated
HA-tagged Vpr proteins. Bound proteins were analyzed by immu-
noblotting with anti-HA (Fig. 3C, lower panels). Both wild-type
and E17A HA-Vpr specifically bound to GST-UNG2 but not to GST
alone. As a control, the VprW54R mutant, a well-characterized
Vpr variant that fails to interact with UNG2 (Chen et al., 2004),
was not retained on GST-UNG2. These results were in complete
agreement with co-immunoprecipitation experiments performed
from 293T cells expressing HA-Vpr proteins in combination with
GFP-UNG2 (Fig. 3D). Both wild-type and E17A HA-Vpr, but not
VprW54R, were efficiently immunoprecipitated with GFP-UNG2
from co-transfected cell lysates. Similarly, we checked that the
VprE17A mutant also retained the ability to associate with the
DCAF1 subunit of the Cul4/DDB1 E3 ubiquitine ligase (Planelles
and Benichou, 2009) that is critical for the G2-arrest activity
induced by Vpr expression (data not shown).

Together, the data reported in Fig. 3 shows that the VprE17A
variant is correctly incorporated into virus particles, localizes in
the nucleus and efficiently interacts with its known UNG2 cellular
partner required for modulation of the virus mutation rate.
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Fig. 2. Percentage of patients having received nucleoside/nucleotide reverse transcriptase inhibitor (NRTI) in their history and harboring either E17 (WT) or A17. We observed
a unique association between E17A and didanosine. Similar analyses were performed for other drug classes: non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTI), protease
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ABC: abacavir, TDF: ténofovir disoproxil fumarate.
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Fig. 3. Biochemical characterization and intracellular distribution of the Vpr E17A variant. (A) Packaging assay of the HA-tagged Vpr proteins into virus particles. Virions were
produced from 293T cells co-transfected with an HIV-1-based packaging vector lacking the vpr gene in combination with the empty plasmid (mock) or with plasmids for
expression of the wild type or mutated HA-tagged Vpr protein. 48 h later, proteins from cell and virion lysates were separated by SDS-PAGE and analyzed by Western blotting
with anti-HA and anti-CAp24 antibodies. (B) Subcellular distribution of the HA-tagged Vpr proteins. HeLa cells were transfected with the empty plasmid (mock) or plasmids
for expression of the wild type or mutated HA-Vpr protein and were then analyzed 48 h after transfection by immunofluorescence. Cells were fixed, permeabilized, and
subsequently stained with anti-HA and DAPI (4',6'-diamidino-2-phenylindole). Cells were analyzed by epifluorescence microscopy, and images were acquired by using a
charge-coupled device camera. (C) In vitro pulldown assay for Vpr binding to UNG2. Lysates from 293T cells transfected with the empty plasmid (mock) or plasmids for
expression of the wild type or mutated HA-Vpr protein (right panel) were incubated with equal amounts of either GST or GST-UNG2 (upper panels, Ponceau red) immobilized
on GSH-Sepharose beads. Bound proteins were then analyzed by immunoblotting with anti-HA (lower panels). (D) Co-precipitation analysis of Vpr and UNG2 proteins. 293T
cells transfected with the empty plasmid (mock) or plasmids for expression of the wild type or mutated HA-Vpr protein in combination with either GFP or GFP-UNG2
expression plasmids (lower panel, Cell lysate) were lyzed and subjected to immunoprecipitation with anti-GFP. Precipitates were then analyzed by immunoblotting with
anti-HA (upper panel) and anti-GFP (middle panel).
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3.4. Impact of the Vpr E17A variant on virus replication in a WT
backbone and when combined with TAMs-1

To further investigate the potential role of E17A mutation, we
studied its impact on virus replication in the context of the full-
length virus. We introduced the Vpr E17A (E17A) mutation within
the NL4-3 molecular clone and tested its replication kinetics in MT-
2 cells. At day 5 and day 7 postinfection, levels of p24 production of
E17A was 130% and 97% of the WT levels, respectively, showing
that the E17A variant is at least as fit as NL4-3 WT (Fig. 4A). To gain
a better understanding of the positive association of E17A with
TAMs-1, we also generated NL4-3 site-directed mutants with
M41L, L210W and T215Y in RT (TAMs-1) in combination or not
with E17A (E17A + TAMs-1). Previous data have shown that the fit-
ness of HIV-1 subtype B harboring TAMs-1 is reduced when com-
pared to HIV-1 WT (Armstrong et al., 2009). Here, we asked if
the E17A mutation would compensate for the reduced fitness of
HIV-1 containing TAMs-1. As expected, HIV-1 TAMs-1 alone had
reduced fitness in MT-2 cells (50% of WT levels at day 5 and 58%
of WT levels at day 7 postinfection). When combined with E17A,
HIV-1 E17A + TAMs-1 mutant showed similar replication capacity
compared to viruses with TAMs-1 alone, indicating that E17A
mutation does not compensate for the loss of fitness induced by
TAMs-1 (Fig. 4A).

3.5. Phenotypic drug susceptibility of E17A HIV-1 in a WT backbone
and when combined with TAMs-1

Because of the association of E17A with TAMs-1 (M41L, L210W
and T215Y) within HIV-1 sequences from patients using didano-
sine, we next examined the impact of E17A alone or in combina-
tion with TAMs-1 on AZT and didanosine susceptibility by
phenotypic assays (Fig. 4B, C). Phenotypic assays were performed
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three times. In didanosine susceptibility assays, TAMs-1 viruses
showed no significant difference in didanosine susceptibility
compared to WT NL4-3 (Fig. 4B). Similarly, the E17A mutant did
not show reduced susceptibility to didanosine compared to WT
NL4-3. However, when combined together, E17A + TAMs-1 demon-
strated a 3.28-fold (range 2.9-3.6-fold) decrease in didanosine
susceptibility compared to TAMs-1 alone (Fig. 4B). This level of
resistance is close to that induced by a K65R mutant (used as a con-
trol) which demonstrated a 4-fold (range: 3-4.7-fold) decreased
susceptibility to didanosine. Whereas E17A alone does not seem
to confer resistance to didanosine, the data reported in Fig. 4B indi-
cate that its association with TAMs-1 confers resistance to didano-
sine at a level close to the resistance induced by K65R. In AZT
phenotypic assays, the E17A mutant showed no decreased suscep-
tibility to AZT in comparison with NL4-3wr (fold 1,2). When
combined with TAMs-1 (E17A + TAMs-1), no further decreased
susceptibility to AZT was observed as compared to TAMs-1 alone
(Fig. 4C): indeed, TAMs-1 demonstrated about 80-fold decreased
susceptibility to AZT (range: 65-97-fold) and E17A + TAMs-1
showed similar results (range: 75-95-fold change). Taken together,
these data suggest that whereas Vpr E17A does not seem to confer
resistance to AZT (whether associated to TAMs-1 or not), resistance
to didanosine is observed when Vpr E17A is combined with
TAMs-1 compared to viruses harboring TAMs-1 alone.

4. Discussion

Several studies have suggested a role for HIV-1 Vpr in modulat-
ing the viral mutation rate during the course of infection. Vpr has
been found to incorporate the nuclear form uracil-DNA glycosylase
2 (UNG2) into HIV-1 virions. UNG-2 is a cellular DNA-repair en-
zyme involved in nucleotide-excision repair, and its incorporation
in virions is correlated with the ability of Vpr to alter the mutation
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Fig. 4. Virological characterization of the VPR E17A. (A) Replication kinetics of RT and Vpr mutants. Replication kinetics of full-length NL4-3 WT and mutants derived from
NL4-3: Vpr-E17A (E17A), RT-M41L, L210W, T215Y (TAMs) and Vpr-E17A + RT-M41L, L210W, T215Y (TAMs + E17A) viruses were determined using MT-2 T cells. Supernatants
were collected every 1-3 days and assayed for viral p24 antigen. (B-C) Resistance of RT and Vpr mutants to didanosine. Hela-P4 Cells were infected, in triplicate, with NL4-3
WT (WT), and mutants derived from NL4-3: Vpr-E17A (E17A), RT-K65R (K65R), RT-[M41L, L210W, T215Y] (TAMs) and Vpr-E17A + RT-[M41L, L210W, T215Y] (E17A + TAMs)
viruses (equivalent of 5 ng of p24gag antigen). The single cycle titers of viruses were determined 48 h after infection by quantifying B-galactosidase activity in HeLa-P4 lysates
in a colorimetric assay (the CPRG assay). Cells were infected with viruses and grown in the presence of increasing concentrations of didanosine (B) or AZT (C). The 50%
inhibitory concentration (ICso) was determined as the drug concentration giving 50% inhibition of p-galactosidase levels with respect to untreated infected cells. Drug
susceptibility results were expressed as the fold change in susceptibility, defined as the ratio of the ICso of the mutant variant to that of NL4-3 wild-type. Assays were
performed three times.
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rate of HIV-1 (Chen et al., 2004; Mansky, 1996). Additionally, a
number of studies have confirmed that Vpr is contained within
the reverse transcription complex (RTC) with the viral genome
and some other viral proteins, including reverse transcriptase,
integrase, nucleocapsid (NCp7), and small amounts of matrix
(MA, p17Gag) (Farnet and Haseltine, 1991; Fassati and Goff,
2001; Le Rouzic and Benichou, 2005) in the early steps of the virus
life cycle. Then, Vpr could remain associated with the viral DNA
within 4-16 h after infection (Fassati and Goff, 2001).

Based on these observations, we speculated that Vpr could par-
ticipate in viral diversity during the course of infection leading to
the emergence of drug resistance associated mutations under anti-
retroviral treatment, either through the modulation of the virus
mutation rate (Chen et al., 2004; Mansky, 1996) or, hypothetically,
through direct or indirect interaction with RT within the RTC. We
aimed at investigating Vpr alleles in patients failing ARV to assess
whether their polymorphisms could have contributed in viral es-
cape to ARV. We found a mutation in Vpr (E17A) located in the first
o~helix to be associated with antiretroviral treatment failure. The
first a-helix has been involved in several Vpr properties, including
incorporation into virus particles and concentration of the protein
in the nucleus and at the nuclear envelope (see Andersen et al.
(2008), for review); nuclear localization of Vpr could be important
for the Vpr requirement for efficient virus replication in non-divid-
ing cells such as macrophages, but also for the Vpr-induced G2 ar-
rest activity (de Noronha et al., 2001; Jacquot et al., 2007, 2009).
Single-point Vpr mutants within this region showed significant
alteration in these Vpr functions (see Andersen et al. (2008), for re-
view). Here, we investigated whether Vpr E17A also alters the
above-mentioned Vpr properties. However, our results indicate
that this mutant has no impact on Vpr activity in terms of binding
to its known cellular partners, subcellular localization and incorpo-
ration into virions. Specifically, E17A substitution had no impact on
Vpr binding to UNG2, suggesting that this substitution has no im-
pact on the viral mutation rate, thus excluding this mechanism as
responsible for drug escape.

Considering drug resistance analysis in our HAART-treated pop-
ulation, Vpr E17A was associated with 3 thymidine analog muta-
tions (TAMs) in RT (i.e, M41L, L210W and T215Y), but no
association with RAMs to NNRTI or PIs was observed. By analyzing
treatment histories of patients, we also observed a unique associa-
tion between E17A and didanosine. Resistance to didanosine is fre-
quently associated with mutations L74 V or K65R in RT (St Clair
et al.,, 1991; Zhang et al., 1994) but has also been associated with
viruses harboring a high numbers of TAMs (Flandre et al., 2007;
Marcelin et al., 2005; Whitcomb et al., 2003). HIV-1 RT has the in-
nate capacity to remove active metabolites of RT inhibitors such as
didanosine in the presence of physiological concentration of ATP
(Meyer et al., 1998). Thymidine analog mutations (TAMs) enhance
NRTIs removal leading to drug resistance. In vitro assays using re-
combinant HIV-1 RT enzymes harboring TAMs compared levels of
removal of NRTIs and demonstrated that AZT was the most effi-
ciently removed NRTI and that the removal of didanosine was min-
imal (Naeger et al., 2002). This result is consistent with data
indicating that in the context of a few number of TAMs, there is
no or little impact on didanosine susceptibility (Flandre et al.,
2007; Molina et al., 2005; Trivedi et al., 2008). In our study, using
phenotypic assays, we confirmed that the presence of 3 TAMs-1
(M41L, L210W and T215Y) within the RT sequence does not signif-
icantly change didanosine susceptibility. However, we show that
when combined with Vpr E17A, viruses with TAMs-1 demonstrate
a significant reduction in susceptibility to didanosine. We also
show that E17A does not enhance resistance to AZT (whether asso-
ciated with TAMs or not); this observation reinforces the hypothe-
sis that the association between TAMs and Vpr E17A in patients
sequences would be more likely related to a potentializing effect

of viruses with TAMs in resistance to didanosine rather than a po-
tential role in AZT resistance. Whether Vpr E17A increases the
excision process of didanosine induced by TAMs is still to be
determined.

In conclusion, our results clearly show an association between
Vpr E17A, TAMs (M41L, L210W, and T215Y) and the use of didano-
sine. Consistently with phenotypic drug susceptibility assays, the
observed association between TAMs and Vpr E17A in patients’ se-
quences is related to a potentializing effect of viruses with TAMs in
enhancing resistance to didanosine. One possible explanation is
that the use of didanosine in viruses harboring TAMs may select
for mutations in Vpr that, in turn, enhance resistance to didano-
sine. Alternatively, viruses harboring Vpr E17A before treatment
may be more likely to develop resistance to didanosine when this
drug is introduced into a regimen and when the patient is infected
with a virus containing TAMs. Longitudinal studies need to be con-
ducted to elucidate the kinetic of appearence of these mutations.
As for mechanistic respects, functional and structural analysis of
interaction between Vpr and RT should better characterize this
association, specifically to determine if Vpr plays a role in the exci-
sion process induced by TAMs. Similarly, because integrase is also
involved in the reverse transcription complex and has been shown
to interact with Vpr (Gleenberg et al., 2007) studies evaluating the
role of Vpr in resistance to integrase inhibitors should be
conducted.
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