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RESUME

Activation immunitaire, immuno-sénescence et inflammation : Analyses statistiques
des liens avec les comorbidités non liées au VIH lors de I'infection par le VIH

Les thérapeutiques antirétrovirales ont permis d’augmenter la survie des personnes vivant avec le VIH
(PVVIH). Cependant, de nombreuses comorbidités non liées au VIH émergent et sont une
préoccupation majeure dans la prise en charge des patients. L’activation, l'inflammation et 'immuno-
sénescence pourraient jouer un réle majeur dans ce processus. De nombreux marqueurs existent
pour mesurer ces dysfonctionnements et ils ont souvent été considérés sans prendre en compte leur
possible interdépendance. Les objectifs de cette thése était i) de proposer une combinaison de ces
marqueurs, ii) d’évaluer I'association entre la combinaison de ces marqueurs et la présence des
comorbidités, et iii) d’évaluer I'association entre la combinaison de ces marqueurs, et le risque de
survenue des comorbidités et de la mortalité chez des PVVIH inclus dans la sous étude CIADIS de la
cohorte ANRS CO3 Aquitaine. Nous avons identifi¢ deux scores : le score CIADIS cellulaire et
soluble. Le score cellulaire était plutét associé a la multimorbidité et a la survenue d’'une nouvelle
comorbidité quelle qu’elle soit. Le profil des dysfonctionnements immunitaires sous-jacent était
différent lorsque I'on s’intéressait aux comorbidités séparément. Ces résultats soutiennent I'hypothése
que différents profils d’activation, d’inflammation et de sénescence sous-jacents pourraient étre
impliqués dans le développement de différentes comorbidités. Nos résultats montrent que des
analyses intégrant de nouveaux biomarqueurs pourraient accroitre la compréhension des
comorbidités. Nous allons continuer de travailler sur l'identification des profils de dysfonctionnements
immunitaires pour des comorbidités spécifiques.

MOTS-CLES
VIH, activation immunitaire, inflammation, immuno-sénescence, comorbidités non liées au VIH

ABSTRACT

Immune activation, -senescence and inflammation: Statistical analyses of the
association with non-HIV related comorbidities in HIV infection

Antiretroviral therapies have improved the survival of HIV-infected people. However, many non-HIV-
related comorbidities occur and represent a major concern in patient care. Activation, inflammation
and immunosenescence could play a major role in this process. Many markers can measure those
dysfunctions and they are often used without accounting for their possible interdependency. The
objectives of this thesis were i) proposing a combination of those markers, ii) assessing the
association between the combination of markers and the presence of comorbidities and iii) assessing
the association between the combination of markers and the risk of occurrence of comorbidities and
mortality in HIV-infected patients included in the sub-study CIADIS from cohort ANRS CO3 Aquitaine.
We identified two scores: the cellular and the soluble CIADIS scores. The cellular score was mostly
associated to multimorbidity and occurrence of any kind of new comorbidity. The profile of underlying
immune dysfunctions was different when looking separately at the comorbidities. These results
support the assumption that several underlying profiles of activation, inflammation and senescence
could be involved in the development of different comorbidities. Our results show that integrating new
biomarkers in analyses could improve the understanding of comorbidities. We will continue to work on
the identification of profiles of immune dysfunctions for some specific comorbidity.

KEYWORD
HIV, immune activation, immune senescence, inflammation, non-HIV-related comorbidities
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1.INTRODUCTION

Plus de trente ans aprés la découverte du Virus de 'lmmunodéficience Humaine (VIH),
le nombre de personnes vivant avec le VIH (PVVIH) dans le monde a été estimé a 36,7
millions en 2016 (1). L'incidence de l'infection a baissé au cours du temps mais reste élevée
avec environ 1,8 million de nouvelles infections (1). En France, on estime que 153 000
personnes vivent avec le VIH et que prés de 6000 personnes ont découvert leur
séropositivité en 2015 (2). Depuis I'arrivée des premiéres trithérapies ou « Highly Active
AntiRetroviral Therapy » (HAART) ou « Combination AntiRetroviral Therapy » (cART) par la
suite appelées thérapies antirétrovirales (ARV), en 1996, permettant un contrdle efficace de
l'infection, sa prévalence a augmenté puisque les PVVIH vivent plus longtemps. Le nombre
de décés a diminué de 48% par rapport a son niveau le plus élevé en 2005 (2.5 millions de
personnes décédées) (1). On estime a 1 million le nombre de personnes décédées dans le
monde en 2016 contre 1,9 million en 2010. Prés de la moitié des décés ne sont pas
imputables a l'infection par le VIH en elle-méme. Les principales causes de décés ne sont
plus celles liées au stade de I'lmmunoDéficience Acquise (SIDA) mais a des comorbidités
non liées au VIH survenant dans le contexte d’'une population infectée par le VIH toujours
plus agée (3,4). Cette augmentation préoccupante des maladies chroniques nécessite une
prise en charge adaptée d’autant plus importante qu’il existe une variabilité inter-individuelle
d’age de survenue chez les patients avec une probable apparition a un age précoce, malgré

un contréle efficace de l'infection sous traitement, comparé a la population générale (5,6).
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1.1. Généralités sur I'infection par le VIH

1.1.1. Histoire naturelle de I'infection par le VIH

Le VIH est un rétrovirus qui infecte en particulier les lymphocytes T CD4+ (LT CD4+),
integre son ADN viral a celui de la cellule et provoque une destruction progressive du
systéme immunitaire.

En l'absence de traitement antirétroviral (ARV), I'évolution spontanée de linfection a VIH,
aboutissant a une immunodéficience, se fait selon trois phases :

e La premiére que I'on appelle « Phase de primo-infection » (ou phase aigle) au
cours de laquelle le virus se multiplie de fagon importante et ou le nombre de CD4+
chute trés fortement. Pendant cette période, le risque de transmission du virus est
trés élevé. Cette phase aiglie dure de quelques jours a quelques semaines.

e Le patient entre alors dans la deuxitme phase appelée la « phase
asymptomatique » ou la perte des LT CD4+ se fait de maniére progressive. La
réplication du virus diminue fortement car le systéme immunitaire se développe
pour combattre le pathogéne. Cependant, le virus continue tout de méme de
progresser.

e Finalement, lorsque le niveau de LT CD4+ chute au-dessous de 200 cellules/pl, les
patients deviennent immunodéficients et entrent alors dans la phase SIDA
engendrant le développement d’infections opportunistes qui ménent fréquemment

au déces des patients dans un délai de 10 a 15 ans aprées l'infection par le VIH.

1.1.2. Les traitements antirétroviraux

La progression de l'infection vers le stade SIDA peut étre ralentie voire empéchée par la
prolongation de la durée de la phase asymptomatique de l'infection grace aux traitements
ARV maintenant disponibles. Essentiellement composés d’'une combinaison d’au moins 3
molécules antirétrovirales parmi 4 classes majeures communément incluses (Inhibiteurs
Nucléosidiques de la Transcriptase Inverse (INTI), Inhibiteurs Non Nucléosidiques de la
Transcriptase Inverse (INNTI), Inhibiteurs de la Protéase (IP) et les inhibiteurs d’intégrase
(7)), ils permettent la diminution de la charge virale jusqu’a la rendre indétectable (<40
copies/ml) dans les 6 mois aprés la mise sous ARV (8). Leur finalité est I'optimisation de la
restauration immunitaire, permettant diminution de la morbidité et la mortalité associées aux

infections opportunistes et aux affections classant SIDA (9) et 'augmentation de la survie

14



Introduction

chez la majorité des patients infectés par le VIH pour qui les thérapies antirétrovirales sont
facilement accessibles (10,11), devenue similaire a celle de la population générale si le
nombre de LT CD4+ est maintenue au-dessus de 500 cellules/mm3 (12).

L’augmentation de la survie a cependant pour conséquence 'augmentation de la durée
d’exposition a ces thérapeutiques, et donc a leur potentielle toxicité a long terme. Le
probleme de la toxicité a long terme pour les ARV se pose. En effet, des études ont montré
de fortes associations entre certains traitements et la survenue de comorbidités non liées au
VIH (10-13). Dés lors, la nécessité de disposer de régimes thérapeutiques aussi efficaces
que les régimes classiques, mais permettant de réduire I'exposition prolongée aux ARV, est
un enjeu majeur. Plusieurs essais essayent de mettre en place des stratégies d’allégement
thérapeutiques afin d’améliorer I'observance et diminuer la toxicité potentielle, tout en
maintenant une charge virale indétectable. Des essais ont comparé une bithérapie contre la
trithérapie habituelle. Les essais KALEAD (Lopinavir boosté (LPVr) + Ténofovir (TDF) vs.
LPVr + 2INTI) (13), ACTG5142 (LPV/r + éfavirenz (EFV) versus LPV/r + 2INTI versus EFV +
2INT) (14) ont conclu qu’il n’y avait pas de différence d’efficacité entre les groupes de
traitement. En revanche, pour les patients en échec dans le groupe de la bithérapie avec
EFV, le pourcentage de mutations a 'EFV était plus élevé que dans les autres groupes. Plus
récemment, 'essai MOBIDIP (15) a comparé une monothérapie a base d’'IP boosté et une
bithérapie associant la Lamivudine a ce dernier. Cet essai a montré que la bithérapie ne
présentait que 3% d’échec avec une meilleure restauration immunitaire contre 25% d’échec
pour la monothérapie. Enfin, certaines études sont en train d’évaluer des stratégies de
« vacances thérapeutiques ». C'est le cas des essais ANRS 162-4D et ANRS QUATUOR,
qui visent a évaluer l'efficacité (maintien d’'une charge virale inférieure a 50 copies/mL) d’une
trithérapie prise 4 jours consécutifs sur 7, chez des patients VIH+ en succés thérapeutique
(charge virale <50 copies/ml). L’essai ANRS 162-4D, non randomisé, a montré que 97% des
patients présentaient toujours une charge virale indétectable au bout de 48 semaines avec
une observance conforme a la prescription dans 90% des cas (16,17). L'essai ANRS
QUATUOR randomisé, dont les inclusions ont débuté en septembre 2017, doit maintenant
valider ses résultats en évaluant la non infériorité a 48 semaines de la stratégie de prise du
traitement ARV a 4 jours consécutifs sur 7 versus la stratégie de prise en continu 7 jours sur
7, chez des patients en succés virologique sous traitement ARV.

Ces stratégies thérapeutiques pourraient améliorer la qualité de vie des patients en
ameliorant leur adhérence aux traitements, et en réduisant la durée d’exposition permettant

la diminution de certaines comorbidités liées aux ARV.
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Dans ce contexte, l'infection par le VIH est considérée aujourd’hui comme une maladie
chronique (5), avec une augmentation de la survie des patients infectés de plusieurs
dizaines d’années par rapport a I'histoire naturelle de l'infection (6,10,11,18) et approchant
celle des populations non infectées par le VIH (19,20). Malgré ce contréle efficace de
l'infection par le VIH sous traitement, de nombreuses études ont montré qu’une activation

immune et une inflammation persistaient chez ces patients (21-25) (Figure 1).
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Figure 1. Evolution des lymphocytes T CD4+ et de la charge virale (A) et des LT CD4+ et CD8+
activés chez les PVVIH aprés la mise sous traitement ARV (Adapté de Deeks et al. Blood 2004
(26))

1.2. Activation et inflammation immunitaire

1.2.1. Processus d’activation immunitaire dans des conditions
physiologiques

Lorsque qu’un pathogéne pénétre dans I'organisme, la 2°™ ligne de défense du systéme
immunitaire fait donc appel, entre autres, aux lymphocytes T (LT).
Les LT proviennent de cellules souches présentes dans la moelle osseuse. La maturation
des LT dans le thymus conduit a la production de LT naifs qui vont gagner la circulation
sanguine. Ces lymphocytes naifs n'ont pas les capacités nécessaires pour éliminer les
pathogénes circulants. lls ont besoin de suivre un processus de maturation et d’activation
afin de pouvoir exercer leur fonction d’élimination sur les pathogénes. L’Antigéne (Ag)
étranger, en association avec les molécules du CMH, est présenté par les cellules

professionnelles présentatrices d’Ag (Cellules dendritiques) aux LT naifs (LTN CD4 et LTN
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CD8+). Sile TCR du LTN reconnait 'Ag, le processus d’activation est initié et consiste en la
différenciation des LTN et en leur prolifération en cellules effectrices spécifiques (LT
effecteurs) et en cellules mémoires (Figure 2). Les LT effecteurs se distinguent par
'expression de nouvelles molécules membranaires appelées « molécules d’activation ». Ces
LT activés sont alors capables d’éliminer les cellules infectées par le pathogéne (LT CD4+
auxiliaires et LT CD8+ cytotoxiques pour la réponse anti-virale).

Si les cellules naives ne sont pas activées par un Ag, celles-ci meurent par le processus

d’apoptose et sont remplacées par de nouvelles cellules.

[ Lymphocytes T naifs ]

Contact avec R
antigéne g
ACTIVATION
Différenciation et
prolifération
\ 4 v
Lymphgcytes T effe.cteurs Lymphocytes T
(auxiliaires, cytotoxiques) mémoires

Figure 2. Activation des lymphocytes T (Adaptée de PICAT MQ, Master Sciences, Technologies,
Santé, Mention Santé Publique, 2009-2010 : Rdle de l'activation lymphocytaire et de sa régulation au
cours du déficit immunitaire commun variable de I'adulte. Bordeaux : Université de Bordeaux, ISPED ;
2010)
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1.2.2. L’activation immunitaire lors de I’infection par le VIH

1.2.2.1. Les causes de l'activation et de l'inflammation immunitaire

L’activation immunitaire chez les PVVIH est omniprésente, impliquant a la fois des
réponses VIH spécifiques et non spécifiques, ainsi qu’en faisant appel a la fois a 'immunité
innée et adaptative (27). Elle constitue, sur le long terme, un des éléments clé de la
pathogénése de l'infection par le VIH, puisque des niveaux anormaux persistent malgré les
traitements ARV efficaces (24,28-33). Cette activation immunitaire cellulaire est en lien
direct avec une inflammation sous-jacente et un vieillissement précoce du systéme
immunitaire. Les causes de [l'activation du systéme immunitaire et de linflammation
chronique ainsi que leur persistance sont complexes et multifactorielles (5,23,34). Les
principales causes documentées sont :

e limpact direct de [linfection par le VIH (réplication résiduelle (35)) et les

ARV (niveau d’'immunodépression lors de l'initiation des ARV)(33,36,37) ;

o La toxicité des ARV : L’augmentation de la survie a pour conséquence
l'augmentation de la durée d’exposition a ces thérapeutiques, et donc a leur
potentielle toxicité a long terme. Des études ont montré de fortes associations entre
certains traitements et la survenue de comorbidités non liées au VIH (38—41).

e La translocation microbienne (persistance sous traitement ARV efficace (42—44)),
associée a un état d’activation et d’inflammation résiduelles (45—-49) pouvant prédire
la mortalité chez les PPVIH (50)) ;

e les réactivations virales et co-infections virales (CMV, EBV, HTLV1 et 2, VHB,
VHC...)(51-57) ;

1.2.2.2. Activation et inflammation immunitaire

L’activation immunitaire T se mesure par une augmentation de la proportion de LT
exprimant des marqueurs cellulaires : CD69, CD25, CD38, HLA-DR et Ki67 (marqueur de
prolifération) et entraine i) 'augmentation du « turn over » des cellules T non infectées par le
VIH a l'origine de la déplétion lymphocytaire T CD4+, ii) la génération d’'un environnement
pro-inflammatoire permettant I'activation de cellules quiescentes capables alors de produire
du virus, iii) des effets suppresseurs multiples de I'environnement pro-inflammatoire
chronique (58,59). L’activation immune chronique associée au VIH entraine un recrutement
constant des LT CD4+ du pool des LT naifs (TN) et des LT central mémoire (LTCM) vers le
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pool des T effecteurs (TEM et TEMRA) aboutissant a une déplétion progressive des cellules
T naives (60). Chez les PVVIH sous traitement, les niveaux de ces marqueurs diminuent par
rapport aux personnes infectées non traitées mais restent élevés par rapport aux personnes
non infectées par le VIH (61-63). Des niveaux plus élevés de ces marqueurs peuvent
prédire la progression de l'infection par le VIH conduisant a la mortalité et aux conditions

morbides chez les patients traités (58,61,64).

Marqueurs cellulaires de I'activation

Les marqueurs de I'activation immunitaire utilisés fréquemment lors de l'infection par le
VIH-1 sont les récepteurs de surface CD38 et HLA-DR des lymphocytes T (65). Le récepteur
HLA-DR est utilisé comme marqueur d’activation dans de nombreuses études sur I'activation
dans d’autres maladies chroniques (66). Historiquement, le récepteur CD38 est utilisé dans
des études sur l'activation immunitaire lors de linfection par le VIH (67-70). La co-
expression des marqueurs CD38 et HLA-DR a la surface des LT est associée a un gain
inférieur de LT CD4+ chez les PVVIH (71-73). C’est pourquoi, I'activation immunitaire, lors
de l'infection par le VIH, est couramment mesurée en utilisant la co-expression de ces deux
marqueurs (74) bien que nous sachions a présent que le marqueur CD38 n’est pas toujours
adéquat puisqu’il est également retrouvé sur des cellules naives qui par définition ne sont
pas activées (75). Dans 'étude de Jain et al. (37), le pourcentage des LT CD8+DP était de
45% [1IQ 37 ; 56] chez les PVVIH non traités, entre 19% [Q1Q3 14 ; 25] et 29% [Q1Q3 19;
30] chez les PVVIH traités en fonction du moment de la mise sous ARV, et égal a 13% chez
les volontaires sains démontrant la persistance d’'une hyperactivation chronique des LT
CD8+ chez certains patients malgré la suppression de la réplication virale sous ARV. Les
niveaux d’activation des LT CD8+ sont un puissant facteur prédictif de déclin des LT CD4+,
de progression de la maladie au stade SIDA, indépendamment du niveau de charge virale
VIH-1 chez les patients non traités ainsi que d’'un gain inférieur de LT CD4+ chez les patients
traités (25,50,76—78). Le déclin des LT CD4+ dans I'histoire naturelle de l'infection et le gain
de LT CD4+ sous ARV ne sont que partiellement expliqués par I'évolution de la charge virale
(25,26,77,79). L'effet lytique direct du virus sur les LT CD4+ existe mais le nombre de LT
CD4+ infectés par le virus reste faible au cours du temps (80). En revanche, I'érosion du
compartiment lymphocytaire T CD4 lié a 'apoptose des LT CD4+ est bien corrélée au niveau
d’activation lymphocytaire (81,82). || demeure difficile de dire si les LT CD4+ et CD8+ DP
sont associés de maniére causale avec la progression de linfection ou si ils étaient plutét
des marqueurs des dysfonctionnements immunitaires en réponse au VIH (70) ou aux co-

infections (83).

19



Introduction

Marqueurs solubles de I’activation et de I'inflammation

L’activation du systéme immunitaire est globale et concerne aussi les compartiments
des lymphocytes B (LB) (hypergammaglobulinémie, BAFF/BLYSS), des cellules
endothéliales (sICAM-1), des polynucélaires neutrophiles (Myéloperoxidase (MPO)), des
plaquettes (D-diméres, sCD40L), des monocytes (sCD14, sCD163) et I'adhésion cellulaire
(sCD54) (58,84,85). Elle s’accompagne d’'un environnement pro-inflammatoire caractérisé
par la sécrétion de marqueurs solubles de linflammation (61,86) : IFNa, IFNy, TNFaq,
sTNFR-1, sTNFR-2, IP-10, IL-1, IL-8, IL-18 ou IL-6, et de la production de la protéine C-

réactive (CRP) en réponse a des cytokines pro-inflammatoires.

1.2.2.3. Imnmuno-sénescence

L’activation immunitaire et I'inflammation chronique entrainent, a terme, un épuisement
des capacités du systéme immunitaire et son vieillissement prématuré. La sénescence du
compartiment lymphocytaire T peut se mesurer dans le compartiment périphérique par un
phénotype cellulaire spécifique : perte de I'expression du CD28 (molécule de co-stimulation
T essentielle), perte de I'expression de CD27 (molécule d’adhésion sur les LT CD8+),
augmentation de I'expression du CD57 sur les LT CD8+ (dans des conditions d’activation
chronique). La sénescence immune se caractérise par la déplétion du pool de lymphocytes T
naifs et l'inflation du pool de LT mémoires, de différenciation terminale et caractérisées par
leur capacité de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IFNg, TNFa)(87). De la méme
maniére, les cellules sénescentes non immunes développent un profil sécrétoire, défini mais
hétérogéne, composé de protéases et de cytokines pro-inflammatoires: le phénotype
sécrétoire lié a la sénescence (senescence-associated secretory phenotype (SASP)) qui
regroupe entre autres I'lL-6, I'lL-1 et I'IL-18 (88-90). La sénescence immune représente une
détérioration progressive du systéme immunitaire caractérisée essentiellement par un
dysfonctionnement des cellules lymphocytaires T a travers un changement de leur statut
d’activation et de leur profil sécrétoire par les cytokines inflammatoires. Cette détérioration
du systéme immunitaire est fortement associée au vieillissement et a l'infection par le VIH
(32,87,91).

L'inflammation prédit mortalité et morbidités chez les personnes vivant avec le VIH,
comme dans la population générale. Cet état inflammatoire persistant défini comme
I « inflammaging » (92) attribue le processus de vieillissement au contexte pro-inflammatoire

et se retrouve dans d’autres contextes d’inflammation chronique (Maladies inflammatoires
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chroniques de l'intestin, Sclérose en plaques, Maladies Auto-Immunes). Il a également été
associé a un risque accru de morbidité et de mortalité chez les PVVIH ayant un
vieillissement immunitaire prématuré (93-96), et est apparu comme une cible importante
d’intervention dans l'ére de traitement actuelle (21,97-100) (Figure 3). Dans une large
mesure, les dysfonctionnements du systéme immunitaire que sont 'activation, I'inflammation
et 'immuno-sénescence ne peuvent étre identifiés par un marqueur unique. Il nous a semblé
essentiel d’examiner plusieurs marqueurs groupés et pris isolément pour étudier ces
dysfonctionnements et leurs associations avec la morbi-mortalité chez les PVVIH sous

traitement efficace.

Translocation Lo .
Réplication résiduelle du

microbienne VIH
Facteurs de risques Co-infections (CMV
tragitionnels : VHC* '
o Age, )
e Drogues,

e Toxicité di aux
traitements....

! !

Déplétion immunitaire et immunosénescence

COMORBIDITES NON LIEES AU VIH
(Cardiovasculaires, cancers, troubles rénaux, diabéte,
troubles neurocognitifs...)

*CMV : Cytomégalovirus / HCV : Virus de I'Hépatite C

Figure 3. Interactions entre I’activation immunitaire, la sénescence et I'inflammation (Adapté de
(21,24,101))
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1.3. Comorbidités, multimorbidité non liées au VIH et

mortalité lors de I’infection par le VIH

Dans ce contexte, l'infection par le VIH est considérée aujourd’hui comme une maladie
chronique (5), avec une augmentation de la survie des patients infectés de plusieurs
dizaines d’années par rapport a I'histoire naturelle de l'infection (6,10,11,18) et approchant
celle des populations non infectées par le VIH (19,20). Depuis les traitements ARV, I'age
médian des PVVIH a augmenté, atteignant 50 ans dans beaucoup de pays occidentaux
(102). Aux Etats-Unis, il a été estimé qu'en 2015, quasiment 50% des personnes infectées
étaient agées de plus de 50 ans (103). Aux Pays-bas, il a été estimé que la proportion de
personnes infectées par le VIH &gée de plus de 50 ans atteindra 73% en 2030 contre 28%
en 2010 (104). Néanmoins, ce vieillissement de la population des personnes infectées par le
VIH a permis de voir 'émergence de co-morbidités non apparemment liées au VIH plus
précocement que dans la population générale et devenant ainsi une préoccupation majeure
dans la prise en charge quotidienne des patients (104—-106). Les principales causes de
mortalité non liées aux complications du SIDA sont devenues la cause majeure de déces
chez les PVVIH a la place des déces lies au SIDA (4,107,108). L’étude de Morlat et al., a
montré qu’en France, les cancers représentent la 1ére cause de décés des personnes
infectées par le VIH suivi entre autres des maladies hépatiques et des maladies
cardiovasculaires. Elles représentent respectivement 22%, 11% et 10% des décés di aux
maladies non liées au VIH (3). De plus, chez ces patients, la prévalence des comorbidités
non liées au VIH demeurent plus élevée que celle retrouvée dans la population générale
malgré une charge virale indétectable depuis de nombreuses années et une restauration du
nombre de lymphocytes T CD4+ sous traitement ARV, suggérant un vieillissement accéléré
des personnes infectées par le VIH (11,109,110).

Cette augmentation de la prévalence est préoccupante. D’autant plus qu'a un niveau
populationnel, les facteurs de risques traditionnels expliquant cet exces de risque de
comorbidités non liées au VIH dans cette population, ont été identifiés (11) : effet du VIH lui-
méme (111), toxicité des ARV (112-114), les co-infections par le VHC (115) et habitudes de
vie tels que le manque d’activité physique (116,117), le tabac (118-120) ou l'alcool (121).
Cependant, a un niveau individuel, il existe des variations inter-individuelles de la
susceptibilité aux comorbidités et leur age de survenue varie, tout autre facteur de risque
étant égal suggérant l'effet de facteurs de risque additionnels (109). En effet, dans la
littérature, de plus en plus d’études ont émis comme hypothéses qu’une activation et une

inflammation immunitaire anormales et chroniques pouvaient contribuer a une augmentation
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de la mortalité et du développement des comorbidités non liées au VIH chez ces patients,
malgré ce contréle efficace de l'infection par le VIH sous traitement (21-25,122—124).

Lors de linfection par le VIH, les comorbidités peuvent survenir de maniére
concomitante ou s’accumuler, définissant ainsi la multimorbidité chez les PVVIH (125).
Comme dans la population générale, la multimorbidité conduit les PVVIH vers un état de
déclin fonctionnel (126), de fragilité (105,127) et d’invalidité plus importante (128) et survient
en plus grande proportion a un adge moins avancé (129), entrainant une réduction de la
qualité de vie, et des risques plus élevés d’hospitalisations et de décés (130-132). Il a été
montré que ces comorbidités étaient plus fréquentes chez les patients infectés par le VIH
comparé a la population générale (109,110). Dans une étude italienne (25), la prévalence de
la multimorbidité était de 47% chez les personnes infectées par le VIH agées de plus de 60
ans contre 19% chez les individus non infectés. Des résultats similaires ont été trouvés dans
d’autres études (104) dont la cohorte AGE; IV (110), ou la prévalence des comorbidités était
plus élevée chez les patients infectés que dans la population générale et augmentait avec
I'age avec toujours ce différentiel entre les deux populations.

Certaines études ont montré que la persistance de l'activation et d’'une inflammation
immunitaire anormales et chroniques était fortement associée aux risques de comorbidités
non liées au VIH chez ces patients (133—137) et pouvaient donc étre des facteurs de risque
additionnels expliquant la différence d’age de survenue de ces comorbidités chez les
patients infectés par le VIH. Chez les patients présentant une suppression virale sous
traitement, I'étude de Tenorio et al., a montré qu’un plus haut niveau des marqueurs
d’'inflammation IL-6, sTNFR-I, sTNFR-Il, sCD14 et D-dimére était associé a la présence d’au
moins un événement non lié au SIDA contrairement aux marqueurs cellulaires de I'activation
tels que les LT CD4+ et les CD8+DP, ainsi que les marqueurs de l'immuno-sénescence
CD57+CD28- sur les LT CD4+ et CD8+ (93,138). Des résultats similaires ont été trouvés
dans plusieurs études qui ont montré que l'lL-6, les D-Diméres et le sCD14 étaient
indépendamment associés aux comorbidités non liées au VIH ainsi qu’a la mortalité chez
des patients avec suppression virale (139-141). Des études ont montré que l'inflammation
chronique et Il'activation immunitaire lors de linfection par le VIH controlée, ont été
retrouvées impliquées dans plusieurs comorbidités non liees au VIH comme les maladies
cardiovasculaires, le diabéte, les troubles des fonctions cognitives, le cancer ou encore a la

maladie rénale chronique détaillées par la suite.
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1.3.1. Maladies cardiovasculaires

La prévalence et l'incidence des maladies cardiovasculaires (CVD) telles que l'infarctus
du myocarde (IM), l'athérosclérose définie par I'épaisseur de lintima-média carotidienne
(cIMT) ou par la calcification des artéres coronaires, I'insuffisance cardiaque ou encore les
cardiopathies ischémiques, peuvent étre jusqu’a deux fois plus élevées chez les PVVIH que
dans la population générale (142-152) et sont 'une des causes les plus fréquentes de décés
chez les PVVIH sous ARV prolongé. Par rapport aux personnes non infectées par le VIH,
des études ont montré que le risque de ces maladies cardiovasculaires était plus élevé chez
les PVVIH (143,144). L'excés de risque des maladies cardiovasculaires chez les PVVIH
persiste méme aprés ajustement sur les facteurs de risque connus (&ge (144), sexe
(144,147,153), tabac (154), co-infection par le VHC (155,156), diabéte, dyslipidémies,
hypertension artérielle (HTA), troubles de la fonction rénale (144,157), ARV (158-160))
suggérant la présence de facteurs additionnels non pris en compte.

De nombreuses études ont montré une association entre l'inflammation systémique,
I'activation immunitaire et un risque plus élevé de CVD méme aprés prise en compte d’'un
grand nombre des facteurs de risque traditionnels, de la toxicité des ARV et des facteurs liés
au VIH (161,162). L'inflammation résiduelle chez les patients traités avec suppression virale
peut augmenter le risque de CVD a long terme et sa sévérité (163—165). Certaines études
ont montré qu’une augmentation des marqueurs de l'inflammation, de la coagulation et de la
sénescence des lymphocytes T était associée a l'athérosclérose, au méme titre que les
marqueurs d’activation des lymphocytes T (166,167). L'étude SMART (168), dans laquelle
une proportion plus élevée d’évenements CVD dont I'athérosclérose étaient observés chez
les patients traités de maniére épisodique, de maniére concomitante avec une augmentation
de la virémie et des marqueurs d’inflammation (IL-6 et D-Diméres) comparé aux patients
traités en suppression virale. D’autres études ont montré une association entre un risque
plus élevé d’athérosclérose, de plaques et de calcification des artéres coronariennes, et des
niveaux plus élevés des marqueurs cellulaires de [l'activation et de la sénescence
lymphocytaire T (LT CD4+ et CD8+ DP, et LT CD57+CD28-) (162,169,170), des marqueurs
solubles de [l'activation monocytaire (sCD14 et sCD163) (63,171,172), de la fonction
endothéliale (sVCAM-1) (170,173) et de linflammation (IL-6, sSTNFR1, MPO et TNFalpha)
(170,172-174) chez les PVVIH sous ARV efficace par rapport aux personnes non infectées.
Par exemple, une prévalence plus élevée de cIMT était associée a des niveaux plus élevés
d’IL-6 (175), des marqueurs de I'activation monocytaires (176,177) et de la CRP (178).
L’étude récente de Bahrami et al.(174) a montré une prévalence plus élevée de 30% et 60%

de sténose coronaire touchant plus de 50% de la surface chez les hommes infectés par le
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VIH présentant des niveaux plus élevés d’IL-6 et d'ICAM-1, respectivement. Des niveaux
plus élevés de sNTFR1 et 2 étaient eux associés a une augmentation de la prévalence
lorsque la surface sténosée était supérieure a 70% (OR=1.9 [IC95% 1.2-3.0] et OR=1.6
[IC95% 1.2-2.1] respectivement, p<0.01). Des études récentes ont montré qu’un ratio
CD4/CD8 plus faible ou inversé, marqueur de substitution de la sénescence immunitaire,
était indépendamment associé a un risque augmenté de maladies cardiovasculaires
(179,180).

1.3.2. Diabéte et troubles métaboliques

Le diabéte est une maladie chronique affectant 9% de la population mondiale en 2014
(181), et dont la prévalence chez les personnes infectées par le VIH se situe entre 2 et 14%
(182—-184). Certaines études ont montré que l'incidence du diabéte chez les PVVIH se situait
entre 12 et 14 cas pour 1000 personnes-années (PA) dans les pays comme la France ou les
Etats-Unis (39,185). La plupart des études ont montré que la prévalence et l'incidence de
diabéte étaient plus élevées chez les PVVIH sous traitement ARV par rapport aux personnes
non infectées par le VIH (186,187) (188,189) (190). Il existe de nombreux facteurs associés
avec un risque augmenté de diabéte comme le sexe (191,192), I'age, lindice de masse
corporelle (193), la co-infection par le VHC (194), d’autres comorbidités comme
'hypertension ou les dyslipidémies (39,191,192), I'exposition a certains ARV comme les IP
ou les NRTI (39,191,195), ou encore la prise de statines (196) méme si tous ces facteurs de
risque restent encore trés discutés (185).

Plusieurs études ont montré que linflammation systémique était associée a I'incidence
du diabéte en population générale (197-199) et 'augmentation des cytokines inflammatoires
pourrait expliquer I'augmentation du risque de diabéte chez les VIH+ (200,201). Cependant,
Les mécanismes physiopathologiques sous-jacents au risque augmenté de diabéte chez les
patients VIH+ demeurent complexes. Les cytokines pro-inflammatoires comme le TNF,
peuvent induire des résistances a linsuline (202). D’ailleurs, dans plusieurs études, le
sTNFR1 est un facteur prédictif de survenue de diabéte avec une augmentation du risque de
diabéte et de résistance a l'insuline associée a des niveaux plus élevés de sTNFR1 chez les
patients ayant initié un traitement ARV (185,201) suggérant une activité précoce du TNFR1
dans la pathogenése du diabéte chez les personnes infectées par le VIH mais également
dans la population générale (203). La CRP a également été retrouvée dans les études
d’association avec l'incidence de diabéte dans la population générale (197), et chez les
patients VIH+ mais avec un effet moins fort que le sTNR1 et qui diminue au cours du temps

aprées l'initiation aux ARV (201) suggérant que la CRP pourrait étre un marqueur précoce de
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la survenue du diabéte chez les patients initiant un traitement ARV. Des niveaux plus élevés
d’'IL-6 sont associés a un risque de diabéte plus élevé a la fois chez les patients non infectés
mais également chez les patients infectés ayant une charge virale indétectable, dans la
cohorte de Vétérans VACS. En revanche, aucune association n’a été encore montré entre le
risque de diabéte et le sCD14 (193).

1.3.3. Troubles de la fonction rénale

La détérioration de la fonction rénale est courante chez les PVVIH. Par rapport aux
personnes non infectées par le VIH, les PVVIH ont un risque plus élevé de protéinurie
(204,205), d’hyperfiltration (206), d’albuminurie (207) et de maladie rénale chronique (MRC)
(207-217). La maladie rénale chronique (MRC) chez les PVVIH est également associée a un
taux élevé de mortalité toutes causes (218-224). La dysfonction rénale est une complication
multifactorielle : 'age (225), exposition au VIH (225), prise de traitements ARV (40,214,226)
et particulierement les ARV néphrotoxiques comme le Ténofovir (TDF) (214,227-231) ou
encore facteurs de risque traditionnels comme l'age (225), linfection par le VHC,
I'hypertension, le diabéte et le tabagisme qui peuvent affecter I'intégrité tubulo-interstitielles,
renovasculaire et celle des glomérules (40,213,215,232,233).

Des études se sont intéressées aux dysfonctionnements du systéme immunitaires telles
que linflammation et I'activation immunitaire, et ont montré que chez les patients adultes
infectés par le VIH, ces dysfonctionnements immunitaires persistants étaient associés a un
risque plus élevé de mortalité mais également de survenue de maladies chroniques liées a
lage (234-237) et pouvaient donc jouer un réle important dans la MRC. Concernant les
marqueurs de l'inflammation, les résultats des études sont homogénes. Dans la population
générale avec une fonction rénale normale, des niveaux élevés des marqueurs
d’'inflammation pouvaient prédire la survenue de la MRC (238). Chez les PVVIH traités ou
non par ARV avec un faible nombre de CD4+, il apparait que les niveaux d’inflammation
rénale étaient plus élevés comparé aux personnes non-infectées saines. En effet, plusieurs
études ont montré que des niveaux plus élevés de sCD14, marqueur de ['activation
monocytaire également associé aux maladies cardiovasculaires (161), étaient associés a
l'insuffisance rénale et I'albuminurie chez les hommes (215) mais pas a la diminution rapide
du débit de filtration glomérulaire estimé (DFGe) ni a la progression de l'albuminurie (214).
En revanche, aucune association n’a été retrouvée avec sCD163, la CRP ou les d-dimeres
(214). De plus, les sTNFR1 et 2, sCD27, TNFa, I'lL-6 ou encore I'lP10, étaient associés a la
détérioration de la fonction rénale (protéinurie ou DFGe diminuée) a la fois chez les PVVIH
et dans la population générale (215,239-245). Il est assez logique de retrouver I'lP10 dans
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cette association, puisque c’est un interféron pouvant donc induire une glomérulose
segmentaire focale du rein (246). En revanche, concernant I'association entre les marqueurs
d’activation immunitaire et les dysfonctions rénales, les résultats semblent un peu plus
hétérogénes. Alors que I'étude de Gupta et al. a montré que l'activation immunitaire, définie
par la présence du marqueur LT CD8+DP, était associée a une prévalence plus élevée de
protéinurie (247), d’autres études comme celle de Kooji et al. n‘ont trouvé aucune
association entre les marqueurs de I'activation immunitaire ni de l'inflammation avec une
diminution rapide ni de I'aggravation de I'albuminurie (214). Mais les processus biologiques
sous-jacents a la diminution du DFGe restent peu expliqués. Pour le moment, une des
questions fondamentales est de savoir si cest linfection par le VIH qui conduit a
linflammation provoquant des dysfonctions rénales ou si ce sont les niveaux élevés des
marqueurs d’inflammation qui sont provoqués par une détérioration de la fonction rénale
(248,249).

1.3.4. Cancers

Une augmentation significative du risque de cancer a été observée chez les PVVIH dans
différentes cohortes malgré un contréle efficace de l'infection sous ARV (250-253). Dans
certains pays, les cancers classant et non classant SIDA sont méme devenus la principale
cause de décés chez les personnes vivant avec le VIH, comme par exemple, aux Etats-Unis
(254) ou encore en France (3) ou lincidence a fortement augmenté chez les PVVIH par
rapport a la population générale (255,256). Plusieurs facteurs de risque traditionnels des
cancers ont été retrouvés : le sexe, le tabagisme (119), 'IMC, la consommation d’alcool, les
co-infections par les virus oncogénes (225), mais aussi certains facteurs de risque liés au
VIH : I'exposition a certains ARV (IP (41,257), INNTI ou anti-intégrases (258)), des niveaux
plus faibles de CD4+ (252,255,259-264) et sont associés a un risque plus élevé de cancers
chez les PVVIH par rapport a la population générale (265). Enfin, le role de I'aAge dans le sur-
risque de cancers chez les PVVIH est encore controversé. Certaines études ont montré que
la survenue de certains cancers (myélome, poumons, rectaux), étaient associés a un age
plus faible chez les PVVIH par rapport aux personnes non infectés (266,267) et que les
différences de risque de survenue des cancers entre les PVVIH et les personnes non
infectées étaient plus prononcés chez des patients &gés de plus de 60 ans
(144,255,256,268,269). Cependant, dans la cohorte VACS (144,270,271), il n’y avait pas de
différence d’age au moment de la survenue de cancers non liés au VIH (myélome, poumons

et rectal) entre les PVVIH et les personnes non infectées.
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Beaucoup d’études se sont intéressées au lien entre ['activation immunitaire,
linflammation et les cancers. Les LT CD8+ et les lymphocytes NK maintiennent la
surveillance des cellules dans le corps et détruisent celles qui montrent des signes
anormaux de croissance, ou de transformation maligne. Mais la cascade de signalisation qui
dirige le processus normal de croissance cellulaire et de réparation des tissus peut défaillir,
conduisant a une prolifération incontrblée des cellules et une invasion des tissus sains.
Initialement, l'inflammation contribue au développement des cancers en causant un stress
oxydatif et des dommages de 'ADN. Au cours du temps, l'inflammation chronique a été
montrée comme permettant la survie des cellules cancéreuses et leur prolifération. Avec une
plus forte prévalence des expositions aux carcinogénes, incluant le tabagisme et
possiblement la consommation d’alcool, 'immunosuppression et l'inflammation chronique
sont associées a un risque plus élevé a la fois de cancer d’origine infectieuse et non
infectieuse chez les PVVIH (272-274). En paralléle, les cellules tumorales produisent des
composants qui attirent les cellules immunitaires, qui en réponse sécrétent des substances
chimiques et vont stimuler la prolifération cancéreuse. Les cellules cancéreuses vont alors
recruter des chimiokines, des molécules d’adhésion cellulaire et d’autres médiateurs
inflammatoires pour faciliter leur propre migration. Plusieurs grandes études en population
générale ont montré que des niveaux élevés des marqueurs d’inflammation comme I'lL-6 et
la CRP plasmatiques, étaient associés a un risque plus élevé de survenue de cancer (275—
277). Des résultats ont reccemment suggeéré que les voies d’inflammation et de coagulation
pouvaient aussi contribuer au risque de cancer chez les PVVIH. Dans I'étude SMART (278),
des interruptions cadrées d’ARV étaient associées a une incidence de cancer
significativement plus élevée (279) et une augmentation des niveaux plasmatiques des D-
diméres et de I'lL-6 (280). Beaucoup d’études de cohorte, souvent issues d’essais cliniques,
ont montré que des niveaux plus élevés d’IL-6, de CRP et des D-diméres, étaient associés a
un risque plus élevé de cancer, particulierement fort pour I'lL-6 méme aprés ajustement sur
les caractéristiques démographiques, les CD4+ et les facteurs de risque traditionnels
(262,281-284). Ce résultat corrobore les conclusions de certaines études suggérant que I'lL-
6 est une cytokine tumorigéne qui peut influencer tous les stades de développement du
cancer (285,286). Plusieurs études récentes ont reporté des associations significatives entre
des niveaux élevés des marqueurs d’activation lymphocytaires B et le risque de Lymphomes
non-hodgkiniens non liés au VIH, incluant les cytokines, chimiokines et les récepteurs
solubles (287-292). Chez les PVVIH comme dans la population générale, il existe également
des différences d’association entre les cancers et certains biomarqueurs en fonction du type
de cancer chez les patients infectés par le VIH. En effet, dans la population générale, des
niveaux plus élevés d’IL-6 étaient associés a un risque plus élevé de cancer du poumon et
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du cancer colorectal (283,291) alors que des niveaux plus élevés de CRP étaient associés
aux lymphomes Hodgkiniens, cancer des poumons et colorectal (293,294), mais pas avec le
cancer du sein (295). Chez les PVVIH, I'étude de Borges et al., a montré que des niveaux

plus élevés d’IL-6 étaient associés au risque de cancer (281).

1.3.5. Troubles neurocognitifs

Le systeme nerveux central (SNC) est une cible importante du VIH. Les ARV ont
considérablement diminué la prévalence des démences liées au VIH (forme la plus sévére
de troubles neurodégénératifs liés au VIH) qui a diminué de 10-15% a 2% (296,297). Malgré
la suppression de la charge virale dans le plasma et dans le liquide céphalo-rachidien (CSF)
sous ARV, la prévalence et l'incidence des formes modérées de démence et des troubles
neurocognitifs restent élevées (298-300), avec une prévalence entre 40 et 60% (301-303).
Ces troubles sont associées a une diminution de la qualité de vie, une faible adhérence aux
traitements et a un risque plus élevé de mortalité (304,305).

La pathogenése des troubles neurocognitifs associés au VIH implique des facteurs
d’interaction entre I'héte, le virus, les comorbidités et les traitements associés, mais les
mécanismes biologiques ne sont pas encore complétement compris. Chez des personnes en
bonne santé, I'entrée des monocytes et des lymphocytes T, dans le SNC, est limitée.
Cependant, dans des conditions inflammatoires comme par exemple lors de l'infection par le
VIH, un nombre plus élevé de leucocytes activés peut entrer dans le SNC (306-308). Les LT
CD8+ dans le cerveau et le CSF ont pour fonction de modérer la clairance virale dans le
SNC en tuant les lymphocytes T CD4+, les monocytes et les macrophages infectés (309).
Ces LT CD8+ peuvent également contribuer a l'inflammation du SNC en libérant des
cytokines et des chimiokines (310,311). Alors qu’une faible suppression de la charge virale
est associée a une prévalence élevée des troubles neurocognitifs, ce phénoméne est
également observé chez des patients infectés sous traitement ARV efficace et avec
suppression de la charge virale (301,312). Ces troubles cognitifs sont associés a un risque
plus élevé d’handicap dans les activités quotidiennes (313), incluant une adhérence plus
faible de prise d’ARV (314) et également un risque plus élevé de mortalité, comparé aux
patients sans trouble cognitif (315). Sans traitement ARV, I'inflammation persistante du SNC,
pouvant provoquer des lésions cérébrales, augmente durant la phase de primo-infection
chez la plupart des personnes infectées par le VIH (316). En effet, des études ont montré
que le VIH arrivait dans le SNC rapidement aprés la transmission du virus induisant donc
une activation immunitaire trés précoce dans le cerveau (317). Les études s’intéressant au
CSF lors de la primo-infection suggérent que les Iésions neuronales et les
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dysfonctionnements immunitaires sont déja apparus a ce stade (318,319). Bien que les ARV
aient diminué le niveau de I'activation immunitaire dans le sang et le CSF, cette inflammation
et cette activation persistent a un faible niveau malgré la mise sous traitement ARV et
peuvent étre des facteurs majeurs de dégénération neurologique lors de l'infection par le VIH
(320-322). En effet, certaines études ont montré que des niveaux plus élevés d’activation
immunitaire mesurés par le pourcentage de LT CD8+ et CD4+DP ont été retrouvés plus
fréquemment dans le CSF malgré une suppression de la charge virale que chez les
personnes non infectées par le VIH. C’est ce que montre les résultats de I'étude de Ganesh
et al. dans laquelle les niveaux des LT CD4+ et CD8+ DP étaient plus élevés chez les
PVVIH contréleurs, non contréleurs avec ou sans traitement ARV que chez les personnes
non infectées (323). Plusieurs études ont montré que les marqueurs de la translocation
microbienne, en plus d’étre associés a la progression de linfection par le VIH et d’étre
corrélés avec le niveau des CD4+ et avec un age plus avancé (324), étaient associés aux
troubles cognitifs chez les patients infectés par le VIH. L'étude CHARTER et le groupe
NNTC (National NeuroAIDS Tissue Consortium) ont montré que le sCD14 et le SCD163
dans le plasma et le CSF étaient plus élevés chez les PVVIH avec des troubles de la
fonction cognitive par rapport aux personnes sans trouble cognitif méme avec suppression
de la charge virale sous ARV efficace chez les PVVIH (325,326). A part le sCD14, quelques
etudes ont montré une association entre le TNFalpha et le sTNFR2, et les complications
neurocognitives liées au VIH (327). Enfin, certaines études se sont intéressées a la
dépression, trouble fréquemment retrouvé chez les PVVIH (prévalence entre 12 et 66%)
(328,329). Il a été montré récemment dans la littérature que les PVVIH présentant des
symptomes de dépression avaient des niveaux plus élevés de I'inflammation (IL-15, IP-10,
IL-12 p40/p70 et G-CSF) par rapport aux PVVIH sans dépression (330).

1.3.6. Mortalité

Le vieilissement des PVVIH et la diminution de la mortalité liée au SIDA ont conduit a
l'augmentation de la proportion du nombre de décés des PVVIH imputables aux
comorbidités non liées au VIH (3). Des études ont montré que des niveaux élevés des
marqueurs de linflammation, de la coagulation et de la sénescence des lymphocytes T
prédisaient la mortalité toute cause a la fois dans la population générale et chez les PVVIH
(93,122,331-334). Des niveaux plus élevés du sCD14 étaient associés a un risque plus
elevé de mortalité toutes causes chez les PVVIH par rapport a la population générale et
cette association persistait quel que soit le nombre de LT CD4+ et le niveau de charge virale

(50,123). Des études ont également montré que des niveaux élevés de CRP et d’IL-6
30



Introduction

étaient associés a un risque plus élevé de décés par rapport au PVVIH avec des niveaux
plus faibles de CRP (124) et d'IL-6 [Hazard ratio (HR)=2.57 (1.58-4.82), p<0.01] (335). Quant
aux marqueurs cellulaires, I'étude de Hunt et al.(136) a montré qu’'une augmentation des LT
CD8+DP était associée a un risque 2 fois plus élevé de décés chez les PVVIH sous ARV par
rapport aux PVVIH avant ARV. L’étude de Tenorio et al.(93) a montré que des niveaux plus
élevés des marqueurs solubles IL-6, STNFR1 et 2, et D-Diméres étaient associés a la
mortalité chez les PVVIH.

Enfin, dans ce contexte d’infection chronique, ou I'apparition des comorbidités entrainent
une défaillance des organes pouvant conduire au décés, un score a été développé afin
d’obtenir un pronostic sur la mortalité des patients agés infectés par le VIH : le score VACS
(336). Le premier score qui a été développé intégrait 'age et 8 paramétres pronostics de la
mortalité mesurés en routine clinique: valeur absolue des CD4+, I'ARN VIH-1,
’'hémoglobine, I'aspartate aminotransférase, I'alanine aminotransférase, les plaquettes et la
créatinine, ainsi que la coinfection par le virus de I'hépatite C (HCV). Par la suite, une forte
association ayant été trouvée entre l'inflammation et la mortalité (337,338), il a été ajouté a
ce score, 2 marqueurs d’inflammation (D-diméres et sCD14) qui augmentaient la valeur
pronostic du score VACS sur la survenue de la mortalité (7% pour les d-dimeres et 4% pour
le sCD14) (339). Dans la population non infectée par le VIH, un score a été développé pour
prédire la mortalité et la morbidité des personnes en bonne santé : le score IRP (Immune
Risk Profile) (340). Ce score a été créé a partir d’'un cluster de paramétres incluant le rapport
CD4/CD8, le taux de lymphocytes naifs, I'expansion des CD3+CD28- circulants et la
sérologie positive pour le cytomégalovirus. L'IRP a été défini chez des personnes agées de
85 ans qui ont été suivis pendant 2, 4 ou 6 ans afin d’observer la survenue du déces (341—
343). Méme si aucun marqueur d’activation ou dinflammation n'a été intégré, il est
intéressant de voir que le score IRP intégre le ratio CD4/CD8 qui a souvent été montré
comme un marqueur de substitution de ces dysfonctionnements immunologiques, et un ratio
CD4/CD8 inversé (<1) reflete un risque plus élevé de morbidité, au méme titre qu’'une
activation ou une inflammation chronique élevées (344-346). Des études récentes ont
montré que le risque de développer une comorbidité non liées au VIH était doublé chez les
patients infectés traités avec un ratio CD4/CD8<0.3 comparé aux patients avec un ratio
CD4/CD8>0.45 (347). Ce ratio peut donc étre considéré comme un puissant facteur de
risque de la morbi-mortalité plus que le nombre de CD4+ seul chez les patients traités aprés

ajustement sur la charge virale (348-350).
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1.4. Problématiques méthodologiques

Compte tenu de la diversité des marqueurs d’activation, d’inflammation et de
sénescence pris en compte lorsque I'on s’intéresse a une pathologie particuliére, on
comprend qu’il est difficile d’évaluer I'association entre ces marqueurs et la survenue
d’'une comorbidité spécifique. Dans la plupart des études citées précédemment, malgré un
trés grand nombre de marqueurs d’activation et d’'inflammation disponibles, ceux-ci ont été
considérés un par un sans prise en compte de leur interdépendance. La difficulté lorsque
'on étudie un nombre important de variables quantitatives, comme ici les marqueurs
cellulaires et solubles, est que ces variables sont souvent également fortement corrélées,
de telle sorte que l'interprétation des données et la détection de leur structure deviennent
difficile. C’est pour cela que ces variables ne peuvent étre intégrées en méme temps dans
un modele statistique. Au vu du grand nombre de marqueurs d’activation et d'inflammation
pouvant étre recueillis et compte tenu du fait que la survenue des comorbidités semble
étre multifactorielle, il nous a semblé intéressant de les combiner en un score qui nous
permettrait de prendre en compte les différents marqueurs afin de ne pas perdre

l'information que chacun d’entre eux pourrait apporter.

1.4.1. Scores existant dans la littérature

Dans la population non infectée par le VIH

Le score IRP, développé chez des personnes agées pour prédire la mortalité et la
morbidité des personnes en bonne santé (351) (décrit dans le paragraphe 1.3.6), a été
construit grace a une analyse en cluster multivariable. Cette analyse a permis d’identifier,
a l'origine, 3 clusters d’individus définis par les niveaux des paramétres immunologiques
(réponse mitogéne A 10 et les pourcentages des LT CD3+, CD4+, CD8+ et CD19+). Un
des 3 clusters était particulierement prédictif de la mortalité. Ce cluster était défini, a
I'origine, par des niveaux élevés des LT CD8+ et un faible niveau des LT CD4+ totaux, et
une faible réponse proliférative au Con A. Il a par la suite été intégré les LT CD4+ et CD8+
naifs, sénescents et TEMRA, la réponse au CMV et le ratio CD4/CD8 a remplacé les LT
CD4+ et CD8+ totaux.

Un autre exemple de score pronostique en population générale est le « score de
risque  Framingham » (352), score de la survenue dun événement

cardiovasculaire développé a partir des données de la Framingham Heart Study,

32



Introduction

développé grace a des données obtenues de la Framingham Heart Study, afin d’estimer le
risque de développer une maladie cardiovasculaire dans les 10 ans.

Dans la population infectée par le VIH, comme il a été décrit précédemment
(chapitre 1.3.6), le score VACS (353) a été développé afin d’obtenir un pronostic sur la
mortalité des patients agés infectés par le VIH. Ce score a été construit en utilisant un
modele de régression de Poisson pour la phase de développement, puis les performances
de ce modéle ont été évaluées en calculant la statistique ¢ pour vérifier sa discrimination.
Enfin, une validation interne du modéle a été réalisée dans un autre échantillon de la
cohorte VACS et une validation externe dans la cohorte ART-CC (354).

1.4.2. Méthodes pour la combinaison de plusieurs marqueurs

A notre connaissance, il n’existe aucun score combinant a la fois les marqueurs
d’'inflammation, d’activation et d'immuno-sénescence et utilisé pour évaluer la survenue
des comorbidités non liées au VIH. De plus, compte tenu de I'existence d’un trés grand
nombre de marqueurs d’activation, d’inflammation et d'immuno-sénescence comme nous
'avons vu précédemment, qui peuvent étre trés corrélés entre eux, l'intégration de ces
marqueurs simultanément dans un modéle statistique, en plus de nombreux autres
facteurs déja connus comme étant liés aux dysfonctionnements immunitaires et a une
comorbidité donnée (facteurs de risque traditionnels), est complexe. Cette combinaison
nécessite alors d'utiliser des méthodes statistiques spécifiques.

Une technique qui pourrait nous permettre de combiner un grand nombre de
biomarqueurs est I'analyse en composante principale (ACP). En effet, c’est une technique
qui permet de synthétiser l'information apportée par un grand nombre de variables en
réduisant le nombre important de variables a un nombre plus faible de variables
« représentatives » et « non corrélées ». Ce nombre important de variables quantitatives
implique que les individus étudiés ne sont plus représentés dans un plan a deux
dimensions, mais dans un espace de dimension plus importante. L’objectif de 'ACP est de
revenir a un espace de dimension réduite en déformant le moins possible la réalité. Il s’agit
d’obtenir le résumé le plus pertinent possible des données initiales. L’ACP est une
méthode dite de réduction de dimension qui consiste a transformer des variables liées
entre elles en nouvelles variables indépendantes les unes des autres. Ces nouvelles
variables formées sont nommées « composantes principales », ou axes principaux,
combinaisons linéaires des variables d’origine (355,356). Ces composantes principales

possédent une variance maximale afin d’expliquer au mieux la variabilité des données.
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Il existe d’autres approches statistiques pouvant permettre la combinaison des
marqueurs entre eux comme la Partial Least Square (PLS) (357,358) qui est une méthode
combinant 'ACP et la régression linéaire multiple. Elle permet de résumer un grand
nombre de variables, mais a la différence de 'ACP, la PLS extrait des « composantes »
prédisant au mieux une ou plusieurs variables a expliquer. La classification hiérarchique
ascendante permet également de classer et didentifier des groupes homogénes
partageant des caractéristiques communes (classes ou clusters)(359). C’est une
technique statistique permettant d’obtenir une représentation schématique simplifiée d’un
tableau de données complexes (avec un nombre important de variables) en divisant une
population en différentes classes ou sous-groupes, définis par I'observation des variables.
Le principe des méthodes d’analyse en clusters repose sur la notion de « similarité » et de
« distances ».

Cependant, c’est 'ACP qui permet d’avoir le plus d’'informations sur la structure du jeu
de données de maniére globale et lorsque I'on s’intéresse aux interdépendances entre un

grand nombre de variables, c’est cette technique qui est a privilégier.

1.5. Justification et hypothéses

A un niveau populationnel, les facteurs de risques classiques de ces co-morbidités ont
été identifiés : facteurs environnementaux, génétiques, mode de vie. A un niveau individuel,
il existe des variations inter-individuelles de la susceptibilité aux comorbidités et leur age de
survenue varie, tout autre facteur de risque étant égal. La question de la participation de
I’'activation immunitaire, de l'inflammation et de 'immuno-sénescence dans cette variation
inter-individuelle reste entiére. La diversité des marqueurs d’activation, d’'inflammation et de
sénescence pris en compte lors des études d’association biomarqueurs-survenue d’une
pathologie spécifique rend difficile I'évaluation de la pertinence d’un marqueur unique. Dans
la plupart des études citées précédemment, les biomarqueurs ont été considérés
individuellement sans prendre en compte la possible corrélation entre les biomarqueurs.
D’autre part, ces travaux étaient réalisés sur de petits échantillons et la présence de
polymorbidités n’a pas toujours été prise en considération.

Au vu du grand nombre de marqueurs d’activation, d’inflammation et d'immuno-
sénescence pouvant étre recueillis et compte tenu du fait que la survenue des comorbidités
semble étre multifactorielle, il est essentiel d’évaluer les associations qui existent entre les
maladies non liées au VIH, leur survenue, et l'inflammation, I'activation et la sénescence

immune, chez les personnes infectées par le VIH. Il s’agit d’'identifier les marqueurs les plus
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pertinents, ceux pouvant étre utilisés dans le suivi classique du PVVIH, ceux qui révélent une
voie mécanistique pouvant relever d’interventions thérapeutiques et/ou préventives
réduisant I'apparition de ces comorbidités.

Plusieurs hypothéses ont dirigé nos travaux :

- une hyper-activation persistante du systéme immunitaire, en lien avec une
inflammation sous-jacente et un vieillissement précoce du systéeme immunitaire chez
des sujets infectés par le VIH-1 avec une charge virale indétectable, peut accélérer
ou accentuer la survenue de comorbidités liées et non lieés au VIH et ainsi avoir un
impact négatif sur I'état de santé des patients.

- les mécanismes biologiques aboutissant a la survenue d’'une comorbidité pouvant
étre a la fois dus a l'activation cellulaire, a I'immuno-sénecence et a l'inflammation, il
pourrait étre pertinent de combiner plusieurs marqueurs cellulaires et solubles
représentant ces dysfonctionnements immunitaires plutét que de les considérer

séparément en fonction de chaque comorbidité.

Et enfin, physiologiquement, chaque comorbidité pourrait étre associée a un profil
d’activation, inflammation, sénescence différents donc une comorbidité spécifique pourrait
survenir en fonction du profil d’activation, d’inflammation et d'immuno-sénescence sous-

jacent.
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2. OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

L’objectif général du travail de thése présenté ici était d’évaluer les liens existants entre
I’'activation immunitaire, l'inflammation et 'immuno-sénescence avec les comorbidités non
liees au VIH (maladies cardiovasculaires, diabéte, dyslipidémies, hypertension, cancers,
maladie rénale chronique (MRC) et troubles dégénératifs du SNC) chez des patients infectés

par le VIH sous traitement antirétroviral efficace.

2.1. Objectifs principaux

Le premier objectif de la thése était de proposer une combinaison des marqueurs
d’activation immunitaire, d'inflammation et d'immuno-sénescence afin d’identifier des profils
de patients infectés par le VIH-1 définis selon leur niveau d’activation, d’inflammation et
d'immuno-sénescence. Les résultats ont fait 'objet d’'un premier travail décrivant la méthode
utilisée pour combiner I'ensemble des biomarqueurs et identifiant différents profils de
patients. Ce premier travail s’appuie sur une étude publiée par I'équipe dans AIDS en 2015
(360) exploitant uniquement les données d’activation immunitaire et d’'immuno-sénescence
lymphocytaire T.

Le deuxiéme objectif était d’évaluer, de maniére transversale, I'association de la
combinaison des marqueurs d’activation immunitaire, d’inflammation et dimmuno-
sénescence, avec i) la présence de multi-morbidité, ii) la présence de chacune des
comorbidités non liées au VIH prises en compte séparément afin de tester notre hypothése
que différents profils de biomarqueurs pourraient étre associés aux différentes comorbidités
d’intérét. Nous avons également choisi de présenter un focus sur une comorbidité
spécifique, la maladie rénale chronique (MRC), car c’est une maladie pour laquelle nous
avions un marqueur biologique de routine, chez tous les patients, sur plusieurs suivis et dont
I’évolution peut étre impactée par certains traitements comme le TDF. Il nous paraissait donc
intéressant d’étudier cette comorbidité plus en détails.

Le troisieme et dernier objectif était d’évaluer, de maniére longitudinale, 'association
de la combinaison des marqueurs d’activation immunitaire, d’'inflammation et d’immuno-
sénescence avec, et i) le risque de survenue d’'une nouvelle comorbidité non liée au VIH, ii)
I’évolution de la fonction rénale, iii) le risque de survenue de chaque autres comorbidités non
liees au VIH prises en compte séparément, et iv) la mortalité au cours des 3 ans de suivi
chez des patients infectés par le VIH sous traitement efficace ayant une charge virale

indétectable.
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L’association entre la combinaison des biomarqueurs et i) la présence de multimorbidite,
ii) le risque de survenue des comorbidités, et iii) la mortalité, se trouvent dans un manuscrit
qui a été soumis en novembre 2017 (Annexe A).
La partie sur I'association entre la combinaison des biomarqueurs et i) la présence de la
MRC, et ii) 'évolution de la fonction rénale, a fait I'objet d’'un article qui a été publié en mai
2017 dans AIDS (Annexe B).

2.2. Objectifs secondaires

Les objectifs secondaires étaient :

1) d’identifier, parmi les marqueurs inclus dans les scores CIADIS, des biomarqueurs
pertinents pouvant étre utilisés dans le suivi en routine du PVVIH. Leur implication
dans une voie mécanistique pouvant relever d’interventions thérapeutiques et/ou

préventives pourraient permettre de réduire I'apparition de ces comorbidités.

2) de comparer la combinaison des marqueurs d’activation immunitaire,
d’inflammation et d’immuno-sénescence a des scores connus dans la littérature, a
savoir le score VACS, le score IRP et le ratio CD4/CD8 (définis dans le paragraphe
1.3.6).
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3. MATERIEL ET METHODES

3.1. Schémas des études utilisées

3.1.1. Cohorte ANRS CO3 Aquitaine

Tous les travaux réalisés dans le cadre de la thése, décrits dans les paragraphes 4, 5 et
6, ont été menés en utilisant les données de la Cohorte ANRS CO3 Aquitaine. Cette cohorte
ouverte régionale et multicentriques (13 centres localisés en Aquitaine) avec collecte
prospective des données est une cohorte de patients infectés par le VIH-1 initiée en 1987
par le Groupe d’Epidémiologie Clinique du Sida en Aquitaine (GECSA) (361). Les principaux
critéres d’inclusion sont : patients infectés par le VIH-1, quel que soit le stade clinique, vus
au moins deux fois en consultation ou en hospitalisation, 4gés d’au moins 13 ans a
l'inclusion et ayant signé un consentement écrit éclairé (9928 patients inclus au 31 mai 2013
dont 3500 en file active). Un questionnaire permet la collecte confidentielle et standardisée
des données cliniques, biologiques, thérapeutiques et épidémiologiques lors de chaque
consultation ou hospitalisation en accord avec le suivi recommandé pour les PVVIH
concernant le traitement ARV (8). L’équipe « VIH, hépatites et comorbidités : épidémiologie
et santé publique » du centre de Recherche INSERM U1219, au sein de ['Institut de Santé
Publique, d’Epidémiologie et de Développement (ISPED) de I'Université de Bordeaux assure

la coordination épidémiologique de la Cohorte Aquitaine.

3.1.2. Sous-étude CIADIS (Chronic Immune Activation anD
Senescence)

La sous-étude CIADIS (Chronic Immune Activation anD Senescence) de la cohorte
ANRS CO3 Aquitaine s’intéresse a la participation de l'activation immunitaire cellulaire
chronique, de linflammation et de I'immuno-sénescence aux co-morbidités associées a
l'infection par le VIH-1 (Figure 2).

Les critéres d’inclusion étaient d’avoir été suivi dans un des services du CHU de Bordeaux,
consultant ou étant hospitalisés entre le 1er octobre 2011 et mai 2013 et ayant donné leur
consentement libre et éclairé a participer a la cohorte ANRS CO3 Aquitaine avec un
prélévement sanguin était prévu dans le cadre de la biothéque Aquitaine. Les inclusions se
faisaient indépendamment du statut vis-a-vis de traitement antirétroviral, le taux de CD4+, la
charge virale plasmatique et le statut vis-a-vis de la co-infection par le VHB et le VHC. Sur
les 3500 patients suivis activement dans la cohorte ANRS CO3 Aquitaine dans la méme

période, 1010 patients ont été inclus dans la sous-étude CIADIS. L'étude CIADIS nous
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permet de disposer des paramétres relatifs a I'activation immunitaire, I'immuno-sénescence
et la différenciation/maturation parmi les lymphocytes T CD4+ et CD8+ (décrits dans le
paragraphe 3.2) a linclusion dans la sous-étude CIADIS. Les marqueurs solubles de
linflammation (décrits dans le paragraphe 3.2) ont été mesurés sur la biothéque de la
cohorte ANRS CO3 Aquitaine recueillie dans le méme temps que les prélevements ayant
servi a la réalisation des phénotypes lymphocytaires sur sang frais (Figure 4).

La sous-étude CIADIS est, a notre connaissance, une des études avec l'effectif de
patients inclus le plus important recueillant de nombreux marqueurs d’activation et

d’inflammation avec un suivi clinique prospectif.

Inclusion dans CIADIS entre Octobre 2011

Inclusion dans la et Mai 2013

cohorte ANRS
CO3 Aquitaine

Recueil des données
de suivi

v Vv Jf \/

\ Mesure des

marqueurs
\—Y—/ solubles
d’inflammation sur

Immunophénotypage la biothéque
lymphocytaire sur sang frais réalisée le méme
(activation, maturation, jour
sénescence)

Figure 4. Schéma de la sous-étude CIADIS de la cohorte ANRS CO3 Aquitaine
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3.2. Population d’étude

Dans les différents travaux réalisés pendant la thése, les patients inclus répondaient aux
critéres suivants :

- patients infectés par le VIH-1 inclus dans la sous-étude CIADIS de la cohorte ANRS
CO3 Aquitaine,

- présentant une charge virale indétectable (ARN VIH < 40 copies/ml) au moment de
leur inclusion dans CIADIS,

- ayant les mesures des marqueurs d’activation, dimmuno-sénescence et
d’'inflammation disponibles au moment de leur inclusion,

- ayant au moins une visite de suivi aprés leur inclusion.

Les analyses concernant le focus sur la maladie rénale chronique ont été réalisées a
partir d’'une sous-population d’étude dont les patients présentaient en plus le critére suivant :
- avoir 2 mesures consécutives de DFGe (séparées d’au moins 3 mois) dans I'année

précédant l'inclusion dans la sous-étude CIADIS et dans le suivi apres I'inclusion.

Le Cobicistat étant connu pour inhiber les sécrétions tubulaires de créatinine et pour
conduire a une augmentation artificielle de celle-ci, les patients sous Cobicistat a I'inclusion
ou pendant le suivi ont été exclus de cette derniére analyse (362). Toutes les données de
suivi ont été analysées jusqu’a fin décembre 2015.

Toutes les données a l'inclusion comme les caractéristiques des patients ('age, le sexe,
le groupe de transmission, le nombre de CD4+, le ratio CD4/CD8) ou encore les données de
suivi comme les comorbidités non liées au VIH et les traitements antirétroviraux ont été

extraites de la base de données de la cohorte et analysées jusqu’a fin décembre 2015.

3.3. Marqueurs d’activation, d’inflammation et d’immuno-

sénescence mesurés
Les prélevements sanguins ont été analysés sur la plateforme de recherche du

laboratoire d’Immunologie du centre hospitalo-universitaire de Bordeaux (Annexe C). Les
biomarqueurs mesurés ont été choisis afin de couvrir un large nombre de voies biologiques
d’activation, d’inflammation et d'immuno-sénescence (Tableau 2) et inclure les biomarqueurs

classiquement décrits dans la littérature chez les PVVIH.
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Tableau 1. Biomarqueurs cellulaires et solubles

Marqueur

Role/fonction

Marqueurs cellulaires

LT CD4+ et CD8+ CD38+
HLA-DR+ (CD4+DP,
CD8+ DP)

LT CD4+ et CD8+ CD57+
CD28-

LT CD4+ et CD8+ TN

LT CD4+ et CD8+ TEMRA

Activation lymphocytaire T

Marqueurs de 'immuno-sénescence

Lymphocyte T naifs

Lymphocyte T effecteur mémoire - (différenciation terminale)

Marqueurs solubles

BAFF-BLYSS

MPO (MyéloPerOxidase)

CRP

IL-18

STNFR1, sSTNFR2

IP-10

D-Dimeres

IL-6

sCD54

sCD14
sCD40L

sCD163

Marqueurs de I'activation lymphocytaire B

Marqueurs de I'activation des neutrophiles

Marqueur de l'inflammation systémique — produit en réponse a des
cytokines pro-inflammatoires

Cytokine Pro-inflammatoire (Activation des NK — Différenciation
Th1)

Récepteurs principaux du TNF-alpha — régulent I'inflammation

Marqueur de I'inflammation

Activation des voies de la coagulation
Cytokine Pro-inflammatoire / Activation monocytaire
Marqueurs d’adhésion

Activation immunitaire innée/ Activation monocytaire
Activation des lymphocytes T/ Plaquettaire

Activation monocytaire/macrophagique
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3.4. Définition des autres variables d’intérét

Plusieurs scores et marqueurs ont été utilisés dans les études s’intéressant aux
comorbidités et a la mortalité chez les patients infectés par le VIH (score VACS, ratio
CD4/CD8) ou chez les patients non infectés (score IRP, ratio CD4/CD8) (définis dans le
paragraphe 1.3.6). Afin de pouvoir les intégrer dans nos travaux et comparer leur valeur
d’association avec les comorbidités non liées au VIH, nous les avons calculées comme suit :

- Le score VACS intégre I'age et 8 parameétres pronostics de la mortalité mesurés en

routine clinique a savoir le nombre de CD4+, 'ARN VIH-1, 'hémoglobine, I'aspartate
aminotransférase, I'alanine aminotransférase, les plaquettes et la créatinine, ainsi
que la coinfection par le virus de I'hépatite C (HCV) (336). A chaque variable est
associé un nombre de points spécifique (Tableau 2). Pour un patient donné, le score
VACS a été calculé en additionnant le nombre de points correspondant a chaque

variable du score.

Tableau 2. Composantes du score VACS et description des points attribués a chaque variable
pour le calcul du score VACS (363)

Table 1. The VACS Index
Component Level Puoints
Age (years) <50 1]
50 to B4 12
=65 27
CD4 (cellsfmm?) =500 0
350 to 499 ]
200 to 349 6
100 to 199 10
50 t099 28
<50 29
HMN-1 RNA (copies/ml) <500 1]
500 to 99,999 7
> 1x10% 14
Hemaoglobin {g/dL) =14 1]
1210139 10
10te11.9 22
<10 38
FiB-4 <1.45 1]
1.45103.25 6
»3.25 25
eGFR (mLfmin) >60 1]
45 t059.9 6
30 to44.9 8
<30 %
Hepatitis C Co-Infection 5
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- Le score IRP inclue le rapport CD4/CD8, le taux de lymphocytes naifs (CD4+ et
CD8+ TN), I'expansion des CD3+CD28- circulants (CD4+ et CD8+ CD57+CD28-) et

la sérologie positive pour le cytomégalovirus (Tableau 3) (340).

Tableau 3. Points attribués a chaque variable inclus dans le score IRP

Variables inclus dans le Nombre de points
score IRP
0 point 1 point
Ratio CD4/CD8 > <=1
cMV Sérologie négative Sérologie positive
Lymphocytes T
CD4+CD57+CD26- =8.3% > 8.3%
CD4+TN > 28.6% <28.6%
CD4+TEMRA <4.2% >4.2%
CD8+CD57+CD26- =36.2% > 36.2%
CD8+TN 2 28.6% <28.6%
CD8+TEMRA <35.7% >35.7%
3.5. Définition des comorbidités non liées au VIH

Un groupe de travail, composé de cliniciens spécialistes de chacune des comorbidités et
investigateurs de la cohorte ANRS CO3 Aquitaine, s’est réuni afin de proposer une définition
de chacune des comorbidités non liées au VIH pouvant étre identifiées dans la cohorte
ANRS CO3 Aquitaine. Les comorbidités lieées a I'age (maladie rénale, diabéte, dyslipidémies,
évenements cardio-vasculaires, hypertension, troubles dégénératifs du systéme nerveux
central (SNC), et les cancers) ont été définies en utilisant la Classification Internationale des
Maladies 10 (CIM-10) (364) et des données biologiques recueillies dans le cadre de la
cohorte si cela a été jugé pertinent par le groupe de travail. En plus des codes CIM-10, la
dysfonction rénale a été estimée par I'estimation du Débit de Filtration Glomérulaire (DFGe)
calculée au moyen de I'équation du « Modification of Diet in Renal Disease » (MDRD)
(365) ; la présence de diabéte par la prise d’un traitement hypoglcémiant, d’'insuline, ou par

deux mesures consécutives de la glycémie = 7 mmol/l ; la dyslipidémie par la prise d’'une
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statine ou d’un fibrate, ou par des niveaux pathologiques de lipides ; les événements cardio-
vasculaires par des antécédents de pontage chirurgical, d’angioplastie ou
d’endoathérectomie et 'hypertension par deux mesures consécutives de pression artérielle
systolique 2140mmHg ou de pression artérielle diastolique 290mmHg dans les deux années
précédant l'inclusion. Les troubles du SNC et les cancers ont été définis uniquement avec
les codes CIM-10. Les définitions détaillées de chacune des comorbidités liées a I'age

identifiées dans la cohorte Aquitaine se trouvent dans I'Annexe D.
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4. Combinaison des marqueurs d’activation immunitaire,
d’inflammation et d’immuno-sénescence

4.1. Méthodes

4.1.1.1. Analyse en composante principale

Afin de répondre au 1 objectif de la thése, une analyse en composante principale (ACP)
a été réalisée afin de combiner 'ensemble des marqueurs d’activation, d’inflammation et
d'immuno-sénescence. L’ACP est une méthode qui permet de résumer linformation
apportée par un grand nombre de variables, de réduire le nombre de ces variables
potentiellement liées entre elles en les transformant en nouvelles variables représentatives
et indépendantes les unes des autres. Ces nouvelles variables formées sont nommées
« composantes principales » (CP), ou « axes principaux » qui sont donc des combinaisons
linéaires des variables originales pondérées par leur contribution a chaque axe.
Pour cette analyse, nous avons choisi d’intégrer 20 marqueurs immunologiques : huit
marqueurs cellulaires (lymphocytes T CD4+ et CD8+ DR, CD57+CD28-, TN, TEMRA) et 12
marqueurs solubles (D-diméres, BAFF/BLYSS, sCD163, sCD14, MPO, sCD40L, CRP, IL-18,
IP-10, IL-6, TNFR1 et CD54 (ICAM)). Puisque la distribution de ces biomarqueurs ne suivait
pas une loi normale, 'ACP était basée sur la matrice des coefficients de corrélation de
Spearman.

Dans un premier temps, afin de sélectionner le nombre de composantes principales
(« de nouvelles variables ») résumant la plus grande de linformation de notre jeu de
données, la part de la variance expliquée par chaque composante principale a été calculée.
Ensuite, afin de visualiser les liens qu'il existait entre chaque biomarqueur, une
représentation graphique, que l'on appelle le « cercle des corrélations » a été réalisée, a
partir des CP sélectionnées. Graphiquement, i) plus la variable est proche du cercle,
meilleure est sa qualité de représentation, ii) deux variables proches sont corrélées
positivement, iii) deux variables qui s’opposent sont corrélées négativement, iiii) deux
variables orthogonales sont non corrélées. Enfin, afin d’identifier les biomarqueurs
contribuant le plus a chaque composante principale, la contribution relative de chaque
marqueur a la CP correspondante a été calculée. Ainsi, pour chaque patient, il a pu étre
calculé une valeur pour chaque CP sélectionnée en multipliant le vecteur propre de la CP
correspondante (représentant le poids de chaque biomarqueur pour cette composante) par

la valeur des marqueurs cellulaires et solubles.
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4.1.1.2. Comparaison des caractéristiques des patients en fonction des

composantes de 'ACP

Afin de comprendre les liens existant entre les composantes principales (définies par les
biomarqueurs) et les variables des caractéristiques cliniques des patients telles que les
comorbidités non liées au VIH, ont été réalisées :

- Une projection de ces variables, comme variables supplémentaires, sur le plan

représenté par les composantes principales,

- Et une comparaison de ces caractéristiques en fonction des valeurs des CP au

moyen de tests du test de Kruskall-Wallis pour les variables qualitative ou d’ANOVA

pour les variables quantitatives.

Les analyses ont été réalisées avec le logiciel R 3.1.2 en utilisant le package R

«FactoMineR».
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4.2. Résultats

4.2.1. Description de la population

4.2.1.1.  Caractéristiques a l'inclusion dans la sous-étude CIADIS

Parmi les 3593 patients suivis activement dans la cohorte ANRS CO3 Aquitaine entre
octobre 2011 et Mai 2013, 1010 patients ont été inclus dans la sous-étude CIADIS. Ces
patients étaient plus agés, les délais depuis la premiére sérologie positive, depuis la 1°®
mise sous ARV et d’indétectabilité de la charge virale étaient plus longs, moins fréquemment
au stade C, et avec plus de dysbio, HTA et cancers comparé aux patients de la file active de
la cohorte ANRS CO3 Aquitaine a la méme période (Annexe E, Tableau 1).

Parmi les 1010 patients inclus dans CIADIS, 828 (82%) avaient des mesures de marqueurs
cellulaires et solubles disponibles a l'inclusion, et un ARN VIH< 40 copies/mL (Annexe E,
Figure 1). Les 182 exclus des analyses qui suivent étaient plus jeunes, plus fréquemment
des femmes et au stade C de linfection, avaient des valeurs plus faibles de lymphocytes T
CD4+, le délai depuis la découverte de séropositivité, depuis l'indétectabilité de la charge
virale et le temps passé sous ARV étaient significativement plus court comparés aux patients
inclus dans cette sous-étude (Annexe E, Tableau 2). Il n’y avait pas de différence concernant
les maladies cardiovasculaires, le diabéte, la maladie rénale chronique et les troubles
dégénératifs du SNC mais les dyslipidémies, 'HTA et les cancers étaient plus fréquents
dans notre population d’étude.

Concernant les caractéristiques a linclusion des 828 patients inclus (Tableau 4), 'age
médian était de 51 ans (Q1Q3 : 45-57) et 75% était des hommes. Les patients étaient sous
traitement antirétroviral depuis 13 ans en médiane (Q1Q3 : 8-16) et la durée médiane de
suppression de la charge virale était de 5 ans (Q1Q3: 2-9). La médiane du nombre des
lymphocytes T CD4+ était de 579/mm3 (Q1Q3: 431-760 cellules/mm3) et 23% en était au
stade C de l'infection. Les co-infections par le VHC ou par le VHB ont été signalées pour
23% et 7% des patients, respectivement, une sérologie positive au CMV a été trouvée chez
89% des patients. L’hypertension et la dyslipidémie étaient les comorbidités les plus
fréquentes représentant 45% and 43% des patients respectivement, le diabéte, les
évenements cardio-vasculaires, les cancers et les troubles dégénératifs du SNC étaient
retrouvées chez 13%, 10%, 14% and 3% des patients respectivement. 31% des patients

présentaient au moins 2 comorbidités liées a I'age.
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Tableau 4. Caractéristiques a l'inclusion des 828 patients de la sous-étude CIADIS de la

cohorte ANRS CO3 Aquitaine.

Caractéristiques Total
(N=828)
Sexe, n (%)
Hommes 622 (75)
Femmes 206 (25)
Age (années)* 51 (45; 57)
Mode de contamination, n (%)
HSH 359 (43)
Hétérosexuel 281 (34)
Consommation de drogues 115 (14)
Autres 73 (9)
Délai depuis la 1ére sérologie VIH+ (années)* 16 (10; 22)
Stades CDC, n (%)
A 417 (50)
B 224 (27)
C 187 (23)
Patients sous ARV, n (%)
2INTI+ 11P/r 342 (42)
2INTI+ 1INNTI 256 (31)
Autres 225 (27)
Délai depuis la 1ére mise sous ARV (années)* 13 (8;16)
Délai depuis indétectabilité de la charge virale
(années)* 5(2:9)
Nadir des CD4+ (cellules/mm3)* 203 (103 ; 303)
Délai depuis le nadir des CD4+ (années)* 8(5;15)
Nombre de CD4+ (cellules/mm3)* 579 (431; 760)
Score VACS 18 (10 ; 28)
Score IRP 2(1;4)
Ratio CD4+/CD8+ * 0.9(0.6;1.2)
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Tableau 4. (Suite et fin)

Caractéristiques Total
(N=828)
CMV, n(%) 599 (89)
Infection par le VHC, n(%) 187 (23)
Infection par le VHB, n(%) 58 (7)
Comorbidités non liées au VIH, n(%)
Maladie rénale chronique 29 (3)
Diabéete 109 (13)
Dyslipidémies 354 (43)
Maladies cardio-vasculaires 85 (10)
Hypertension 374 (45)
Troubles dégénératifs du SNC 25 (3)
Cancer SIDA et non-SIDA 117 (14)

Légende: * Les valeurs indiquées par I'astérisque sont les médianes (Q1Q3) sauf si indiqué autrement; § La
sérologie CMV était disponible pour 675 patients. HSH: Hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes.
CDC: Centre de contréle des maladies, ARV: Antirétroviraux, CMV: cytomegalovirus, INTI : Inhibiteur
nucléosidique de la transcriptase inverse, IP/r: Inhibiteur de la protéase boosté par ritonavir, INNTI: Inhibiteur
non-nucléosidique de la transcriptase inverse, SNC: systéme nerveux central.

4.2.1.2. Marqueurs immunologiques cellulaires et solubles

Description des biomarqueurs

Lorsque l'on s’intéresse aux différents marqueurs immunologiques utilisés pour la
construction des scores CIADIS (Tableau 5), le pourcentage médian des cellules T activés
était de 14% (Q1Q3:10-19) parmi les lymphocytes T CD4+ et 35% (Q1Q3:26-46) parmi les
lymphocytes T CD8+. Le pourcentage médian des marqueurs de la sénescence était de 27%
(Q1Q3 17-36) parmi les lymphocytes T CD8+ et seulement 3% (Q1Q3 1-7) parmi les
lymphocytes T CD4+. Les médianes des pourcentages des lymphocytes T naifs parmi les
CD4+ et les CD8+ étaient respectivement de 40% (Q1Q3 28-51) et 38% (Q1Q3 29-49) alors
que les cellules T mémoires différenciées représentaient 25% (Q1Q3: 16-36) parmi les
lymphocytes T CD8+ et seulement 1% (Q1Q3 0-3) parmi les lymphocytes T CD4+.
Concernant les marqueurs solubles de I'inflammation, les cytokines pro-inflammatoires telles
que I'lL-6 (Q1Q3 9 — 20), le TNFR1 (Q1Q3 142 — 288) ou encore I'lP-10 (Q1Q3 148 — 367)
étaient de 13, 208 et 230 pg/ml respectivement. Quant aux marqueurs de l'activation

monocytaire et des macrophages, sCD163 et sCD14, leurs valeurs étaient de 451 (Q1Q3
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370 — 547) et 59 (Q1Q3 40 — 112) ng/ml respectivement. Enfin, le BAFF-BLYSS avait un
niveau de 951 (Q1Q3 749 — 1214) pg/ml chez ces patients.

Tableau 5. Description des marqueurs immunologiques cellulaires et solubles a I'inclusion
dans la sous-étude CIADIS de la cohorte ANRS CO3 Aquitaine.

L. Total
Caractéristiques (N=828)
Lymphocytes T CD4+*
CD4+ DR+ (%) 14 (10;19)
CD4+CD57+CD28- (%) 3(1;7)
CD4+TN (%) 40 (28;51)
CD4+TEMRA (%) 1(0;4)
Lymphocytes T CD8*
CD8+ DR+ (%) 35 (26;47)
CD8+CD57+CD28- (%) 27 (17;36)
CD8+TN (%) 38 (29;48)
CD8+TEMRA (%) 26 (16;36)
Coagulation
D-Dimeres (ng/mL) 215 (144;320)
Lymphocytes B
BAFF BLYSS (pg/mL) 951 (749;1214)
Monocytes/macrophages
sCD163 (ng/mL) 451 (370;547)
sCD14 (ng/mL) 59 (40;112)
Neutrophiles
MPO (ng/mL) 31 (17;67)
Activation plaquettaire
sSCD40L (pg/mL) 601 (306;1198)
Cytokines pro-inflammatoires
CRP (ng/mL) 1753 (673;4857)
IL18 (pg/mL) 116 (61;177)
IP10 (pg/mL) 230 (148;367)
IL6 (pg/mL) 13 (9;20)
TNFR1 (pg/mL) 208 (142;288)
CD54 (ng/mL) 39 (27;54)

Légende: * Les valeurs indiquées par I'astérisque sont les médianes (Q1Q3) sauf si indiqué autrement; § La
sérologie CMV était disponible pour 675 patients. °Tests de Student ou de Mann-Whitney pour les variables
quantitatives / Test du Chi-deux ou de Fisher exact pour les variables qualitatives. TN: T naive; TEMRA:
terminally differentiated T cellules; BAFF: B-cell activating factor; MPO: Myeloperoxidase; CRP: C-reactive
protein; sCD40L: sCD40 ligand, IL: Interleukin; IP10: Interferon gamma-induced protein 10; TNFR1: Tumor
necrosis factor receptor 1
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Corrélations entre les biomarqueurs

Lorsque l'on s’intéresse aux corrélations existant entre l'ensemble des marqueurs
immunologiques cellulaires et solubles, il existe de trés fortes corrélations entre les
marqueurs cellulaires. La corrélation entre les CD4+ DR avec les CD4+ CD57+ CD28- et les
CD8+ DR était positive avec des coefficients de corrélation de Spearman >0.5.La corrélation
entre les CD4+ DR et les CD4+ ou CD8+ TN étaient significativement négatives. Les CD4+
DR étaient également corrélés de maniére positive avec tous les autres marqueurs
cellulaires mais les coefficients de corrélation étaient inférieurs a 0.5. En revanche, les
corrélations étaient trés faibles et/ou non significatives entre les marqueurs solubles de
linflammation entre eux ainsi qu’entre les marqueurs cellulaires et les marqueurs solubles

(Figure 5).
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Figure 5. Corrélations entre les marqueurs immunologiques cellulaires et solubles (N=828)

Légende: * Les corrélations entre chaque marqueurs sont représentées par un cercle. Plus le cercle est large,
plus la corrélation entre les deux marqueurs est forte. Les cercles bleus correspondent a des corrélations
positives alors que les cercles rouges correspondent a des corrélations négatives. Plus un cercle est foncé, plus
la valeur du coefficient de corrélation est proche de 1 (bleu) ou de -1 (rouge).
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4.2.2. Combinaison des marqueurs d’activation, d’inflammation et
d’immuno-sénescence

4.2.2.1. Résultats de 'ACP

L’ACP nous a permis de ne retenir que les deux premiéres composantes principales
résumant 36% de l'inertie totale (Figure 6). En effet, la 1° CP contenait 21% de la variabilité
totale des biomarqueurs et séparait les cellules T naives (CD45RA+CD27+) des i) cellules T
activées (HLA-DR+ sur CD4+ et CD8+ groupés ensemble) et des ii) cellules sénescentes T
(CD4+ et CD8+ CD57+CD28-, et CD4+ et CD8+ CD27-CD45RA+) et des cellules T
terminales différenciées regroupées ; la 2°™ CP contenait 15% de la variabilité totale des
biomarqueurs et regroupe tous les marqueurs solubles ensemble (BAFF/BLYSS, sCD163,
sCD14, IP-10/CXCL10, IL6, TNFR1, MPO, CRP, D-Dimeres, sCD40L, CD54 (ICAM), IL-18,
IL-1b) (Annexe C, Tableau 3). Ces deux nouvelles variables représentent des scores
pondérés indépendants (Figure 6) : la 1°° CP représente le « score CIADIS cellulaire
pondéré » continu et la 2°™ CP représente le « score CIADIS soluble pondéré » continu. Le
poids des marqueurs cellulaires étaient plus importants dans la composante 1 que ceux des
marqueurs solubles et inversement pour la composante 2. Chaque score CIADIS pondéré
est donc une combinaison linéaire du rang des marqueurs cellulaires et solubles multiplié par
le vecteur propre (représentant le poids pour chaque biomarqueur) de la 1 CP (score
CIADIS cellulaire pondéré) et de la 2°™ CP (score CIADIS soluble pondéré). TNFR1 et
CD8+DR sont les biomarqueurs contribuant le plus au score CIADIS soluble pondéré et au
score CIADIS cellulaire pondéré respectivement (Annexe E, Tableau 4). Un score CIADIS
cellulaire pondéré ayant une valeur positive représente un phénotype immunitaire avec un
niveau plus élevé des marqueurs d’activation des cellules T, d’expression des cellules
terminales différenciées et des cellules sénescentes alors qu’'un score CIADIS soluble
pondéré positif représente un phénotype immunologique avec des niveaux plus élevés
d’inflammation. La médiane du score CIADIS cellulaire était de -0.1 (Q1Q3 -1.5;1.5) et la
médiane du score CIADIS soluble était de -0.1 (Q1Q3 -1.2;1.1).

Les comorbidités ont été projetées dans un plan défini par les 2 premiéres composantes
principales (Figure 7). Les patients présentant des comorbidités liées a 'dge (MRC, maladies
cardio-vasculaires, diabéte, cancer, troubles dégénératifs du SNC, HTA et dyslipidémies) se
situent plutét dans la partie supérieure droite présentant plutét un phénotype immunitaire
avec une activation T élevée, une expression des cellules différenciées élevée et une

sénescence importante, ainsi que des niveaux d’'inflammation plus élevés.
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Variables factor map (PCA)
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Figure 6. Marqueurs immunologiques cellulaires et solubles projetés sur les 2 premiéres composantes principales de I’ACP (N=828)

Légende : TN: T naif; TEMRA: cellules T différenciées; BAFF: facteur d’activation des lymphocytes B; MPO: Myeloperoxidase; CRP: Protéine C-reactive; sCD40L : Ligand CD40 soluble, IL:
Interleukine; IP10: Interferon gamma-induced protein 10; TNFR1: Tumor necrosis factor receptor1. L'ACP permet de réduire les dimensions des variables liées entre elles en transformant les
variables originales en des groupes de nouvelles variables, appelées les composantes principales qui représentent la variabilité maximale des variables initiales. Cela permet de mieux comprendre
les corrélations existant entre les marqueurs cellulaires et solubles. Les données ont été projetées sur un plan en 2 dimensions construit par les 2 premiéres composantes principales qui expliquent
32.5% de la variabilité des données. Dim 1: Composante principale 1. Dim 2: Composante principale 2.

53



05

Combinaison des marqueurs

(a) (b) (c)

Dimension 2 (14.55%)

05

- Autre mode contamination ol o4 D;é‘; <60
HC+ 4
- Dyslipidémie - SNC-
s s} [
TNFR1 1 D%i’éﬁg’.ij' - DFGE‘ESU Cardiovasculaire +
o 5 5 _ °
IL-6 - ) Cardiovasculaire C
o oIP10 s 7 _ Nb comorbidités <3
BAFF-BLYSS T
HTA
©sCD163 @ 4 3
{e T "
DDio oCRP Stade Stade B 04 05 02 04 0o o4 Diabete +  Nb comorbidités 23
Délai depuis PSP|  OVACS o ., i
|L_13§ osCDia . ) Cancer +
e =
Délai depuis Ter ARV ] o™ oCD4+ DR by 5 GHTA+
MPO ©Score comorbidités o n
©sCD40L © CD8+ DR o HSH E _ Dyslipidémie +
ol o o
&) St ™~ o
cDg+TN  RatioCDYCDS  CDY pyree aRN<40 IRP o ' 5 :
o] 0o ] Femmes ]
©CD4+ TN ] o 2
- Nadit CD4+ <) H Hétérosexue 2
c E a
2 o © o
Stade A ¢
< VHC
_|{|CD8+ CD57+ CD28- © w |
2 g Consommateur de drogues <
<7 CD8+ TEMRAo
7 o
«_|| CD4+ TEMRA G Cq4+ CD57+ CD28-
3
00 02 04 06 08
o | e
T T T T T T T T T T
1o 05 00 05 10 1.0 05 00 05 10 10 05 00 05 10

Dimension 1 (20.81%) Dimension 1 (20.81%) Dimension 1 (20.81%)
Figure 7. (a) Projection des marqueurs d’activation, de sénescence et d’inflammation (en noir), et des variables quantitatives liées au VIH (en
rouge) sur les 2 premiéres composantes principales. (b) Projection des variables qualitatives liées et non liées au VIH, et (c) des comorbidités non

liées au VIH sur les 2 premiéres composantes principales déterminées par les marqueurs immunologiques.

Légende : TN: T naif;, TEMRA: cellules T différenciées; BAFF: facteur d’activation des lymphocytes B; MPO: Myeloperoxidase; CRP: Protéine C-reactive; sCD40L : Ligand
CD40 soluble, IL: Interleukine; IP10: Interferon gamma-induced protein 10; TNFR1: Tumor necrosis factor receptor1. Les données ont été projetées sur un plan en 2

dimensions construit par les 2 premieres composantes principales qui expliquent 32.5% de la variabilité des données. Dim 1: Composante principale 1. Dim 2: Composante
principale 2.
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4.2.2.2. Caractéristiques des patients en fonction des scores CIADIS pondérés

Afin de décrire les profils des patients en fonction de leurs niveaux d’activation,
d’'inflammation et d'immuno-sénescence, nous avons choisi de comparer les caractéristiques
des patients en fonction de leurs scores CIADIS cellulaire et soluble pondérés (Tableau 6).
Pour faciliter l'interprétation des résultats, chacun des scores CIADIS a été catégorisé par
son intervalle interquartile : score faible (< Q1), score moyen (Q1-Q3) et score élevé (>Q3).
Les patients présentant un score cellulaire élevé étaient plus fréiquemment des hommes,
plus agés et avec un nombre de lymphocytes T CD4+ plus faible (p<0.01) que les patients
présentant un score cellulaire faible ou moyen. Concernant les comorbidités liées a I'age,
toutes excepté la maladie rénale chronique et les troubles dégénératifs du SNC (p=0.31 et
p=0.52) étaient plus fréquentes chez ces patients. Le score VACS et le score IRP (p<0.01)
etaient également plus élevés chez les patients présentant un score cellulaire élevé par
rapport aux patients avec un score cellulaire faible ou moyen. Quant au ratio CD4/CDS, il
était plus faible chez les patients avec un score cellulaire élevé que pour les deux autres
catégories de score (p<0.01). En revanche, aucun différence n’a été trouvée concernant le
délai depuis la 1°* sérologie VIH+, les stades cliniques de l'infection, les traitements ARV et
leur durée, le délai d’'indétectabilité de la charge virale, le nadir des CD4+ ou encore
l'infection par le VHB en fonction des catégories du score cellulaire.

Les patients présentant un score soluble élevé étaient également plus agés, présentaient
des durées d’infection depuis la 1°"® sérologie VIH+ et sous traitement ARV plus long, étaient
plus frequemment au stade C de l'infection et avaient un nadir CD4+ plus bas (p<0.01) que
les patients avec un score soluble faible ou moyen. Ces patients étaient également plus
frequemment atteints par la MRC, les troubles cardiovasculaires (p<0.01) et 'HTA (p=0.03)
que les patients ayant un score soluble faible ou moyen. Les scores VACS et IRP étaient
également plus élevés chez ces patients (p<0.01). Aucune différence n’a été trouvée en
fonction des catégories du score soluble concernant le ratio CD4/CD8, le sexe, le nombre de
lymphocytes T CD4+, la fréquence des cancers, les dyslipidémies, le diabéte et les troubles
dégénératifs du SNC.

Concernant l'infection par le VHC, elle était moins fréquente chez les patients avec un score
cellulaire élevé comparé aux patients ayant un score cellulaire faible ou moyen alors qu’elle
était plus fréquente chez les patients ayant un score soluble élevé comparé aux scores

soluble faible et moyen. Aucune différence n’a été trouvée entre les différentes catégories
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des scores CIADIS, quel que soit le score, pour la présence de l'infection par le VHB et pour

la durée d’indétectabilité de la charge virale.
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Tableau 6. Caractéristiques des 828 patients inclus dans la sous-étude CIADIS en fonction des scores CIADIS cellulaire et soluble pondérés a

I’inclusion.

Combinaison des marqueurs

Total

Score CIADIS cellulaire

Score CIADIS soluble

Caractéristiques Faible Moyen Elevé P° Faible Moyen Elevé P°
(N=828) (N=207) (N=409) (N=212) (N=206) (N=415) (N=207)
Hommes, n (%) 622 (75) 121 (59) 313 (77) 188 (89) <0.01 162 (79) 308 (74) 152 (73) 0.40
Age (années)* 51 (45; 57) 48 (43; 53) 51 (45; 57) 54 (48; 63) <0.01 47 (41; 56) 51 (45; 59) 51 (48; 56) <0.01
(o/l\)llode de contamination, n <0.01 <0.01
0
HSH 359 (43) 50 (24) 181 (44) 128 (60) 113 (55) 190 (46) 56 (27)
Hétérosexuel 281 (34) 91 (44) 133 (33) 57 (27) 76 (37) 150 (36) 55 (27)
Consommation de drogues 115 (14) 42 (20) 57 (14) 16 (8) 1(1) 34 (8) 80 (39)
Autres 73 (9) 24 (12) 38 (9) 11 (5) 16 (7) 41 (10) 16 (8)
Délai depuis la 1ére ) ) ) ) ) ) )
sérologie VIH+ (années)* 16 (10; 22) 18 (11; 23) 16 (11; 22) 17 (11; 21) 0.18 13 (9; 19) 17 (10; 22) 20 (15;24) <0.01
Stades CDC, n (%) 0.84 <0.01
A 417 (50) 104 (50) 208 (51) 105 (50) 135 (66) 210 (51) 72 (35)
B 224 (27) 60 (29) 104 (25) 60 (28) 38 (18) 110 (26) 76 (37)
C 187 (23) 43 (21) 97 (24) 47 (22) 33 (16) 95 (23) 59 (29)
Patients sous ARV, n (%) 0.17 <0.01
2INTI+ 1IP/r 342 (42) 101 (49) 162 (40) 79 (38) 80 (39) 164 (40) 98 (48)
2INTI+ 1INNTI 256 (31) 64 (31) 126 (31) 66 (31) 81 (40) 132 (32) 43 (21)
Autres 225 (27) 42 (20) 121 (29) 67 (31) 45 (21) 119 (28) 66 (31)
Délai depuis la 1ére mise ) ) ) ) i ) )
sous ARV (années)* 13 (8;16) 13(8;17) 14 (8 ; 16) 13 (9; 16) 0.99 12 (7 ; 15) 13(8; 16) 15(12;17) <0.01
Délai depuis indétectabilité ) ) ) . i i ]
de la charge virale (années)* 5(2;9) 6(3;9) 5(3;9) 5(2;8) 0.14 6(3;9) 6(3;9) 5(2;8) 0.07
Nadir des CD4+
A 203 (103 ;303) 211 (87;298) 203(97;309) 208 (125;294) 0.87 246 (137 ;329) 210(105;309) 161(80;252) <0.01
(cellules/mm3)
Délai depuis le nadir des 8 (5; 15) 8(5; 15) 9(5; 15) 8 (4 15) 0.70 8(5: 14) 8(5:14) 11(5; 16) 0.03

CD4+ (années)*
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Tableau 6. (Suite et fin)

Combinaison des marqueurs

Score CIADIS cellulaire

Score CIADIS soluble

Caractéristiques Total Faible Moyen Elevé P° Faible Moyen Elevé P°
(N=828) (N=207) (N=409) (N=212) (N=206) (N=415) (N=207)
Nombre de CD4+ 579 (431;760) 657 (511;815) 554 (423 ;745) 537 (393:687) <0.01 592 (475:772) 578 (429;740) 559 (389;780) 0.24
(cellules/mm3)
CMV, n(%) 599 (89) 121 (76) 312 (91) 166 (97) <0.01 161 (94) 307 (92) 131 (78) <0.01
Infection par le VHC, n(%) 187 (23) 65 (32) 83 (21) 39 (19) <0.01 12 (6) 71 (18) 104 (51) <0.01
Infection par le VHB, n(%) 58 (7) 13 (7) 26 (7) 19 (9) 0.43 9 (5) 31 (8) 18 (9) 0.20
. (",\/";"ad'e rénale chronique, 29 (4) 4(2) 15 (4) 10 (5) 0.31 3 (1) 11 (3) 15 (7) <0.01
0
Diabéte n(%) 109 (13) 21 (10) 48 (12) 40 (19) 0.01 19 (9) 59 (14) 31 (15) 0.15
Dyslipidémies, n(%) 354 (43) 75 (36) 173 (42) 106 (50) 0.02 80 (39) 187 (45) 187 (42) 0.32
Maladies cardio-
vasculaires, n(%) 85 (10) 11 (5) 43 (11) 31 (15) <0.01 11 (5) 39 (9) 35 (17) <0.01
Hypertension (TAS>140 ou
TADS90), n(%) 374 (45) 67 (32) 187 (46) 120 (57) <0.01 78 (38) 191 (46) 105 (51) 0.03
Troubles dégénératifs du
SNC. n(%) 25 (3) 7 (3) 10 (2) 8 (4) 0.62 4(2) 14 (3) 7 (3) 0.58
n(f/:?"cer SIDA et non-SIDA, 117 (14) 18 (9) 59 (14) 40 (19) 0.01 25 (12) 57 (14) 35 (17) 0.36
0
Au moins 3 comorbidités a
Finclusion, n(%) 150 (6) 21 (10) 68 (17) 61 (29) <0.01 23 (11) 80 (19) 47 (23) <0.01
Score VACS* 18 (10 : 28) 15 (6 : 23) 18 (10 ; 28) 18 (12:33)  <0.01 12 (6 : 22) 18 (10 : 28) 23(12:33)  <0.01
Score IRP* 2(1:4) 1(1;2) 2(2:3) 5(4:6) <0.01 3(2:5) 2(1:4) 2(1:4) 0.04
Ratio CD4'/CD8" * 09(06:12) 11(09:15) 09(0.6:1.2) 06(0.4:09) <0.01 09(0.7:12) 09(06:12) 08(05:12) 0.9

Légende: * Les valeurs indiquées par I'astérisque sont les médianes (Q1Q3) sauf si indiqué autrement; § La sérologie CMV était disponible pour 675 patients. “Tests de
Kruskall-Wallis ou ANOVA pour les variables quantitatives / Test du Chi-deux pour les variables qualitatives. HSH: Hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes.
CDC: Centre de contrble des maladies, ARV: Antirétroviraux, CMV: cytomegalovirus, INTI : Inhibiteur nucléosidique de la transcriptase inverse, IP/r: Inhibiteur de la protéase

boosté par ritonavir, INNTI: Inhibiteur non-nucléosidique de la transcriptase inverse, SNC: systéme nerveux central.
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Combinaison des marqueurs

Cette analyse exploratoire nous a permis de mieux comprendre les interactions existant
entre les marqueurs immunologiques et de mieux appréhender la structure de ces données.
L’identification des 2 scores CIADIS pondérés indépendants, I'un défini par les marqueurs
cellulaires et I'autre défini par les marqueurs solubles, nous permet de prendre en compte
séparément une combinaison des marqueurs cellulaires et une combinaison des marqueurs
solubles dans la suite des analyses.

Comme l'analyse comparative I'a montré, ces deux scores CIADIS pondérés nous ont
permis d’identifier différents profils de patients définis par leur niveau des marqueurs
d’activation, d’inflammation et d'immuno-sénescence. En effet, les patients avec un score
CIADIS cellulaire et surtout un score CIADIS soluble pondérés plus élevés étaient plus agés
mais surtout présentaient une proportion plus importante de la plupart des comorbidités non
liées au VIH par rapport aux patients avec des scores CIADIS pondérés plus faible.

Il nous a semblé intéressant d’approfondir I'étude des liens entre ces nouveaux scores
CIADIS représentant les profils immunitaires et les comorbidités non liées au VIH chez les

patients sous traitement ARV efficace.
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Analyses transversales

5. Associations transversales entre les marqueurs
d’activation immunitaire, d’inflammation et d’immuno-
sénescence, et les comorbidités non liées au VIH

5.1. Méthodes
5.1.1. Critéres de jugement principaux

Pour cette analyse, les critéres de jugement principaux étaient :

- La présence de la multimorbidité a l'inclusion définie par la présence d’au moins 3

comorbidités non liées au VIH parmi les suivantes: DFGe <60 ml/min, diabéte,
dyslipidémie, événements cardio-vasculaires, hypertension, troubles dégénératifs du
SNC, et cancers (définies dans le chapitre 3.5).

- La présence de la maladie rénale chronique définie par 2 mesures consécutives du
DFGe < 60 mL/min/1.73m? séparées de 3 a 6 mois (365).

- La présence des autres comorbidités non liées au VIH, listées dans le paragraphe

3.5, prises en compte séparément.

5.1.2. Stratégie d’analyse

Des modéles de régression logistique ont été utilisés pour évaluer I'association entre les

deux scores CIADIS pondérés et les critéres de jugement définis précédemment.

5.1.2.1. Analyses univariables

Les variables suivantes ont été testées dans les analyses univariables comme facteurs
de confusion potentiels :
Pour la présence de la multimorbidité et des comorbidités prises en compte
séparément : age, sexe, mode de contamination du VIH, niveau des T CD4+ dans une
fenétre de 1 an avant I'inclusion, le nadir des T CD4+ et les stades de I'infection définis par le
CDC. L’age et le sexe ont été considérés comme facteurs de confusion a priori et ont été

forcés dans les modeéles.
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Pour la présence de la MRC : age, sexe, mode de contamination du VIH, niveau des T
CD4+ dans une fenétre de 1 an avant l'inclusion, nadir des T CD4+, stades de l'infection
définis par le CDC, traitements néphrotoxiques, antécédents d’utilisation du TDF (jamais
utilisé, utilisation en cours au moment de l'inclusion et utilisation antérieure dans les 12 mois
avant l'inclusion) et le nombre total de comorbidités non liées au VIH (en plus de la MRC) qui
a été calculé par patient, parmi toutes celles définies dans le paragraphe 3.5. Cette variable
a été utilisée sous forme catégorielle 22 vs <2 comorbidités non liées au VIH a l'inclusion.
L’'age, le sexe, I'historique de TDF et le nombre de comorbidités non liées au VIH ont été

considérés comme facteurs de confusion a priori et ont été forcés dans les modéles.

Les variables d’ajustement ont été sélectionnées grace a une procédure de sélection
pas-a-pas descendante permettant de ne garder, dans un premier temps, que les variables
avec une p-value <0.25. De plus, tous les biomarqueurs immunitaires ont été testés
séparément dans les analyses univariables et seuls les marqueurs avec une p-value <0.05
ont été sélectionnés pour les analyses multivariables afin de remplacer les scores CIADIS

cellulaire et soluble pondérés.

5.1.2.2. Analyses multivariables

Dans un premier temps, nous avons réalisé des modéles multivariables pour chaque
critére de jugement en intégrant a la fois le score CIADIS cellulaire pondéré et le score
CIADIS soluble pondéré.

Ensuite, les scores CIADIS pondérés ont été remplacés, dans d’autres modéles
multivariables, par les biomarqueurs pris en compte individuellement, soit par ceux identifiés
par une association significative avec leur critere de jugement dans les analyses
univariables, soit par ceux qui présentaient la contribution la plus élevée a chaque score
(comme nous lavons vu dans le chapitre 4.2.2.1) ou encore par les marqueurs qui
pourraient éventuellement représenter une cible thérapeutique. Les marqueurs cellulaires
identifiés ont remplacé le score CIADIS cellulaire pondéré et les marqueurs solubles ont
remplacé le score CIADIS soluble dans les modeéles multivariables.

Par exemple, pour la présence de la multimorbidité a l'inclusion, ce sont les marqueurs
TNFRI et CD8+ DR qui ont été identifiés. Les modéles multivariables suivants, tous ajustés
sur les facteurs de confusion identifiés dans les analyses univariables, ont été réalisés :

- modéle 1 : score CIADIS cellulaire pondéré et score CIADIS soluble pondéré,
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- modéle 2: score CIADIS cellulaire pondéré et TNFR1,

- modéle 3: CD8+DR+ et score CIADIS soluble pondéré,

- modéle 4: CD8+DR+ et TNFR1,
Pour les modéles de la présence de la MRC, les scores CIADIS pondérés étaient remplacés
par le TNFR1 et I'lL-6.

Pour les autres comorbidités non liées au VIH, les scores CIADIS étaient remplacés par :

O

O

O

le TNFR1 pour le diabéte, les troubles dégénératifs du SNC et 'HTA,

I'lL-6 pour les cancers,

le TNFR1, les lymphocytes T CD4+DR et T CD4+CD57+CD28- pour les
maladies cardiovasculaires,

et le TNFR1, les lymphocytes T CD4+DR et T CD4+TN pour les dyslipidémies

biologiques.

Enfin, afin de nous comparer aux scores et variables déja utilisées dans la littérature

lorsque les comorbidités non liées au VIH ou la mortalité sont étudiées, pour chaque critére

de jugement, nous avons réalisé 3 modéles de régression logistique multivariables

supplémentaires, pour évaluer I'association entre ces critéeres de jugement et les scores

VACS, IRP et le ratio CD4/CD8 qui remplacaient tour a tour les scores CIADIS pondérés

dans les modéles ajustés.

5.1.2.3. Evaluation de la qualité des modeles : adéquation et discrimination

Afin d’évaluer I'apport des scores CIADIS pondérés ou des marqueurs immunologiques

pris en compte séparément par rapport aux scores connus de la littérature (VACS, IRP, ou

ratio CD4/CD8) sur tous les critéres de jugement précédemment définis, nous avons :

- vérifier 'adéquation des modeles, c’est-a-dire leur vraisemblance par rapport aux

données observées en calculant le critere d’Akaiké (AIC). Plus la valeur de 'AIC est

faible, meilleur est le modéle.

- vérifier la capacité discriminante de chaque modéle, c’est-a-dire savoir si celui-ci

sépare bien les sujets qui ont fait 'événement de ceux qui ne l'ont pas fait. La

discrimination des modéles a été évaluée par les courbes ROC. Ces courbes

mesurent la probabilité qu'un sujet tiré au sort parmi ceux ayant connu I'événement

ait un risque prédit par le modeéle plus élevé qu’un sujet tiré au sort parmi ceux

n’ayant pas connu I'événement. Plus l'aire sous la courbe ROC (AUC) est proche de
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1, meilleure est la discrimination. Une AUC égale a 0.5 traduit 'absence de

discrimination.
Les comparaisons des AIC et des AUC ont été réalisées entre les modéle finaux avec et

sans les différents scores et variables considérés (scores CIADIS pondérés, biomarqueurs
immunologiques, scores VACS et IRP, ratio CD4/CD8).

5.1.2.4. Analyses de sensibilité

Pour la présence de la multimorbidité

Comme cela a été vu dans l'introduction, le fait que les dyslipidémies et I'hypertension
soient définies comme des comorbidités a part entiere est discutable. En effet, ces deux
conditions pourraient plutdt étre apparentées a des facteurs de risque d’autres comorbidités
(comme les maladies cardiovasculaires). De plus, nous avons choisi de définir les troubles
dégénératifs du SNC dans la cohorte Aquitaine en utilisant seulement les codes CIM-10
sans prendre en compte d’éventuels marqueurs biologiques ou d’imagerie. C’est pourquoi,
nous avons également choisi de répéter les analyses statistiques précédentes mais en
excluant ces trois comorbidités non liées au VIH de la définition de la multimorbidité définie
par la présence d’au moins 2 comorbidités parmi DFGe <60 ml/min, diabete, éveénements
cardio-vasculaires et cancers (définies dans le chapitre 3.5).
Pour la présence de la MRC, plusieurs analyses de sensibilité ont été réalisées :

i) la variable d’ajustement « nombre de comorbidités non liées au VIH a l'inclusion »
a été remplacée dans le modéle multivariable, par chacune des comorbidités
séparément listées précédemment.

i) Le DFGe a également été calculé par I'équation de la « Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration » (CKD-EPI) et toutes les analyses précédemment
citées ont été répétées en utilisant cette nouvelle définition.

iii)) Une description des caractéristiques des patients a l'inclusion présentant une
maladie rénale précoce, définie par un DFGe<90 ml/min/1.73m? combiné avec un
ratio urine protéine-créatinine (uPCr) >30 mg/mmol, a été réalisée au moyen de
tests de Student ou Mann-Whitney pour les variables quantitatives, et de tests du

Chi-deux ou de Fisher exact pour les variables qualitatives.

Les analyses ont été réalisées avec le logiciel SAS® 9.4 (SAS Institute, Inc., Cary, NC).
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5.2. Résultats

5.2.1. Association avec la présence de multimorbidité

5.2.1.1. Comparaison des caractéristigues des patients en fonction de la
multimorbidité

Les caractéristiques des patients inclus dans cette analyse, décrites en fonction de la
présence de multimorbidité, se trouvent dans le tableau 7. Les patients présentant une
multimorbidité étaient plus &gés, plus fréquemment des hommes, présentaient plus souvent
un stade C de I'infection, étaient sous traitement antirétroviral depuis plus longtemps, avaient
moins fréquemment initi¢ un traitement ARV aprés 2010, le délai depuis le nadir des
lymphocytes T CD4+ étaient également significativement plus long comparés aux patients
présentant moins de 3 comorbidités non liées au VIH a l'inclusion (P<0.01). Les patients
avec une multimorbidité présentaient également plus fréquemment un diabéte, des maladies
cardiovasculaires, une dyslipidémie, un cancer et des troubles dégénératifs du SNC
(P<0.01). Aucune différence n’a été trouvée concernant le nombre de lymphocyte T CD4+,
les co-infections par le VHC ou le VHB, et la présence d’une sérologie positive au CMV entre

les patients présentant <3 ou 23 comorbidités.
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Tableau 7. Caractéristiques des 828 patients inclus dans la sous-étude CIADIS en fonction du nombre de comorbidités liées a I’dge a I'inclusion.

Analyses transversales

23 comorbidités

Caractéristiques Total <3 comorbidites ( = multimorbidité) p°
(N=828) (N=678) (N=150)
Sexe, n (%) <0.01
Hommes 622 (75) 488 (72) 134 (89)
Femmes 206 (25) 190 (28) 16 (11)
Age (années)* 51 (45; 57) 50 (44; 55) 57 (52; 65) <0.01
Mode de contamination, n (%) 0.33
HSH 359 (43) 286 (42) 73 (49)
Hétérosexuel 281 (34) 233 (34) 48 (32)
Consommation de drogues 115 (14) 100 (15) 15 (10)
Autres 73 (9) 59 (9) 14 (9)
Délai depuis la 1ére sérologie VIH+ (années)* 16 (10; 22) 18 (14; 22) 17 (11; 22) <0.01
Stades CDC, n (%) <0.01
A 417 (50) 369 (55) 48 (32)
B 224 (27) 178 (26) 46 (31)
C 187 (23) 131 (19) 56 (37)
Patients sous ARV, n (%) 0.07
2INTI+ 1IP/r 342 (42) 290 (43) 52 (35)
2INTI+ 1INNTI 256 (31) 214 (32) 42 (28)
Autres 225 (27) 169 (25) 56 (37)
Délai depuis la 1ére mise sous ARV (années)* 13 (8;16) 13 (8; 16) 15(12;17) <0.01
Date d’initiation du traitement avant 2010, n(%)
<2010 627 (93) 148 (99)
= 2010 46 (7) 2(1)
Délai depuis indétectabilité de la charge virale 5(2:9) 5(2:9) 6(3: 10) 0.04

(années)*
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Tableau 7. (Suite)

Analyses transversales

23 comorbidités

Caractéristiques Total <3 comorbidites ( = multimorbidité) p®
(N=828) (N=678) (N=150)

CMV, n(%) 599 (89) 491 (89) 108 (88) 0.72

Infection par le VHC, n(%) 187 (23) 159 (24) 28 (19) 0.19

Infection par le VHB, n(%) 58 (7) 46 (7) 12 (8) 0.63
Comorbidités non liées au VIH, n (%)

Diabete n(%) 109 (13) 25 (4) 84 (56) <0.01

Dyslipidémies, n(%) 354 (43) 216 (32) 138 (92) <0.01

Maladies cardio-vasculaires, n(%) 85 (10) 19 (3) 66 (44) <0.01

Hypertension, n(%) 374 (45) 233 (34) 141 (94) <0.01

Troubles dégénératifs du SNC, n(%) 25 (3) 15 (2) 10 (7) <0.01

Cancer SIDA et non-SIDA, n(%) 117 (14) 63 (9) 54 (36) <0.01

Nombre de CD4+ (cellules/mm3)* 579 (431; 760) 580 (438 ; 751) 539 (403 ; 780) 0.91

Nadir des CD4+ (cellules/mm3)* 203 (103 ; 303) 210 (111 ; 304) 185 (83 ; 277) 0.06

Délai depuis le nadir des CD4+ (années)* 8(5;15) 8(5;14) 12 (6; 16) <0.01

Score CIADIS cellulaire -0.1 (-1.5;1.6) -0.4 (-1.7;1.3) 0.9 (-0.5;2.5) <0.01

Score CIADIS soluble -0.1 (-1.2;1.2) -0.2 (-1.3;1.1) 0.3(-0.7;1.4) <0.01

VACS 18 (10 ; 28) 16 (6 ; 27) 23(12; 37) <0.01

IRP 2(1;4) 2(1;4) 3(2;5) <0.01

Ratio CD4+/CD8+ * 0.9(0.6;1.2) 0.9(0.6;1.2) 0.7 (0.5;1.1) 0.12

Lymphocytes T CD4+*

CD4+ DR+ (%) 14 (10;19) 13(10; 18) 15 (11;21) <0.01

CD4+CD57+CD28- (%) 3(1;7) 2(0;7) 4 (1;10) <0.01

CD4+TN (%) 40 (28;51) 41 (30; 52) 33 (22;47) <0.01

CD4+TEMRA (%) 1(0;4) 1(0;3) 2 (1;5) <0.01
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Tableau 7. (Suite et fin)

Analyses transversales

23 comorbidités

Caractéristiques Total <3 comorbidités ( = multimorbidité) P°
(N=828) (N=678) (N=150)
Lymphocytes T CD8*
CD8+ DR+ (%) 35 (26;47) 34 (25 ; 46) 39 (30;51) <0.01
CD8+CD57+CD28- (%) 27 (17;36) 26 (17 ; 35) 28 (20;37) 0.02
CD8+TN (%) 38 (29;48) 40 (30 ; 50) 33 (24;41) <0.01
CD8+TEMRA (%) 26 (16;36) 25 (15; 35) 30 (18;39) <0.01
Coagulation
D-Dimeres (ng/mL) 215 (144;320) 210 (142;307) 256 (160;379) <0.01
Lymphocytes B
BAFF BLYSS (pg/mL) 951 (749;1214) 944 (739;1202) 975 (779;1256) 0.15
Monocytes/macrophages
sCD163 (ng/mL) 451 (370;547) 446 (367;534) 483 (393;608) <0.01
sCD14 (ng/mL) 59 (40;112) 58 (39;109) 64 (48;133) 0.04
Neutrophiles
MPO (ng/mL) 31 (17;67) 31 (18;68) 31 (16;55) 0.52
Activation plaquettaire
sCD40L (pg/mL) 601 (306;1198) 632 (320;1218) 486 (292;966) <0.01
Cytokines pro-inflammatoires
CRP (ng/mL) 1753 (673;4857) 1598 (641;4587) 2218 (922;5491) 0.02
IL18 (pg/mL) 116 (61;177) 117 (58;175) 113 (70;193) 0.28
IP10 (pg/mL) 230 (148;367) 227 (148;362) 249 (151;373) 0.65
IL6 (pg/mL) 13 (9;20) 13 (8;19) 13 (9;21) 0.22
TNFR1 (pg/mL) 208 (142;288) 204 (138;273) 249 (166 ; 350) <0.01
CD54 (ng/mL) 39 (27;54) 38 (27;54) 39 (27;55) 0.73

Légende: * Les valeurs indiquées par I'astérisque sont les médianes (Q1Q3) sauf si indiqué autrement; § La sérologie CMV était disponible pour 675 patients. “Tests de
Student ou de Mann-Whitney pour les variables quantitatives / Test du Chi-deux ou de Fisher exact pour les variables qualitatives. HSH: Hommes ayant des rapports sexuels
avec des hommes. CDC: Centre de contrble des maladies, ARV: Antirétroviraux, CMV: cytomegalovirus, INTI : Inhibiteur nucléosidique de la transcriptase inverse, IP/r:
Inhibiteur de la protéase boosté par ritonavir, INNTI: Inhibiteur non-nucléosidique de la transcriptase inverse, SNC: systéme nerveux central.
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5.2.1.2. Association entre les scores CIADIS pondérés et la multimorbidité

Dans I'analyse univariable, des scores CIADIS cellulaire et soluble pondérés plus élevés
étaient significativement associés a la présence de la multimorbidité a linclusion. Pris en
compte individuellement, chaque marqueur cellulaire était associé a la multimorbidité
(p<0.05), alors que parmi les marqueurs solubles, seuls TNFR1 et sCD163 Ilui étaient
significativement associés (Annexe F, tableau 1).

Aprés ajustement sur I'age, le sexe, les stades CDC et la durée cumulée passée sous
ARV, le score pondéré CIADIS cellulaire restait significativement associé a la présence de la
multi-morbidité indépendamment du score pondéré CIADIS soluble (OR=1.3; IC 95% 1.0-
1.6; P<0.02) contrairement au score CIADIS soluble qui n’était pas associé a la multi-
morbidité a l'inclusion (OR=1.1; IC 95% 0.9-1.3; P=0.33].

TNFR1 restait significativement associé a la présence de la multi-morbidité indépendamment
du score pondéré CIADIS cellulaire (OR=1.3; IC 95% 1.1-1.6; P<0.01) y compris apres
ajustement sur le pourcentage de lymphocytes T CD8+DR (OR=1.3; IC 95% 1.1-1.6;
P<0.01)

Contrairement au score CIADIS cellulaire, les lymphocytes T CD8+DR+ ajustés sur le score
CIADIS soluble ou sur le TNFR1 n’étaient pas indépendamment associés a la multi-

morbidité (Figure 8).

5.2.1.3. Association entre les scores VACS, IRP et le ratio CD4/CD8 et la

multimorbidité

Aucun des scores VACS ou IRP, ni le ratio CD4/CD8 n’étaient associés a la multi-
morbidité a l'inclusion (OR=0.9 ; IC95% 0.6-1.3 ; p=0.90 et OR=1.0; IC95% 0.9-1.2 ; p=0.44
et OR=1.0; 1C95% 0.8-1.3 ; p=0.84, respectivement) (Figure 8).
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Scoare CIADIS cellulaire (/1 Ef) OR=1.3[1.0;1.6] p=0.02

Modéle 1 Score CIADIS soluble (/1 Et) — OR=1.1[09:1.3] p=0.33
Modele 2 S€ore CIADIS cellulaire (/1 Ef) —— OR=1.3[1.1;1.6] p=0.01
TNFR1 (11 Ef) — OR=1.3[1.1;1.6] p<0.01

Modéle 3 CD8+ DR (1 Et) [ OR=1.2[1.0:1.4] p=010
Score CIADIS soluble (/1 Et) T OR=1.1[0.9;1.3] p=0.42

Modéle 4 CD8+ DR (/1 Et) — OR=1.2[1.0;1.5] p=0.05

oaele

TNFR1 (/1 Et) — i OR=1.3[1.1;1.6] p<0.01

Modele 5 Ratio CD4/CD8 (/1 Et) —t ' OR=0.9[0.6;1.3] p=049
Modele 6 Score VACS (11 EY) — OR=1.0[0.9;1.3] p=0.90
Modéle 7 Score IRP (/1 Et) O OR=1.0[0.9;1.2] p=0.44

0 1 2

OR etIC 95%

Figure 8. Modéles de régression logistique multivariables* de I’association entre les marqueurs
immunologiques, les scores CIADIS et la multi-morbidité (N=828)

Légende: OR: Odds Ratio, p: p-value, Et : Ecart-type. TNFR1: Tumor necrosis factor receptor. IC 95% : Intervalle
de Confiance a 95%. *Tous les modéles sont ajustés sur I'age, Sexe, Stades CDC et durée cumulée passée sous
ARV. Tous les biomarqueurs ont été testés dans les analyses univariables mais seuls les biomarqueurs avec une
p-value <0.05 lors des analyses univariables ont été présentés ici.

5.2.1.4. Evaluation de la qualité des modeles

Concernant la discrimination des modeles, tous les modéles présentaient des AUC
environ égales a 0.80 ce qui traduit une assez bonne discrimination. En revanche, par
rapport au modeéle vide (modéle 0), aucun modéle ne présentait un AUC plus élevé. L’ajout
des scores CIADIS pondérés, des marqueurs immunologiques individuels ou des scores
VACS, IRP et ratio CD4/CD8, n’améliorait pas la capacit¢é du modéle a discriminer les

patients présentant une multimorbidité (Annexe F, Figures 1).
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5.2.1.5. Analyses de sensibilité

Aprés avoir exclu les dyslipidémies, I'hypertension et les troubles dégénératifs du SNC
de la définition de « multimorbidité », les résultats sont similaires a ceux de l'analyse
principale (Annexe F, Tableau 2) dans les analyses ajustées :

La présence de la multi-morbidité (>=2 comorbidités parmi DFGe <60 ml/min, diabéte,
événements cardio-vasculaires et cancers) restait :
- significativement associée :
v'au score cellulaire a indépendamment du score soluble,
v'au TNFR1 de maniére indépendante,
- ni le score soluble, le ratio CD4/CD8, le VACS ou encore I''RP ne sont
associés a cette multimorbidité.
Contrairement a notre analyse principale, les CD8+DR sont associés a la multimorbidité

indépendamment du score soluble ou du TNFR1.
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5.2.2. Association avec la MRC

5.2.2.1. Comparaison des caractéristiques des patients en fonction la présence
de la MRC

Parmi les 1010 patients inclus dans la sous-étude CIADIS; 756 (75%) avaient des

mesures de marqueurs cellulaires et solubles, et une mesure de DFGe disponibles a
l'inclusion, et n’avaient jamais été exposés au Cobicistat (Annexe F, Figure 2).
Les caractéristiques des 756 patients a l'inclusion étaient similaires a celle de la population
globale (N=828) (Tableau 8). Les traitements antirétroviraux contenant du TDF étaient
prescrits pour 67% des patients (traitement en cours au moment de I'inclusion dans CIADIS),
17% avait ultérieurement recu du TDF et 16% n’y avait jamais été exposé. Le DFGe médian
était de 100 mL/min/1.73 m? (Q1Q3: 84-117 mL/min/1.73 m?) et 4% des patients avaient une
mesure de DFGe confirmée a l'inclusion <60 (n=29).

Les patients avec un DFGe<60 étaient plus agés, plus fréquemment des hommes,

présentaient plus souvent un stade C de l'infection et avaient un nadir des CD4+ plus faible a
linclusion (Tableau 8) comparé aux patients avec un DFGe 260 a l'inclusion. lIs étaient
moins fréquemment traités par TDF a linclusion et tendaient a étre plus fréquemment co-
infectés par le VHB. Aucune différence n’a été trouvé concernant le nombre de lymphocyte T
CD4+, le ratio CD4/CD8 ou encore la co-infections par le VHC entre les patients présentant
un DFGe<60 comparé a ceux avec un DFGe =60.
Les proportions de diabéte (35% vs 13%), dyslipidémies (62% vs 36%) et événements
cardiovasculaires (28% vs 10%) étaient plus élevées chez les patients ayant un DFGe <60
comparé a ceux présentant un DFGe 260. Les patients avec un DFGe <60 étaient
également plus susceptibles de présenter au moins 2 comorbidités non liees au VIH autre
que la MRC (59% vs. 30%, p<0.01).
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Tableau 8. Caractéristiques des 756 patients inclus dans la sous-étude CIADIS avec une mesure de DFGe disponible en fonction du DFGe a
I'inclusion.

c téristi Total DFGe260 DFGe<60 (MRC) po
aractéristiques (N=756) (N=727) (N=29)
Sexe, n (%) 0.01
Hommes 571 (76) 555 (76) 16 (55)
Femmes 185 (24) 172 (24) 13 (45)
Age (années)* 51 (45; 57) 51 (45; 57) 53 (51; 66) <0.01
Mode de contamination, n (%) 0.37
HSH 323 (43) 314 (43) 9 (31)
Hétérosexuel 256 (34) 242 (33) 14 (48)
Consommation de drogues 109 (14) 106 (15) 3 (10)
Autres 68 (9) 65 (9) 3(10)
Délai depuis la 1ére sérologie VIH+ (années)* 17 (11; 22) 17 (11; 22) 17 (12; 23) 0.58
Stades CDC, n (%) 0.05
A 376 (50) 365 (50) 11 (38)
B 207 (27) 201 (28) 6 (21)
C 173 (23) 161 (22) 12 (41)
Patients sous ARV, n (%) 0.07
2INTI+ 1IP/r 311 (41) 298 (41) 13 (45)
2INTI+ 1INNTI 239 (32) 235 (33) 4 (14)
Autres 203 (27) 193 (26) 12 (41)
Délai depuis la 1ére mise sous ARV (années)* 14 (8;17) 14 (8 ; 16) 16 (9;17) 0.47
Utilisation du Ténofovir avant ou a I'inclusion,
<0.01
n(%)
Jamais utilisé 122 (16) 115 (16) 7 (24)
Utilisation antérieure a l'inclusion 125 (17) 115 (16) 10 (35)
Utilisation en cours 509 (67) 497 (68) 12 (41)
Délai depuis indétectabilité de la charge virale 6(2:9) 6(2:9) 7(3:9) 0.90

(années)*
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Caractéristiques Total DFGe260 DFGe<60 (MRC) pb
(N=756) (N=727) (N=29)
Nadir des CD4+ (cellules/mm3)* 203 (97 ; 298) 204 (100 ; 298) 130 (59 ; 216) 0.05
Délai depuis le nadir des CD4+ (années)* 9(5;15) 9(5;15) 10 (6 ; 16) 0.41
Nombre de CD4+ (cellules/mm3)* 574 (434; 757) 579 (435 ; 759) 526 (389 ; 733) 0.43
Ratio CD4'/CD8" * 0.9(0.6;1.2) 0.9(0.6;1.2) 0.8(0.4;1.4) 0.60
DFGe (en mL/min/1.73 m?), n* 100 (84; 117) 101 (87;117) 53 (45; 56) <0.01
CMV, n(%) 542 (89) 520 (89) 22 (88) 0.27
Infection par le VHC, n(%) 177 (24) 168 (23) 9 (33) 0.23
Infection par le VHB, n(%) 56 (8) 51 (7) 5(18) 0.05
Diabéte n(%) 106 (14) 96 (13) 10 (35) <0.01
Dyslipidémies, n(%) 281 (37) 263 (36) 18 (62) <0.01
Maladies cardio-vasculaires, n(%) 81 (11) 73 (10) 8 (28) <0.01
Hypertension, n(%) 265 (37) 254 (37) 11 (42) 0.58
Troubles dégénératifs du SNC, n(%) 21 (3) 21 (3) 0 (0) 1
Cancer SIDA et non-SIDA, n(%) 105 (14) 97 (13) 8 (28) 0.05
Nombre de comorbidités liées a I’age, n(%) <0.01
<2 519 (69) 507 (70) 12 (41)
22 237 (31) 220 (30) 17 (59)
Score CIADIS cellulaire pondéré -0.03 (-1.49;1.55) -0.11 (-1.52;1.48) 1.10 (-0.41;2.55) 0.03
Score CIADIS soluble pondéré -0.08 (-1.19;1.18) -0.11 (-1.24;1.13) 1.15 (-0.16;2.08) <0.01
Lymphocytes T CD4+ *
CD4+ DR+ (%) 14 (10;19) 14 (10 ; 18) 15 (12;22) 0.04
CD4+CD57+CD28- (%) 3(1;7) 3(1;7) 4 (1;10) 0.22
CD4+TN (%) 40 (28;51) 40 (29 ; 51) 34 (22;46) 0.06
CD4+TEMRA (%) 1(0;4) 1(0;4) 1(1;3) 0.44
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Caractéristiques Total DFGe260 DFGe<60 (MRC) pb
(N=756) (N=727) (N=29)
Lymphocytes T CD8+ *
CD8+ DR+ (%) 35 (26;47) 35 (26 ; 47) 40 (30;51) 0.11
CD8+CD57+CD28- (%) 27 (17;36) 27 (17 ; 36) 28 (20;40) 0.27
CD8+TN (%) 38 (29;48) 38 (29 ; 48) 31 (23;46) 0.07
CD8+TEMRA (%) 26 (16;36) 26 (17 ; 36) 21 (15;42) 0.89
Coagulation
D-Dimeres (ng/mL) 216 (147;321) 214 (145;318) 293 (191;462) 0.01
Lymphocytes B
BAFF BLYSS (pg/mL) 953 (749;1216) 947 (745;1215) 1043 (856;1216) 0.11
Monocytes/macrophages
sCD163 (ng/mL) 453 (371;550) 452 (370;549) 495 (404;556) 0.22
sCD14 (ng/mL) 59 (40;115) 59 (40;115) 57 (50;114) 0.49
Neutrophiles
MPO (ng/mL) 31 (17;67) 31 (17;67) 46 (18;80) 0.37
Activation plaquettaire
SCD40L (en pg/mL) 621 (320;1213) 616 (320;1182) 622 (385;1446) 0.47
Cytokines pro-inflammatoires
CRP (en ng/mL) 1753 (689;4742) 1721 (689;4697) 1971 (965;6057) 0.45
IL18 (en pg/mL) 117 (61;177) 116 (59;176) 152 (91;211) 0.16
IP10 (en pg/mL) 226 (145;362) 226 (145;361) 296 (183;504) 0.09
IL6 (en pg/mL) 13 (9;20) 13 (9;19) 15 (9;22) 0.26
TNFR1 (en pg/mL) 210 (144;290) 205 (141;281) 377 (302;581) <0.01
sCD54 (en ng/mL) 38 (27;54) 38 (27;54) 39 (27;51) 0.92

Légende: * Les valeurs indiquées par I'astérisque sont les médianes (Q1Q3) sauf si indiqué autrement; § La sérologie CMV était disponible pour 652 patients. “Tests de
Student ou de Mann-Whitney pour les variables quantitatives / Test du Chi-deux ou de Fisher exact pour les variables qualitatives. MRC : Maladie Rénale Chronique. HSH:
Hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes. CDC: Centre de contréle des maladies, ARV: Antirétroviraux, CMV: cytomegalovirus, INTI : Inhibiteur nucléosidique de
la transcriptase inverse, IP/r: Inhibiteur de la protéase boosté par ritonavir, INNTI: Inhibiteur non-nucléosidique de la transcriptase inverse, DFGe: Débit de Filtration
Glomérulaire estimé, SNC: systéme nerveux central, TN: T naive; TEMRA: terminally differentiated T cellules; BAFF: B-cell activating factor; MPO: Myeloperoxidase; CRP: C-
reactive protein; sCD40L sCD40 ligand, IL: Interleukin; IP10: Interferon gamma-induced protein 10; TNFR1: Tumor necrosis factor receptor.
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5.2.2.2. Association entre les scores CIADIS pondérés et la MRC

Dans l'analyse univariable, les scores CIADIS soluble et cellulaire pondérés plus élevés
étaient significativement associés a la MRC (OR=1.4; IC 95%1.2-1.8; P<0.01 et OR=1.2; IC
95%1.0-1.5; P=0.05, respectivement). Le diabéte, les dyslipidémies, les événements cardio-
vasculaires, les cancers et la présence d’au moins 2 comorbidités non liées au VIH autre que
la MRC étaient significativement associés a la MRC. L’hypertension n’était pas associée a la
MRC. Pris en compte individuellement, les seuls marqueurs cellulaires associés a la MRC
étaient les lymphocytes T CD4+DR+ et CD8+ DR+ (p<0.01 et p=0.04, respectivement).
Parmi les marqueurs solubles, TNFR1 et IL-6 étaient trés fortement associés a la MRC
(OR=3.0; IC 95%2.2-4.1; P<0.01 et OR=3.5; IC 95%1.1-11.2; P=0.04, respectivement)
(Annexe F, tableau 3).

Aprés ajustement sur I'age, le sexe, I'utilisation du TDF et la présence d’au moins 2
comorbidités non liées au VIH, le score CIADIS soluble pondéré restait significativement
associé a la MRC indépendamment du score CIADIS cellulaire pondéré (OR=1.4; IC
95%1.1-1.8; P<0.01). Le score CIADIS cellulaire pondéré tendait a étre associé avec la MRC
dans les analyses ajustées (OR=1.2; IC 95%1.0-1.5; P=0.06). Le TNFR1 était également
trées fortement associé a la MRC (OR=3.3; IC 95%2.3-4.8; P<0.01) indépendamment du
score CIADIS cellulaire pondéré. De fagon intéressante, lorsque le score CIADIS soluble
pondéré était remplacé par le TNFR1, le score CIADIS cellulaire pondéré devenait
significativement associé a la MRC indépendamment du TNFR1 (OR=1.3; IC 95%1.0-1.6;
P=0.02). En revanche, aucune association ajustée n’a été trouvée entre I'lL-6 et la MRC
(Tableau 9).

5.1.1.1. Association entre les scores VACS, IRP et le ratio CD4/CD8, et la
MRC

Seul le score VACS était associé significativement a la MRC dans les analyses ajustées
(OR=1.1; IC 95%1.0-1.2; P<0.01). Ni le score IRP, ni le ratio CD4/CD8 n’étaient associés a
la MRC a l'inclusion (Tableau 9).

5.1.1.2. Evaluation de la qualité des modéles

Le modéle intégrant le score CIADIS cellulaire pondéré et le TNFR1 avait un AUC égal a
0.90 suggérant une trés bonne discrimination du modéle. Comparé au modéle intégrant

seulement les variables d’ajustement dont ’AUC était égal a 0.78, seul le modéle présentant
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TNFR1 et le score CIADIS cellulaire pondéré semblaient améliorer fortement la capacité du

modéle a discriminer les patients présentant une MRC (Tableau 9).

5.1.1.3. Analyses de sensibilité

Que ce soit aprés ajustement des modéles multivariables précédents sur les
comorbidités non liées au VIH spécifiques prises en compte individuellement a la place du
nombre total de comorbidités (Annexe F, Figure 3), ou lorsque la formule CKD-EPI a été
utilisé pour calculer le DFGe (Annexe F, Tableau 4), des résultats similaires ont été obtenus,
a savoir qu’un score CIADIS soluble pondéré était significativement associé a la MRC
indépendamment du score CIADIS cellulaire pondéré. Ce qui était également le cas pour le
TNFR1.

Des analyses complémentaires ont été réalisées afin de décrire la maladie rénale précoce
chez les patients VIH traités avec une charge virale indétectable. Parmi 311 patients avec un
DFGe et un uPCR disponibles, 205 patients avaient un eGFR 290. 9% d’entre eux
présentaient une dysfonction rénale précoce. Leurs principales caractéristiques sont
présentées dans le tableau 5 de I'’Annexe F. Les patients avec un uPCR>30 mg/mmol et un
DFGe 290 étaient plus agés (55 vs. 49 ans, p=0.04) comparé aux patients avec un uPCR<30
mg/mmol and DFGe =90. Les comorbidités, les variables immunologiques et les autres
caractéristiques n’étaient pas différentes entre les patients ayant un uPCR<30 ou uPCR>30
quand ils avaient un DFGe 290. La médiane du score CIADIS soluble était plus élevée dans
le groupe présentant une maladie rénale précoce (0.77 [IQR -0.2 — 1.2] vs -0.3 [IQR -1.3 —
0.9], p=0.03) mais le score CIADIS cellulaire n’était pas différent entre les deux groupes

(Annexe F, figure 4).
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Tableau 9. Association entre les scores CIADIS pondérés et la Maladie rénale chronique (DFGe <60 vs. DFGe2 60 confirmés) évaluée par des
modeéle de régression logistiques multivariables

Modéle 1* Modéle 2* Modéle 3* Modéle 4* Modéle 5* Modéle 6*
Variabl AUC=0.80 AUC=0.90 AUC=0.80 AUC=0.78 AUC=0.84 AUC=0.77
arlables OR o OR o OR o OR o OR o OR o
[IC 95%] [IC 95%] [IC 95%] [IC 95%] [IC 95%] [IC 95%]
. - 1.2 1.3 1.2
Score CIADIS cellulaire pondéré (/Et) [1.0-1.5] 0.06 [1.0:16] .02 [1.0:15] 0.09
Score CIADIS soluble pondéré (/Et) 1 1: 8] <0.01
TNFR1 (/Et) 3.3 <0.01
[2.3;4.8] -
1.2
IL-6 (/Et) [1.0:14] 0.11
. 1.0 0.92
< .>=
Ratio CD4/CD8 (<1 vs. >=1) 05:2.4]
1.1 <0.01
Score VACS (/Et) [1.0-1.2]
1.0 0.84
Score IRP (/Et) [0.8-1.3]
A i . , 1.3 1.0 0.94 1.4 0.12 1.5 0.04 0.9 0.62 1.6 0.04
Age allinclusion (/10 années) [0.9-2.0] 0.19 [0.6-1.6] [0.9-2.1] [1.0-2.3] [0.6-1.4] [1.0-2.4]
Sexe (Femmes vs. Hommes) 5.5 <0.01 7.4 <0.01 4.9 <0.01 3.9 <0.01 3.0 0.02 3.3 0.01
) [2.3-13.3] - [2.8-20.1] [2.1-11.5] [1.7-8.8] [1.2-7.2] [1.3-8.2]
Utilisation du Ténofovir avant ou a 015 0.1 0.09 0.1 0.19 0.05
I'inclusion (ref= jamais utilisé) '
Utilisation antérieure a l'inclusion 11 17 13 1.2 18 18
[0.4-3.3] [0.5-6.1] [0.5-3.8] [0.4-3.5] [0.6-5.5] [0.6-5.8]
Utilisation en cours 0.5 0.6 0.5 0.5 0.7 0.6
[0.2-1.3] [0.2-2.0] [0.2-1.4] [0.2-1.3] [0.2-2.2] [0.2-1.8]
Nombre de comorbidités liées a I’dge a 2.6 0.04 27 0.06 25 0.04 26 0.03 3.0 0.02 2.2 0.09
Pinclusion (22 vs. <2) [1.1-6.5] — [1.0-7.4] [1.0-5.9] [1.1-6.3] [1.2-7.8] [0.9-5.6]

Légende: OR: Odds ratio; IC 95% :

Intervalle de Confiance a 95%. /u: par unité. AUC : Aire sous la courbe ROC. Plus l'aire sous la courbe ROC (AUC) est proche de 1, meilleure est la
discrimination. * Tous les modéles sont ajustés sur I'age, le sexe, I'utilisation du TDF et la présence d’au moins 2 comorbidités liées a I'age a I'inclusion.
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5.1.2. Associations avec les autres comorbidités non liées au VIH

5.1.2.1. Association entre les scores CIADIS pondérés et les autres
comorbidités non liées au VIH

Les analyses ajustées ont également permis d’étudier chaque comorbidité séparément
comme critére de jugement a la place de la multimorbidité (Figures 9).
Concernant les événements cardio-vasculaires, une association a été mise en évidence
avec un profil inflammatoire et d’activation/sénescence sur les CD4+ : le score CIADIS
soluble et le TNFR1 étaient associés avec les maladies cardiovasculaires qu’ils soient
ajustés sur le score CIADIS cellulaire pondéré (OR=1.4; IC 95%1.1-1.8; P<0.01 et OR=1.3;
IC 95% 1.0-1.6; P=0.02, respectivement) ou sur les marqueurs d’activation et de sénescence
exprimés sur les lymphocytes T CD4+ (OR=1.3; IC 95%1.1-1.7; P=0.02 et OR=1.2; IC 95%
1.0-1.5; P=0.03, respectivement). Les marqueurs cellulaires CD4+DR et CD4+CD57+CD28-
étaient également associés aux maladies cardiovasculaires indépendamment du TNFR1
(OR=1.4; IC 95%1.1-1.8; P=0.02 et OR=0.7; IC 95% 0.5-0.9; P<0.01, respectivement)
contrairement au score CIADIS cellulaire pondéré (Figures 9A).
Concernant les dyslipidémies biologiques, une association a été mise en évidence avec
I'activation des cellules T CD4+ et les CD4+TN indépendamment du score CIADIS soluble
(OR=0.7; IC 95% 0.6-0.9; P<0.01 et OR=0.7; IC 95% 0.6-0.9; P<0.01, respectivement) et
indépendamment du TNFR1 (OR=0.7; IC 95% 0.6-0.9; P<0.01 et OR=0.8; IC 95% 0.6-0.9;
P<0.01, respectivement) (Figures 9B).
Concernant le diabéte, seuls des niveaux plus élevés de TNFR1 étaient significativement
associés avec cette comorbidité (OR=1.3; IC 95% 1.0-1.5; P=0.03)(Figures 9A).
Concernant I’hypertension, les cancers et les troubles dégénératifs du SNC, aucune
association n'a été trouvée ni avec les scores CIADIS pondérés, ni avec aucun autre

marqueur cellulaire ou soluble pris en compte séparément.
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Figure 9. Modéles de régression logistique multivariables de I’association entre les marqueurs
immunologiques, les scores CIADIS et les comorbidités non liées au VIH séparément (N=828)

Figure 9A. Diabete, maladies cardiovasculaires et troubles dégénératifs du SNC

Diabétes Maladies cardiovasculaires Troubles dégénératifs du SNC
tN=199) (N=85) (N=24)
Modale 1 Score CIADIS cellulaire (/1 Ef) —_ —— . —
ocele Score CIADIS soluble (/1 Ef) i — R
Modale 2 Score CIADIS cellulaire (/1 Et) ——— —
pree TNFR1 (1 Ef) IR [ g o :
Modale 3 Score CIADIS cellulaire (11 Et)
L6 (1E)
CD4+DR (M1 Et) I
Modéle 4 CD4+ CD57+CD28- (1 EY) —
Score CIADIS soluble (1 Ef) e
CD4+DR  (/1Et) —t
Modeéle 5 CD4+ CD57+ CD28- (/1 Et) + i
TNFR1 (11 Et) 1
CD4+DR (1 EY)
Modéle 6 CD4+TN (1 Et)
Soluble-CIADIS score (/1 Et)
CD4+DR  (MED)
Modeéle 7 CD4+TN (M EY)
TNFR1 (11EY)
Modele 8 Ratio CD4/CD8 (/1 Ef) — : i .
Modele 9 Score VACS (/1 Ety —— b | '
Modgle 10 Score IRP (/1 Ef) —H —— =+
0 1 2 0 1 2 0 y 2
OR et IC 95% OR etIC 95% OR et IC 95%

Légende: OR: Odds Ratio, p: p-value, Et: écart-type. IC 95% : Intervalle de Confiance a 95%. Pour le diabete,
les maladies cardio-vasculaires, les cancers et I'HTA, tous les modéles sont ajustés sur I'age, Sexe, Stades CDC
et la présence d’au moins 2 comorbidités liées a I'age a l'inclusion. Pour les troubles neurodégénératifs du SNC,
tous les modéles sont ajustés sur 'dge, Sexe, Stades CDC et linfection par le VHC. Pour les dyslipidémies
biologiques, tous les modéles sont ajustés sur 'dge, Sexe, Stades CDC, la durée cumulée sous ARV et I'infection
par le VHC. Un OR >1 représente un risque plus élevé d’avoir la comorbidité au moment de l'inclusion pour des
valeurs plus élevées de la variable d'intérét alors qu'un OR <0 représente un risque plus élevé d’avoir la
comorbidité au moment de [linclusion pour des valeurs plus élevées de cette méme variables.
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Figure 9. (Suite et fin)

Figure 9B : Cancers, HTA et dyslipidémies biologiques

Cancers HTA Dyslipidémies
(N=116) (N=282) (N=297)
Modale 1 Score CIADIS cellulaire (/1 Et) = N —
ocele Score CIADIS soluble (/1 Ef) b - -
Modsle 2 Score CIADIS cellulaire (11 Et) i —
odele TNFR1 (1 Et) -+ ——
N Score CIADIS cellulaire (/1 Et) t —
Modéle 3
L6 (1Et) N
CD4+DR (11 Ef)
Modéle 4 CD4+ CD37+CD28- (M EY)
Score CIADIS soluble (/1 Et)
CD4+DR (1 Et)
Modele 5 CD4+ CD57+CD28- (/1 Ef)
TNFR1 (1 Et)
CD4+DR (1M1 Ef) =
Modgle 6 CD4+TN (1M Et) ——
Soluble-CIADIS score (/1 Et) [
——
CD4+DR (1 Ef)
Modele 7 CD4+TN  (1Et) L
TNFR1  (MEf)
Modgle 8 Ratio CD4/CD8 (/1 Et) —t— ey ¥
Modéle 9 Score VACS (1 Et) { + P
Modéle 10 Score IRP (/1 Ef) = - s
0 1 2 0 1 2 0 1 2
OR et IC 95% OR etIC 95% OR etlIC 95%

Légende: OR: Odds Ratio, p: p-value, Et: écart-type. IC 95% : Intervalle de Confiance a 95%. Pour le diabete,
les maladies cardio-vasculaires, les cancers et I'HTA, tous les modéles sont ajustés sur I'age, Sexe, Stades CDC
et la présence d’au moins 2 comorbidités liées a I'age a l'inclusion. Pour les troubles neurodégénératifs du SNC,
tous les modéles sont ajustés sur I'age, Sexe, Stades CDC et linfection par le VHC. Pour les dyslipidémies
biologiques, tous les modéles sont ajustés sur I'dge, Sexe, Stades CDC, la durée cumulée sous ARV et l'infection
par le VHC. Un OR >1 représente un risque plus élevé d’avoir la comorbidité au moment de I'inclusion pour des
valeurs plus élevées de la variable d'intérét alors qu'un OR <0 représente un risque plus élevé d’avoir la
comorbidité au moment de l'inclusion pour des valeurs plus élevées de cette méme variable.
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5.1.2.2. Association entre les scores VACS, IRP et le ratio CD4/CD8, et les

autres comorbidités non liées au VIH

Une association significative a été trouvée entre le diabéte et des niveaux plus élevés du
score VACS (OR=1.3; IC 95% 1.1-1.6; P=0.02). Aucune association n’a été trouvée avec le
score IRP ni avec le ratio CD4/CD8. Concernant les autres comorbidités non liées au VIH,
aucune association n’a été trouvée ni avec le ratio CD4/CD8, ni avec les scores VACS et
IRP (Figures 9A et 9B).

5.1.2.3. Evaluation de la qualité des modéles

Quelles que soient les comorbidités, tous les modeles présentaient une bonne
discrimination puisque les AUC se situaient entre 0.7 et 0.9. Cependant, par rapport aux
modéles avec les variables d’ajustement seulement (les modéles 0 pour chaque
comorbidité), aucune variable n'améliorait la capacité discriminatoire des modéles (Tableau

10 et Annexe F, figure 1).
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Tableau 10. Aires sous la courbe ROC (AUC) de chaque modéle de régression logistique multivariable (Figures 10) évaluant I’association entre
chaque comorbidité séparée et les marqueurs immunologiques.

Modéles de re.gre.ssmn logistique Diabéte !\naladles . o 'I"rOL!bIes Cancers HTA Dy.sllplc!emles
multivariables* cardiovasculaires dégénératifs du SNC biologiques

Modeéle 0 : variables d’ajustement seulement 0.81 0.79 0.68 0.86 0.76 0.74
Modéle 1 : Score CIADIS cellulaire et soluble 0.81 0.81 0.68 0.86 0.76 0.73
Modeéle 2 : Score CIADIS cellulaire et TNFR1 0.81 0.79 0.67 0.76 0.74
Modeéle 3 : Score CIADIS cellulaire et IL-6 0.86
Modeéle 4 : CD4+ DR, CD4+CD57+CD28- et 0.81
score CIADIS soluble |
Modeéle 5 : CD4+ DR, CD4+CD57+CD28- et 0.81
TNFR1 '
Modéle 6 : CD4+ DR, CD4+TN et score CIADIS 0.75
soluble .
Modéle 7 : CD4+ DR, CD4+TN et TNFR1 0.75
Modéle 8 : Ratio CD4/CD8 0.81 0.79 0.69 0.86 0.76 0.74
Modeéle 9 : Score VACS 0.80 0.81 0.71 0.86 0.76 0.74
Modeéle 10 : Score IRP 0.77 0.79 0.67 0.87 0.78 0.73

Légende: AUC : Aire sous la courbe ROC. HTA : Hypertension artérielle, SNC : Systéme nerveux central. Plus l'aire sous la courbe ROC (AUC) est proche de 1, meilleure est la discrimination.
Pour le diabéte, les maladies cardio-vasculaires, les cancers et 'HTA, tous les modeles sont ajustés sur I'dge, Sexe, Stades CDC et la présence d’au moins 2 comorbidités liées a I'age a l'inclusion.
Pour les troubles neurodégénératifs du SNC, tous les modéles sont ajustés sur I'age, Sexe, Stades CDC et I'infection par le VHC. Pour les dyslipidémies biologiques, tous les modéles sont ajustés
sur I'age, Sexe, Stades CDC, la durée cumulée sous ARV et I'infection par le VHC.
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6. Associations longitudinales entre les marqueurs
d’activation immunitaire, d’inflammation et d’immuno-
sénescence, et les comorbidités non liées au VIH

6.1. Méthodes

6.1.1. Critéres de jugement principaux

Les principaux critéres de jugement étaient :
- Le délai de survenue d’une nouvelle comorbidité non liée au VIH,
- Le délai de survenue d’une comorbidité non liée au VIH spécifique listées dans le
paragraphe 2.4, considérées séparément (hors MRC),
- Le délai de survenue du déces,
- Et le DFGe estimé par I'équation du MDRD a partir de l'inclusion dans CIADIS au

cours des 3 ans de suivi.

6.1.2. Stratégies d’analyse

Des modéles a risques proportionnels de Cox avec entrées retardées ont été

réalisés pour évaluer I'association entre les deux scores CIADIS pondérés et la survenue i)
d’'une nouvelle comorbidité non liée au VIH, ii) des autres comorbidités non liées au VIH
prises en compte séparément et iii) pour la mortalité. L’age a été choisi comme axe du
temps permettant un ajustement précis sur I'age, et étant cliniquement plus pertinent que la
date de mesure des biomarqueurs puisque cette date ne correspond pas a un événement

particulier dans le suivi du patient.

Des modéles linéaires mixtes ont été réalisés pour évaluer I'association entre les

scores CIADIS pondérés et I'évolution de DFGe afin de prendre en compte que le DFGe est
une variable quantitative, répétée au cours du temps. Des effets aléatoires ont été ajoutés a
la fois sur l'intercept et sur la pente afin de prendre en compte les variations intra-patients.
Une matrice de variance-covariance non structurée a été utilisée. L’adéquation des modéles
mixtes a été contrélée par la vérification graphique de I'hypothése d’homoscédasticité. Les
interactions entre les co-variables et la pente ont été introduit dans le modéle afin de tester

I'effet de ces co-variables sur I'évolution du DFGe.
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6.1.2.1.  Analyses univariables

Pour les différents critéres de jugement, une stratégie de sélection des variables
d’ajustement, similaire a celle décrite dans le paragraphe 5.1.2.1, a été utilisée. Les mémes
variables d’ajustement que celles décrites dans ce paragraphe ont été testées dans les
analyses univariables. De plus, tous les biomarqueurs immunitaires ont été testés
séparément dans les analyses univariables et seuls les marqueurs avec une p-value <0.05
ont été sélectionnés pour les analyses multivariables afin de remplacer les scores CIADIS

cellulaire et soluble pondérés.

6.1.2.2. Analyses multivariables

Dans un premier temps, que ce soit pour les modéles de Cox ou les modéles mixtes,
nous avons réalisé des modéles multivariables pour chaque critére de jugement en intégrant
a la fois le score CIADIS cellulaire pondéré et le score CIADIS soluble pondéré.

Ensuite, dans d’autres modéles multivariables, les scores CIADIS pondérés ont été
remplacés respectivement, dans les modéles multivariables, par les biomarqueurs
immunologiques identifiés par une association significative avec leur critere de jugement
dans les analyses univariables, par ceux qui présentaient la contribution la plus élevée a
chaque score (comme nous I'avons vu dans le chapitre 4.2.2 dans I’Annexe E, Tableau 4) ou
encore par ceux qui pourraient éventuellement étre une cible thérapeutique, a savoir :

- Pour la survenue d'une nouvelle comorbidité : les lymphocytes T CD8+DR+ et le

TNFR1,

- Pour I'évolution du DFGe : le TNFR1 et I'lL-6,

- Pour la survenue des autres comorbidités non liées au VIH :

o Diabéte, troubles dégénératifs du SNC, dyslipidémies biologiques et cancers :

le TNFR1,

o Maladies cardiovasculaireset HTA : le TNFR1 et les lymphocytes T

CD4+DR+
Pour la mortalité : le TNFR1, le BAFF-BLYSS et I'lL-6,

Afin dillustrer les estimations des trajectoires du DFGe issues des modéles linéaires
mixtes, nous les avons réalisé pour un profil spécifique de patients en fixant les valeurs des
variables intégrées dans le modéle. La médiane a été choisie pour les variables quantitatives
et la catégorie présentant la plus grande proportion a été choisie pour les variables

qualitatives. Nous avons décidé d’estimer les trajectoires du DFGe pour un homme agé de
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50 ans (qui est 'age médian chez les hommes dans notre population d’étude) ayant au
moins 2 comorbidités non liées au VIH additionnelles (autre que la MRC). Les figures sont
représentées pour chaque catégorie du TDF : jamais utilisé, utilisation en cours ou utilisation
antérieure. Les scores CIADIS pondérés cellulaire et soluble ont été chacun divisés en 3
catégories :

- Profil faible (= -2 pour chaque score pondére),

- profil neutre (0 pour chaque score),

- et profil élevé (= 2 pour chaque score)

Ces 3 catégories apparaissent sur chaque figure par un trait séparé.

Enfin, afin de nous comparer aux scores et variables déja utilisées dans la littérature
lorsque les comorbidités non liées au VIH ou la mortalité sont étudiées, pour chaque critéere
de jugement, nous avons réalisé 3 modéles de régression logistique multivariables
supplémentaires, pour évaluer I'association entre ces critéres et les scores VACS, IRP et le
ratio CD4/CD8 qui remplagaient tour a tour les scores CIADIS pondérés dans les modéles

ajustés.

6.1.2.3. Evaluation de la qualité des modeles : adéquation et discrimination

L’adéquation et la discrimination de chaque modéle ont été vérifiées de maniére similaire
a la stratégie décrite dans le paragraphe 5.1.2.3, en calculant 'AIC et TAUC de chaque
modéle et en comparant ces deux critéres entre les modéle finaux avec et sans les différents
scores et variables considérés (scores CIADIS pondérés, biomarqueurs immunologiques,
scores VACS et IRP, ratio CD4/CD8).

6.1.2.4. Analyses de sensibilité

Nous avons réalisé plusieurs analyses de sensibilité concernant la survenue d’une
nouvelle comorbidité non liée au VIH d’une part, et I'évolution du DFGe d’autre part.
Pour la survenue d’une nouvelle comorbidité

i) les dyslipidémies, HTA et troubles dégénératifs du SNC ont été exclus de la définition

de la survenue d’'une nouvelle comorbidité au cours des 3 ans de suivi
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Pour I’'évolution du DFGe

ii)

la variable d’ajustement « nombre de comorbidités non liées au VIH a l'inclusion »
a été remplacée par chacune des comorbidités séparément listées
précédemment

L’effet des scores CIADIS cellulaire et soluble pondérés sur le DFGe pourrait étre
plus important chez les patients avec une maladie rénale chronique avérée. Par
conséquent, nous avons effectué des modéles linéaires mixtes séparés pour les
patients avec une MRC a linclusion (DFGe < 60 mL/min/1.73m?) et pour ceux
dont le DFGe était supérieur a 60 mL/min/1.73m?. Nous avons regardé si I'effet
des scores CIADIS cellulaire et soluble sur I'évolution de la fonction rénale était
modifié par la valeur du DFGe a l'inclusion.

Le DFGe a également été calculé par I'équation de la « Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration » (CKD-EPI) et toutes les analyses précédemment

citées ont été répétées en utilisant cette nouvelle définition.
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6.2. Résultats

6.2.1. Association avec la survenue d’une nouvelle comorbidité, quelle

qu’elle soit

6.2.1.1. Association avec les scores CIADIS pondérés

Le suivi médian était de 3 ans (Q1Q3 1-4) dans cette étude. L'incidence d’une nouvelle

comorbidité liée a I'age était de 17 cas pour 100 personnes-années (PA) (IC 95% [15 - 18]).

Dans les analyses univariables (Annexe G, tableau 1) :

un score CIADIS cellulaire, des pourcentages de lymphocytes T CD4+DR+, CD8+
DR+ and CD8+ TEMRA plus élevés ainsi que des niveaux plus élevés de TNFR1
étaient significativement associés a un risque plus élevé de développer une nouvelle
comorbidité liée a 'age au cours des 3 ans de suivi (P<0.05).

Ni le score CIADIS soluble, ni aucun des marqueurs solubles étudiés étaient

associés a la survenue d’une nouvelle comorbidité liée a I'age.

Dans les analyses ajustées sur le sexe, le stade CDC, le nombre d’autres comorbidités liees

a I'age a l'inclusion et le nombre de lymphocytes T CD4+ a l'inclusion (Figure 10) :

un score CIADIS cellulaire plus élevé restait significativement associé a un risque
plus élevé de développer une nouvelle comorbidité indépendamment du score
CIADIS soluble (HR=2.2; IC 95% 1.6-3.1; P<0.01), du sexe, des stades de l'infection,
du nombre de comorbidités liées a I'age et du nombre de cellules T CD4+ a
linclusion. Des résultats similaires ont été trouvés aprés ajustement sur les niveaux
de TNFR1 (HR=2.3; IC 95% 1.6-3.2; P<0.01).

Des pourcentages plus élevés de lymphocytes T CD8+DR+ étaient significativement
associés a un risque plus élevé de développer une nouvelle comorbidité liée a 'age
indépendamment du score CIADIS soluble (HR=2.0; IC 95% 1.4-2.7; P<0.01) ou
indépendamment du TNFR1 (HR=2.1; IC 95% 1.5-2.8; P<0.01).

Ni le score CIADIS soluble ni le TNFR1, qui pourraient résumer le score CIADIS

soluble, n’étaient associés a la survenue d’une nouvelle comorbidité.
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6.2.1.2. Association avec les scores VACS, IRP et le ratio CD4/CD8

Un ratio CD4/CD8 plus faible (HR=0.6; IC 95% 0.4-0.7; P<0.01), un score VACS
(HR=1.3; IC 95% 1.1-1.5; P<0.01) ou un score IRP plus élevé (HR=1.1; IC 95% 1.0-1.2;
P<0.01) étaient associés a un risque plus élevé de développer une nouvelle comorbidité liée

a I'age (Figure 10).

Score CIADIS collai Moyen B — HR=1.4[1.0 - 1.8] 5<0.01
core e b—4——  HR=22[1.6-31]
Modéle 1
I = -
Score CIADIS soluble ~ MOYe" " HR=1.2[09-151 s
Elevé Pt HR=1.2[0.9 - 1.6]
— HR=1.4[1.0 - 1.8
Score CIADIS celluiaire  "10Ye" : 1 <001
Elevé [ t | HR=2.3[1.6-3.2]
Modeéle 2
=] -
TNFRA Moyen T HR=0.9 [0.7 - 1.2] 5=0.06
Elevé P HR=1.3[0.9 - 1.7]
M + | = -
CDS+ DR oyerj HR=1.4[1.0 - 1.9] p<0.01
Modele 3 Elevé T HR=2.0[1.4 - 2.7]
Moyen T HR=1.1 [0.8 - 1.5]
Score CIADIS soluble ; p=0.72
Eleve P HR=1.1 [0.8 - 1.6]
| HR=1.4[1.1-1.9
CD8+DR  Moven ' e
Eleve — HR=2.1[1.5 - 2.8]
Modéle 4
TNER1 Moyen ] HR=1.0[0.8 - 1.3] 5=0.06
Elevé t HR=1.3[1.0 - 1.8]
Modeéle 5 Ratio CD4/CD8 (/1 Et) ——+— HR=0.6 [0.4 - 0.7] p<0.01
Modele 6 Score VACS (/11 Et) - HR=1.3[1.1-1.5] p<0.01
Modéle 7 Score IRP (/1 Et) —H HR=1.1[1.0-1.2] p<0.01
0 1 2 4

HR etIC 95%

Figure 10. Hazard ratios (HR) et leur intervalle de confiance a 95% estimés par les modéles de
Cox a hasards proportionnels a entrées retardées pour I’association entre les scores CIADIS et
le risque de survenue d’une nouvelle comorbidité pendant 3 ans de suivi (N=828).

Légende: HR: Hazard Ratio, p: p-value, Et : Ecart-type. TNFR1: Tumor necrosis factor receptor. IC 95% :
Intervalle de Confiance a 95%. Tous les modéles sont ajustés sur I'Age, sexe, Stades CDC, nombre de
comorbidités liées a I'age a l'inclusion et le nombre de CD4+ a l'inclusion. Les deux scores CIADIS pondérés, le
TNFR1 et le CD8+DR ont été utilisés en tant que variables catégorielles dans les modeéles. Chacune de ces
variables a été catégorisée par leur intervalle inter-quartile : Score faible (< Q1), score medium (Q1-Q3) et score
élevé (>Q3). Pour chacune des variables catégorielles dans ces analyses, la catégorie de référence est celle du
« score faible ».
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6.2.1.3. Evaluation de la qualité des modeles

Tous les modéles présentaient des AUC environ égales a 0.80 ce qui traduit une assez
bonne discrimination. En revanche, par rapport au modéle vide (modéle 0), aucun modéle ne
présentait un AUC plus élevé. L’'ajout des scores CIADIS pondérés, des marqueurs
immunologiques individuels ou des scores VACS, IRP et ratio CD4/CD8, n’améliorait pas la
capacité du modeéle a discriminer les patients développant une nouvelle comorbidité
(Tableau 11).

Tableau 11. Aires sous la courbe ROC (AUC) non corrigées de chaque modéle de Cox
multivariables (Figure 11) évaluant 'association entre les marqueurs immunologiques et la
survenue d’une nouvelle comorbidité.

Modéles de Cox de la survenue d’une nouvelle

comorbidité* AUC
Modéle 0 : Variables d’ajustement seulement 0.79
Modéle 1 : Score CIADIS cellulaire et soluble 0.79
Modéle 2 : Score CIADIS cellulaire et TNFR1 0.80
Modeéle 3 : CD8+DR et score CIADIS soluble 0.79
Modéle 4 : CD8+ DR et TNFR1 0.80
Modéle 5 : Ratio CD4/CD8 0.79
Modéle 6 : Score VACS 0.79
Modéle 7 : Score IRP 0.80

Légende: AUC : Aire sous la courbe ROC. Plus I'aire sous la courbe ROC (AUC) est proche de 1, meilleure est
la discrimination. *Tous les modéles sont ajustés sur I'age, Sexe, Stades CDC et durée cumulée passée sous
ARV.
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6.2.1.4. Analyses de sensibilité

Enfin, aprés avoir exclu les dyslipidémies, I'hypertension et les troubles dégénératifs du

SNC de la définition de «la survenue d’une nouvelle comorbidité », contrairement a

'association avec la multimorbidité, les résultats se trouvaient étre inversés par rapport a

'analyse principale de I'association entre les deux scores CIADIS et la survenue d’'une

nouvelle comorbidité, a savoir que :

en univariable (Annexe G, Tableau 2), ni le score cellulaire ni aucun des marqueurs
cellulaires séparés n’étaient associés a la survenue d'une nouvelle comorbidité alors
que le score soluble I'était de facon indépendante. En plus du TNFR1 (que l'on
trouvait déja dans I'analyse précédente), le BAFF BLYSS était également associé a
la survenue d’'une nouvelle comorbidité.

en multivariable (Annexe G, Tableau 3), le score cellulaire n’était plus associé a la
survenue d'une nouvelle comorbidité qu'il soit ajusté sur le score soluble, le TNFR1
ou le BAFF BLYSS alors que des niveaux plus élevés du soluble représentés soit par
le score soluble, le TNFR1 ou le BAFF BLYSS, étaient eux, associés a un risque plus
élevé de développer une nouvelle comorbidité. |l n'y avait plus d'association entre le
VACS et I'IRP avec la survenue d’une nouvelle comorbidité.

En revanche, le résultat concernant le ratio CD4/CD8 persistait : un ratio CD4/CD8
plus faible était associé a un risque de survenue plus élevé de survenue d'une

nouvelle comorbidité.

6.2.2. Association avec la survenue d’une autre comorbidité spécifique

6.2.2.1. Association avec les scores CIADIS pondérés

Pour évaluer I'association entre les scores CIADIS pondérés et la survenue d’'une

comorbidité spécifique (hors MRC), nous avons effectué plusieurs types de modéles en

fonction de la comorbidité d’intérét, ajustés sur les facteurs de confusion suivant : age, sexe,

stades cliniques de linfection et la présence d’au moins 2 comorbidités liées a I'age a

linclusion pour le diabéte, les maladies cardio-vasculaire, les cancers et 'HTA ; sur I'age,

sexe, stades cliniques de l'infection et infection par le VHC pour les troubles dégénératifs du

SNC, et enfin sur age, sexe, stades cliniques de I'infection, durée cumulée sous ARV avant
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inclusion et présence de linfection VHC pour les dyslipidémies biologiques. En analysant le
délai jusqu’a la survenue d’une comorbidité spécifique, aucun des marqueurs soluble ou
cellulaire n’était associé a un risque de diabéte, de troubles dégénératifs du SNC, de cancer
ou encore d’hypertension dans les analyses ajustées (Figure 11).

Des pourcentages plus élevés de CD4+ DR+ étaient significativement associés a un risque
plus élevé de survenue des maladies cardiovasculaires (HR=2.9; IC 95% 1.1-7.9; P=0.02)
indépendamment du score CIADIS soluble pondéré.

Des niveaux plus élevés du score CIADIS cellulaire pondéré étaient significativement
associés a un risque plus élevé de survenue des dyslipidémies biologiques que le modéle
soit ajusté sur le score CIADIS soluble pondéré (HR=3.1; IC 95% 1.8-5.1; P<0.01) ou sur le
TNFR1 (HR=3.1; IC 95% 1.8-5.1; P<0.01).

6.2.2.2. Association avec les scores VACS, IRP et ratio CD4/CD8

Un score VACS plus élevé était associé a un risque plus élevé de survenue de I'HTA
(HR=1.6; IC 95% 1.2-2.1; P<0.01) (Figure 11).
Un score IRP plus élevé était associé a un risque plus élevé de survenue des dyslipidémies
biologiques (HR=1.2; IC 95% 1.1-1.3; P<0.01) (Figure 11).
Enfin, un ratio CD4/CD8 plus faible était associé a un risque plus élevé de survenue d’HTA
et de dyslipidémies (HR=0.5; IC 95% 0.3-0.8; P<0.01 et HR=0.6; IC 95% 0.4-0.9; P=0.02,

respectivement) (Figure 11).
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Figure 11. Analyses multivariables - Hazard ratios (HR) et leur intervalle de confiance a 95% estimés par les modéles de Cox a hasards proportionnels a entrées
retardées pour I’association entre les scores CIADIS et le risque de survenue d’une comorbidité non liée au VIH spécifique pendant 3 ans de suivi.
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Légende: HR: Hazard Ratio, Et : Ecart-type. IC 95% : Intervalle de Confiance a 95%. TNFR1: Tumor necrosis factor receptor. *Tous les modeéles sont ajustés sur I'dge, sexe, Stades CDC, nombre
de comorbidités liées a I'age a I'inclusion et le nombre de CD4+ a l'inclusion. Les deux scores CIADIS pondérés, le TNFR1 et le CD4+DR ont été utilisés en tant que variables catégorielles dans les
modéles. Chacune de ces variables a été catégorisée par leur intervalle inter-quartile : Score faible (< Q1), score medium (Q1-Q3) et score élevé (>Q3). Pour chacune des variables catégorielles

dans ces analyses, la catégorie de référence est celle du « score faible »
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6.1.1.1.  Evaluation de la qualité des modeles

Tous les modeéles présentaient des AUC environ égales a 0.80 ce qui traduit une assez
bonne discrimination. En revanche, par rapport au modéle vide (modéle 0), aucun modele ne
présentait un AUC plus élevé. L’ajout des scores CIADIS pondérés, des marqueurs
immunologiques individuels ou des scores VACS, IRP et ratio CD4/CD8, n’améliorait pas la
capacité du modeéle a discriminer les patients développant une nouvelle comorbidité
(Tableau 12).
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Tableau 12. Aires sous la courbe ROC (AUC) non corrigées de chaque modéle de Cox multivariables (Figure 12) évaluant I’association entre
chaque comorbidité séparée et les marqueurs immunologiques.

Maladies Troubles Dyslipidémies
Modéles multivariables* Diabéte . . dégénératifs du Cancers HTA y_ P .
cardiovasculaires SNC biologiques
Modeéle 0 : Variables d’ajustement 0.81 0.79 068 086 842 0.74
seulement
Modéle 1 : Score CIADIS cellulaire et 0.81 0.81 068 0.86 849 073
soluble
Modéle 2 : Score CIADIS cellulaire et
TNERA 0.79 0.67 849 0.74
Modéle 3 : CD4+DR et score CIADIS
842
soluble
Modéle 4 : Ratio CD4/CD8 0.81 0.79 0.69 0.86 834 0.74
Modéle 5 : Score IRP 0.77 0.79 0.67 0.87 654 0.73
Modeéle 6 : Score VACS 0.80 0.81 0.71 0.86 791 0.74

Légende: AUC : Aire sous la courbe ROC. HTA : Hypertension artérielle. Plus I'aire sous la courbe ROC (AUC) est proche de 1, meilleure est la discrimination. Pour le
diabete, les maladies cardio-vasculaires, les cancers et 'HTA, tous les modeles sont ajustés sur I'dge, Sexe, Stades CDC et la présence d’au moins 2 comorbidités liées a
I'age a linclusion. Pour les troubles neurodégénératifs du SNC, tous les modéles sont ajustés sur I'age, Sexe, Stades CDC et I'infection par le VHC. Pour les dyslipidémies
biologiques, tous les modéles sont ajustés sur I'dge, Sexe, Stades CDC, la durée cumulée sous ARV et I'infection par le VHC.
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6.1.2. Association avec I’évolution du DFGe

6.1.2.1. Association avec les scores CIADIS pondérés

Le nombre médian de mesures de DFGe par patient était de 8 (Q1Q3 7-10). La durée
médiane de suivi était de 3 ans (Q1Q3 2.5-3.3) et 14 patients sont décédés pendant le suivi.

Dans l'analyse non ajustée, il a été montré que le DFGe diminuait significativement de
3.1 mL/min/1.73 m? par an (IC 95% [-3.5; -2.7], p<0.01).

Ni le score CIADIS cellulaire ni le score CIADIS soluble n’étaient associés a I'évolution
du DFGe aprés ajustement (Tableau 13, figures 12a a 12i). Les figures 12a a 12i montrent
I'évolution du DFGe pour différents groupes des scores CIADIS pondérés pour un homme
agé de 50 ans (médiane d’age de la population) présentant au moins 2 comorbidités non
liees au VIH autre que la MRC en fonction de l'utilisation du TDF. Les figures 12a a 12c
confirment le fait que ni le score CIADIS cellulaire ni le score CIADIS soluble ne sont
associés a I'évolution de DFGe aprés ajustement.

Nous nous attendons a ce que I'évolution du DFGe soit plus rapide chez les patients
avec un DFGe confirmé a l'inclusion <60 (MRC), c’est pourquoi, nous avons réalisé des
analyses stratifiées en fonction du DFGe a I'inclusion.

Dans l'analyse univariable, I'évolution du DFGe n’était pas significative chez les patients
présentant une MRC a linclusion (-0.6 mL/min/1.73 m?year 95% CI: -2.9; 1.6 (p=0.57)).
Aprés ajustement, contrairement au score CIADIS cellulaire pondéré, le score CIADIS
soluble pondéré était significativement associé a une diminution plus marquée du DFGe (-
3.5 mL/min/1.73 m?/year 95% CI: -5.4; -1.5 (p<0.01)) chez les patients présentant une MRC
a linclusion (Tableau 13, figures 12g a 12i).

Chez les patients avec un DFGe 260 a l'inclusion, la diminution brute du DFGe était de 3.2
mL/min/1.73 m? par année (IC 95% [-3.6; -2.8], p<0.01). Aprés ajustement, aucune
association n’a été trouvée entre les deux scores CIADIS pondérés et I'évolution du DFGe

chez ces patients (Tableau 13, Figures 12d a 12f).

6.1.1.1. Association avec les scores VACS, IRP et ratio CD4/CD8

Les scores VACS, IRP, et le ratio CD4/CD8 n’étaient pas associés a I'évolution du DFGe
(Tableau 14).
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Tableau 13. Associations entre les scores CIADIS pondérés et I’évolution du DFGe pendant les 3 ans de suivi évaluées par des modéles mixtes
linéaires a effets aléatoires ajustés sur I'dge, le sexe, I'utilisation du TDF et la présence d’au moins 2 comorbidités non liées au VIH a I'inclusion.

Effet de la variable sur

Effet de la variable sur le DFGe a
I’évolution du DFGe (mL/min/1.73

Caractéristiques Pinclusion (mL/min/1.73 m? p o]
m?% an)*
[IC 95%]
[IC 95%]
Population totale (N=756)
Intercept 139.3[129.8 ; 148.8] <0.01
Temps (/années) -5.8[-8.2 ;- 3.4] <0.01
Score CIADIS cellulaire pondéré (/Et) -1.4[-3.1:0.3] 0.10 0.3[-0.1;0.7] 0.19
Score CIADIS soluble pondéré (/Et) 0.1[-1.4;1.5] 0.92 -0.1[-0.5; 0.2] 0.45
Age a I'inclusion (/10 années) -0.7 [-0.9 ; -0.5] <0.01 0.03 [-0.01 ; 0.07] 0.19
Sexe (Femmes vs. Hommes) 0.8[-3.1;4.7] 0.69 0.8[-0.2; 1.8] 0.12
Utilisation du Ténofovir avant ou a I'inclusion (ref= jamais
utilisé) <0.01 0.07
Utilisation antérieure a l'inclusion -8.4[-14.1;-2.8] 1.6[0.2; 3.0]
Utilisation en cours -5.8[-10.3;-1.4] 1.0[-0.1;2.1]
Nombre de comorbidités liées a I’age a I'inclusion (22 vs.
-3.6[-7.4;0.2] 0.06 -0.4[-1.3;0.6] 0.44

<2)

Légende : *un coefficient positif (négatif) associé a une co-variables indiques une évolution plus lente (plus rapide) du DFGe.
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Effet de la variable sur le DFGe a

Effet de la variable sur
I'évolution du DFGe (mL/min/1.73

Caractéristiques Pinclusion (mL/min/1.73 m? p P
m?% an)*
[IC 95%]
[IC 95%]
Chez les patients avec MRC (DFGe<60 confirmé) (N=29)
Intercept 64.4 [21.0; 107.8] <0.01
Temps (/années) 3.4[-12.6 ; 19.4] 0.66
Score CIADIS cellulaire pondéré (/Et) 1.7[-3.2; 6.6] 0.50 -0.3[-2.0 ; 1.4] 0.70
Score CIADIS soluble pondéré (/Et) -1.2[-6.7 ; 4.3] 0.67 -3.5[-5.4 ; -1.5] <0.01
Age a rinclusion (/10 années) -0.6 [-1.2;0.1] 0.07 0.002 [-0.23 ; 0.23] 0.99
Sexe (Femmes vs. Hommes) 11.4[0.3 ; 22.4] 0.04 -1.3[-5.0 ; 2.4] 0.50
Utilisation du Ténofovir avant ou a I'inclusion (ref= jamais
utilisé) 0.05 0.53
Utilisation antérieure a l'inclusion 21.8[4.3 ; 39.4] 2.6 [-8.8; 3.6]
Utilisation en cours 15.6 [-2.5 ; 33.7] -0.6[-7.0; 5.7]
Nombre de comorbidités liées a I’age a I'inclusion (22 vs.
-2.0[-14.3;10.3] 0.75 1.2[-2.6 ; 5.1] 0.53

<2)

Légende : *un coefficient positif (négatif) associé a une co-variables indiques une évolution plus lente (plus rapide) du DFGe.
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Effet de la variable sur le DFGe a

Effet de la variable sur
I'évolution du DFGe (mL/min/1.73

Caractéristiques Pinclusion (mL/min/1.73 m? p P
m?% an)*
[IC 95%]
[IC 95%]
Chez les patients avec DFGe260 (N=727)
Intercept 140.9 [131.9 ; 149.9] <0.01
Temps (/années) -6.1[-8.5;-3.7] <0.01
Score CIADIS cellulaire pondéré (/Et) -0.8[-2.5; 0.8] 0.31 0.2[-0.2 ; 0.6] 0.34
Score CIADIS soluble pondéré (/Et) 0.9[-0.5;2.2] 0.21 -0.1[-0.4 ; 0.3] 0.63
Age a I'inclusion (/10 années) -0.6 [-0.8;-0.5] <0.01 0.03 [-0.02 ; 0.07] 0.25
Sexe (Femmes vs. Hommes) 2.4 [-6.2;14] 0.69 1.110.1; 2.1] 0.03
Utilisation du Ténofovir avant ou a I'inclusion (ref= jamais
utilisé) <0.01 0.05
Utilisation antérieure a l'inclusion 9.9 [-15.3 ; -4.4] 1.8[0.4;3.2]
Utilisation en cours -8.1 [-12.4;-3.8] 1.0[-0.1; 2.1]
Nombre de comorbidités liées a I’age a I'inclusion (22 vs.
2.3 [5.9;1.3] 0.20 -0.5[-1.4; 0.5] 0.34

<2)

Légende : *un coefficient positif (négatif) associé a une co-variables indiques une évolution plus lente (plus rapide) du DFGe.
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Figure 12. Estimation des trajectoires de DFGe pour un profil spécifique de patients (Homme de 50 ans, présentant au moins 2 comorbidités liées a
I’age a l'inclusion dans CIADIS) en fonction du DFGe a I'inclusion et de I'utilisation de Ténofovir a I'inclusion.

Quelle que soit la valeur de DFGe a l’inclusion

a) Jamais utilisé de TDF b) Utilisation de TDF antérieure c) Utilisation de TDF en cours
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Légende: DFGe, Débit de Filtration Glomérulaire estimé. TDF, Tenofovir. Les lignes noires représentent les évolutions prédites par le modéle du DFGe pendant les 3 années
de suivi en fonction des groups définis par les valeurs des scores CIADIS cellulaire et soluble pondérés. Figures a, d et g : Patients n’ayant jamais utilisé de TDF. Figures b, e
et h : patients avec utilisation antérieure de TDF. Figures c, f et i : Patients avec TDF au moment de I'inclusion.
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Figure 12. (Suite)
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f) Utilisation de TDF en cours
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Légende: DFGe, Débit de Filtration Glomérulaire estimé. TDF, Tenofovir. Les lignes noires représentent les évolutions prédites par le modele du DFGe pendant les 3 années
de suivi en fonction des groups définis par les valeurs des scores CIADIS cellulaire et soluble pondérés. Figures a, d et g : Patients n’ayant jamais utilisé de TDF. Figures b, e
et h : patients avec utilisation antérieure de TDF. Figures c, f et i : Patients avec TDF au moment de I'inclusion.
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Figure 12. (Suite et fin)
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Légende: DFGe, Débit de Filtration Glomérulaire estimé. TDF, Tenofovir. Les lignes noires représentent les évolutions prédites par le modele du DFGe pendant les 3 années
de suivi en fonction des groups définis par les valeurs des scores CIADIS cellulaire et soluble pondérés. Figures a, d et g : Patients n’ayant jamais utilisé de TDF. Figures b, e
et h : patients avec utilisation antérieure de TDF. Figures c, f et i : Patients avec TDF au moment de I'inclusion.
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Tableau 14. Association entre le TNFR1, I'lL-6, le ratio CD4/CD8, le score VACS ou le score IRP, et I’évolution du DFGe pendant 3 ans évaluée par
des modéles mixtes linéaires a effets aléatoires ajustés sur I’age, le sexe, I'utilisation du TDF et la présence d’au moins 2 comorbidités non liées

au VIH a l’inclusion.

Caractéristiques

Effet de la variable sur

Effet de la variable sur le DFGe a Pévolution du DFGe (mL/min/1.73

Pinclusion (mL/min/1.73 m?

[IC 95%] [Tcz/ 935’%
Modéle 1 : Score CIADIS cellulaire pondéré et TNFR1

Intercept 139.3[129.8 ; 148.8] <0.01

Temps (/années) -5.8[-8.2 ;- 3.4] <0.01
Score CIADIS cellulaire pondéré (/u) -0.7[-1.6; 0.1] 0.10 0.1[-0.1;0.4] 0.19

TNR1 (/u) 0.1[-0.9;1.0] 0.92 -0.1[-0.3; 0.1] 0.45

Modeéle 2 : Score CIADIS cellulaire pondéré et IL-6

Intercept 64.4 [21.0; 107.8] <0.01

Temps (/années) 3.4[-12.6; 19.4] 0.66

Score CIADIS cellulaire pondéré (/u) -0.8[-1.6; 3.3] 0.50 -0.2[-1.0; 0.7] 0.71

IL-6 (/u) -0.8[-4.5;2.9] 0.67 -2.3[-3.6;-1.0] <0.01

Modéle 3 : Ratio CD4/CD8

Intercept 140.9 [131.9 ; 149.9] <0.01

Temps (/années) -6.1[-8.5;-3.7] <0.01
Ratio CD4/CD8 (<1 vs. >=1) -0.4[-1.2;0.4] 0.31 0.1[-0.1;0.3] 0.34
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Tableau 14. (Suite et fin)
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Caractéristiques

Effet de la variable sur le DFGe a
Pinclusion (mL/min/1.73 m?

Effet de la variable sur
I’'évolution du DFGe (mL/min/1.73

[IC 95%] [Tcz/ 9""5’%
Modéle 4 : Score VACS
Intercept 140.9 [131.9 ; 149.9] <0.01
Temps (/années) -6.1[-8.5;-3.7] <0.01
Score VACS (/u) -0.4[-1.2;0.4] 0.31 0.1[-0.1;0.3] 0.34
Modéle 1 : Score IRP
Intercept 140.9 [131.9 ; 149.9] <0.01
Temps (/années) -6.1[-8.5;-3.7] <0.01
Score IRP (/u) -0.4[-1.2;0.4] 0.31 0.1[-0.1;0.3] 0.34

Légende : *un coefficient positif (négatif) associé a une co-variables indiques une évolution plus lente (plus rapide) du DFGe.
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6.1.1.2. Evaluation des modeéles

Seul le modeéle avec le score IRP avait un AIC plus petit que lorsque cette variable n’était
pas présente (AIC=57899). Les modéles intégrant les autres variables avaient un AIC

similaire a celui du modéle avec les variables d’ajustement seulement (Tableaux 13 et 14).

6.1.1.3. Analyses de sensibilité

Aprés avoir remplacé la variable d’ajustement « Nombre de comorbidité a l'inclusion »
par chacune des comorbidités prises en compte séparément, pouvant étre des facteurs de
risque forts de la maladie rénale chronique, dans les modéles de I'évolution du DFGe, des
résultats similaires ont été trouvés sur la population totale (N=756) (Annexe G, Tableau 4).
En effet, ni le score CIADIS cellulaire pondéré ni le score CIADIS soluble pondéré ne sont

associés a I'évolution du DFGe aprés ajustement.

6.1.1. Association avec la mortalité

6.1.1.1. Association avec les scores CIADIS pondérés

Au total, 24 décés sont survenus pendant le suivi. Le taux de mortalité était de 0.8 pour
100 PA (IC 95% [0.5 - 1.2]).

Dans les analyses univariables (Annexe G, tableau 5), un score CIADIS soluble plus
élevé ainsi que des niveaux de TNFR1 et de BAFF/BLYSS plus élevés étaient
significativement associés a un risque plus élevé de mortalité toutes causes (P<0.01). Des
niveaux plus élevés d’lL-6 tendaient a étre associé a un risque plus élevé de mortalité
(P=0.05). Ni le score CIADIS cellulaire ni aucun des marqueurs cellulaires des lymphocytes
T incluant le CD8+DR+ n’étaient associé a la mortalité toutes causes.

Dans les analyses ajustées sur le sexe, le stade CDC, le nombre d’autres comorbidités
lices a I'age a linclusion et le nombre de lymphocytes T CD4+ a l'inclusion (Figure 13), des
niveaux plus élevés de TNFR1 et de BAFF/BLYSS étaient significativement associés a un
risque plus élevé de mortalité toutes causes (HR=1.6; IC 95% 1.2-2.1; P<0.01). Les scores
CIADIS cellulaire et solubles, les niveaux d’IL-6, n’étaient pas associés a la survenue du

déces.
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6.1.1.2. Association avec les scores VACS, IRP et ratio CD4/CD8

Les scores VACS, IRP, et le ratio CD4/CD8 n’étaient pas associés a la survenue du

déces (Figure 13).

Moyen F—— HR=0.8[0.3; 2.4]
i =0.46
Score CIADIS cellulaire Elevé ) L HR=0.4 [0.1 ; 1.8] p
Modéle 1
| : HR=3.9[0.5; 31.6
Sedie CIADIS solble  MOYe" : 1 o0s
Elevé - | HR=8.5[1.1;69.1]
Score CIADIS cellulaie  MOYen : HRDEREGEIT oo
Elevé +——+——— HR=0.4[0.1;1.9] :
Modéle 2
TNFR1 (1 EY) - HR=16[1.2;21] p<0.01
Score CIADIS celluaire  MOY°" e
Modele 3 Eleve T—+—— HR=0.6 [0.1 ; 2.6]
BAFF BLYSS (/11 Et) = HR=1.6 [1.3;1.8] p<0.01
| HR=0.8 [0.3; 2.3
Score CIADIS celuaire  1oYen ; 1 om
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Lg Moven - HR=7.2[09:86.7] __; .o
Elevé : HR=0.9[1.3;77.7]
Madie Ratio CD4/CD8 (1 Et) | HR=0.7[0.2;1.8] p=043
Modéle 6 Score VACS (/1 Ef) 1 HR=1.5[1.0;24] p=006
Modéle 7 Score IRP (11 Et) — HR=0.8 [0.6;1.1] p=022
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Figure 13. Hazard ratios (HR) et leur intervalle de confiance a 95% estimés par les modéles de
Cox a hasards proportionnels a entrées retardées pour I’association entre les scores CIADIS et
le risque de mortalité pendant 3 ans de suivi (N=828).

Légende: HR: Hazard Ratio, p: p-value, Et : Ecart-type. TNFR1: Tumor necrosis factor receptor. IC 95% : Intervalle de
Confiance a 95%. Tous les modéles sont ajustés sur I'age, sexe, Stades CDC, nombre de comorbidités liées a I'age a
l'inclusion et le nombre de CD4+ a l'inclusion. Les deux scores CIADIS pondérés et I'lL-6 ont été utilisés en tant que variables
catégorielles dans les modéles. Chacune de ces variables a été catégorisée par leur intervalle inter-quartile : Score faible (=
Q1), score medium (Q1-Q3) et score élevé (>Q3). Pour chacune des variables catégorielles dans ces analyses, la catégorie de
référence est celle du « score faible ». TNFR1 et BAFF-BLYSS ont été considérés comme des variables quantitatives.

6.1.1.3. Evaluation des modéles

Tous les modéles présentaient des AUC environ égales a 0.80 ce qui traduit une assez

bonne discrimination. En revanche, par rapport au modéle vide (modéle 0), aucun modéle ne
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présentait un AUC plus élevé. L’'ajout des scores CIADIS pondérés, des marqueurs
immunologiques individuels ou des scores VACS, IRP et ratio CD4/CD8, n’améliorait pas la

capacité du modéle a discriminer les patients a risque de déceés (Tableau 15).

Tableau 15. Aires sous la courbe ROC (AUC) non corrigées de chaque modéle de Cox
multivariable (figure 11) évaluant I’association entre les marqueurs immunologiques et la
survenue du décés.

Modéles de Cox multivariables de la survenue du

décés* AUC
Modeéle 0 : Variables d’ajustement seulement 0.79
Modéle 1 : Score CIADIS cellulaire et soluble 0.79
Modeéle 2 : Score CIADIS cellulaire et TNFR1 0.80
Modeéle 3 : Score CIADIS cellulaire et BAFF-BLYSS 0.79
Modeéle 3 : Score CIADIS cellulaire et IL-6
Modéle 5 : Score VACS 0.79
Modéle 6 : Score IRP 0.80
Modéle 7 : Ratio CD4/CD8 0.79

Légende: AUC : Aire sous la courbe ROC. Plus l'aire sous la courbe ROC (AUC) est proche de 1, meilleure est
la discrimination. *Tous les modéles sont ajustés sur 'age, Sexe, Stades CDC et durée cumulée passée sous
ARV.
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7. DISCUSSION

Malgré des traitements antirétroviraux de plus en plus efficaces, la survie des patients
infectés a augmenté de plusieurs dizaines d’années par rapport a I'histoire naturelle de
l'infection (6,10,11,18) approchant celle des populations non infectées par le VIH (19,20).
Les PVVIH développent un plus grand nombre de comorbidités non liées au VIH a un age
plus jeune (109) comparé a la population générale. Méme chez les personnes arrivant a
maintenir durablement une charge virale indétectable, des niveaux anormaux de marqueurs

immunologiques d’activation, d’inflammation et de sénescence persistent.

Combinaison des marqueurs d’activation, d’inflammation et d’immuno-sénescence
dans les scores CIADIS cellulaire et soluble pondérés

La premiére analyse, réalisée sur 828 patients inclus dans la sous-étude CIADIS nous a
permis de définir deux scores pondérés : le score CIADIS cellulaire (8 marqueurs cellulaires
d’activation lymphocytaire T, d'immuno-sénescence et de maturation) et le score CIADIS
soluble (12 marqueurs solubles de I'activation et de I'inflammation). Ces deux scores CIADIS
pondérés étaient indépendants, ce qui est illustré par la trés faible corrélation entre les
biomarqueurs solubles et cellulaires. Contrairement aux marqueurs cellulaires T trés corrélés
entre eux, les marqueurs solubles présentaient des corrélations beaucoup plus faibles. Cette
absence de corrélation entre les deux types de biomarqueurs soutient I'’hypothése que
I'activation/immuno-sénescence lymphocytaire T d’une part, et I'inflammation d’autre part, ne
mesurent pas la méme voie biologique et qu’il existerait donc deux voies distinctes, I'une
passant par le processus inflammatoire et l'autre par le processus d’activation et de
sénescence. La définition de scores CIADIS pondérés illustre bien cette hypothése. En effet,
le score soluble est construit avec les marqueurs de I'activation de différentes populations
cellulaires (Lymphocytes B/ BAFF-BLYSS, LT et les plaquettes/sCD40L, polynucléaires
neutrophiles/MPO, monocytes/sCD163, sCD14 et [IL-6, coagulation/D-diméres,
adhésion/sCD54 et inflammation/CRP, IL-18, sTNFR1 et IP10) alors que le score CIADIS
cellulaire est représenté exclusivement de I'activation, de I'immuno-sénescence et de la
maturation des LT. Parmi ces marqueurs, le TNFR1 et le pourcentage des lymphocytes T
CD8+DR+ étaient les biomarqueurs contribuant le plus au score CIADIS soluble pondéré et
au score CIADIS cellulaire pondéré, respectivement.

Nos résultats sont différents de ceux retrouvés dans d’autres études s’intéressant a
identifier des profils de patients définis par la combinaison de marqueurs cellulaires et
solubles. Dans I'étude de Psomas et al. (366), 68 mesures de marqueurs de I'activation et de
linflammation ont été mesurés chez 120 PVVIH agés de 57 ans en médiane, avec

suppression de charge virale depuis 9 ans et sous traitement ARV. Ces marqueurs ont été
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combinés dans deux classifications hiérarchiques ascendantes (CAH) permettant
l'identification de 5 profils de patients. Ces profils étaient définis par une combinaison des
marqueurs des LT CD4+ et CD8+ (CD38, HLA-DR, CD279, CD57), des LB (IgG, IgA et IgM
sériques), des cellules NK (HLA-DR, CD69), des monocytes (CD14 et CD163 solubles), de
I'activation endothéliale (SEPCR et tPA) et par les marqueurs de la coagulation et de
linflammation (STNFR1, CRP, CD64, D-diméres). Ces profils étaient définis par des niveaux
plus élevés des LT CD8+ CD45RA-CD27+ (profil 1), de sTNFR1 (profil 2), de cellules NK
activés (profil 3), des LT CD4+CD38 (profil 4) et enfin par des niveaux plus élevés des
marqueurs de l'activation monocytaire sCD163 pour le profil 5. Ces 5 profils mixaient les
marqueurs cellulaires et les marqueurs solubles contrairement a notre étude ou nous avons
une distinction franche entre les marqueurs cellulaires (score CIADIS cellulaire pondéré) et
les marqueurs solubles (score CIADIS soluble pondéré). Cette différence pourrait étre
expliquée par le fait que les méthodes statistiques utilisées étaient différentes entre les deux
études. En effet, méme si 'ACP et la CAH sont trés liées, ces deux méthodes ne répondent
pas a la méme question. La CAH permet plutét de classer les variables dans des groupes
sans forcément prendre en compte les corrélations qui existent entre elles ce qui pourrait
expliquer que les marqueurs cellulaires et solubles soient mixés dans cette étude alors que
'ACP permet d’avoir plus d’informations sur la structure du jeu de données et de
comprendre la fagon dont les biomarqueurs interagissent, ce qui était le but de notre étude.
De plus, dans I'étude de Psomas et al., les distances entre les variables et les patients ont
été mesurées en utilisant des corrélations et des distances euclidiennes supposant que les
variables immunologiques suivent une relation linéaire. Dans notre étude, nous avons plutbt
choisi d’utiliser des corrélations de Spearman en faisant les calculs sur les rangs des
biomarqueurs cellulaires et solubles I'hypothése de linéarité de ces marqueurs n’était pas
vérifié dans notre jeu de données. Cependant, nous avons également réalisé une CAH a
partir TACP qui nous a permis d’identifier trois classes de patients nous permettant de
consolider les résultats trouvés par 'ACP (résultats non présentés) : la premiére classe était
définie par des marqueurs cellulaires de I'activation et de I'immuno-sénescence élevés, et
des marqueurs cellulaires de maturation et solubles faibles, la classe 2 était définie
uniqguement par des marqueurs solubles d’activation et d’'inflammation élevés et la troisieme
classe était définie par des faibles niveaux des marqueurs cellulaires et solubles. Ces
résultats confirmaient bien ce que I'on a retrouvé dans 'ACP, a savoir qu’il y avait une
opposition entre les marqueurs cellulaires de I'activation, d’'immuno-sénescence, et ceux de
maturation, et aucune association avec les marqueurs solubles. Enfin, les niveaux de
certains marqueurs d’activation, d’inflammation et d’immuno-sénescence sont également
différents dans les deux populations d’étude. Par rapport a I'étude de Psomas et al., nous

avons trouvé des niveaux plus élevés des LT CD8+ sénescents (27% vs 18%) et du sCD163
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(451 vs 279 ng/ml), et des niveaux moins élevés des LT CD8+DR (35% vs 45%) et du
sTNFR1 (0.2 vs 0.9 ng/ml). Il est possible que ces différences d’activation, de sénescence et
d’'inflammation dans ces deux populations pour certains biomarqueurs jouent un rdle sur la
facon dont ils sont combinés.

Une autre étude s’est intéressée a la combinaison des biomarqueurs. C’est I'étude de
Abraham et al.(215) qui a identifié un profil inflammatoire a la fois chez les personnes non
infectées et chez les PVVIH en combinant 12 marqueurs solubles de l'inflammation (CRP,
sTNFR2, IL-2, sgp130, sCD27, IP-10, TNFalpha, sCD14, IL-8, IL-10 et CCL2). Dans ce
profil, le marqueur présentant la plus forte contribution était le STNFR2 (0.90) ce qui est
concordant avec la voie du TNF mise en évidence dans notre étude (sTNFR1, composant
majeur du score CIADIS soluble). Dans cette étude, les marqueurs solubles a intégrer ont
été choisis comme étant susceptibles d’étre associés a la fonction rénale chez les PVVIH ou
dans la population générale par rapport aux données de la littérature. Dans I'étude CIADIS,
nous avons choisi des marqueurs solubles représentant différentes populations cellulaires
(LB, PNN, monocytes, LT, coagulation, adhésion, inflammation). De plus, I'identification des
profils de patients dans I'étude est axée sur la comorbidité rénale, ce qui n'est pas le cas
avec notre étude qui a permis l'identification des scores en dehors de toute comorbidité
spécifique.

Une des limites de notre étude est le fait que nous ne disposons que d’'une mesure des
marqueurs cellulaires et solubles par patient. Néanmoins, dans I'étude de Gandhi et al.
(367), il a été montré que 48 semaines apres linitiation du traitement ARV, I'évolution de
I'activation des LT CD4+ et CD8+ se stabilisait. De plus, dans un de nos précédents travaux
non publié, réalisé a partir de la sous-étude ACTHIV (53) qui mesurait les marqueurs
cellulaire de l'activation des LT CD4+ et CD8+, nous avons montré que I'évolution des LT
CD8+DR+ et CD4+DR+ étaient stables au cours des 2 ans de suivi, chez 85 patients co-

inclus dans les sous-études ACTHIV et CIADIS, 2 ans avant l'inclusion dans CIADIS.

Associations entre les scores CIADIS pondérés et les comorbidités non liées au VIH

Multimorbidité, survenue d’une nouvelle comorbidité et du décées

Nous avons montré une association significative entre le score CIADIS cellulaire
pondéré et la multi-morbidité ainsi qu’avec le risque de développer une nouvelle comorbidité
lie a I'age. Lorsque ce score CIADIS cellulaire était remplacé par la variable « pourcentage
de lymphocytes T CD8+DR+ », celle-ci présentaient également une forte association avec la
survenue d’'une nouvelle comorbidité non liée au VIH. En revanche, aucune association n’'a

été trouvée entre un profil cellulaire défini soit par le score CIADIS cellulaire soit par les
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marqueurs cellulaires pris en compte séparément, et la survenue du décés. Concernant les
marqueurs solubles, seul des niveaux plus élevés du TNFR1, remplacant le score CIADIS
soluble, étaient associés significativement a la multimorbidité et a la survenue du déceés. Ni
le score CIADIS soluble ni les autres marqueurs solubles pris en compte séparément
n’étaient associés a la multimorbidité ou a la survenue d’une nouvelle comorbidité quelle
gu’elle soit. Néanmoins, nous pouvions observer une tendance d’association entre les
niveaux les plus élevés du score CIADIS soluble pondéré et la mortalité (p=0.06).

Plusieurs études ont publié des résultats hétérogénes concernant I'association entre les
marqueurs de linflammation et les comorbidités non liées au VIH ou la mortalité
(140,281,368). Nos résultats sont en partie discordants avec certaines études montrant que
certains biomarqueurs pouvaient étre associés aux comorbidités a I'ére des traitements
actuels. Contrairement a notre étude, I'étude de Tenorio et al. (93) a montré dans une étude
cas-témoin chez des PVVIH ayant une charge virale indétectable que des niveaux plus
élevés des marqueurs solubles (IL-6, sTNFR-I et —II, sCD14, d-diméres) étaient associés a
la présence d’au moins un événement non lié au VIH (infarctus du myocarde, AVC, cancer
non lié au VIH ou infection bactérienne grave non liée au VIH) que ce soit avant la mise sous
ARV, dans I'année suivant l'initiation au traitement ARV ou a la visite précédant 'événement.
De plus, cette étude a montré qu’il n’existait aucune association entre les marqueurs de
I'activation et de I'immuno-sénescence des LT (LT CD4+ et CD8+ DP, LT CD4+ et CD8+
CD57+28-) et les événements non liés au VIH. Dans I'étude de Grund et al.(369), il a
également été montré que les marqueurs solubles tels que des niveaux plus élevés de I'lL-6
et des D-diméres étaient associés a la survenue d’un événement non lié au VIH ou du décés
chez des PVVIH avec suppression de la charge virale et sous traitement ARV depuis 5 ans
en médiane. La définition utilisée du critere de jugement principal pourrait expliquer les
différences de résultats que I'on retrouve entre ces deux études et la nbtre. En effet, nous
définissons la multimorbidité par la présence d’au moins 3 événements parmi 6 comorbidités
non liées au VIH (diabéete, maladies cardiovasculaires, troubles du SNC, cancers, HTA et
dyslipidémies biologiques) alors que dans I'étude de Tenorio et al., ils regardent la présence
d’au moins 1 événement parmi les cancers, I'infarctus du myocarde, 'AVC et les infections
bactériennes et dans I'étude de Grund et al., c’est la survenue du 1er évenement non lié au
VIH (cardiovasculaire, troubles de la fonction rénale, cirrhose, cancer non lié au VIH ou
déces) qui est pris en compte. De plus, les caractéristiques des patients sont différentes
dans ces travaux, principalement lorsque I'on regarde la méthode de prise en compte des
biomarqueurs. D’'une part, les patients inclus dans les deux études précédentes étaient
traités depuis moins longtemps que les patients inclus dans CIADIS (3 ans ou 5 ans en
médiane vs 13 ans, respectivement) et étaient plus jeunes (45 ou 42 ans vs 51 ans,

respectivement). Le délai depuis la premiere sérologie positive VIH était également moins
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long pour I'étude de Grund et al. (7 ans en médiane vs 13 ans dans CIADIS). De plus, un
point qui pourrait également jouer un réle important dans la différence de résultats observés
entre notre étude et celles-ci pourraient étre le moment de la mesure des marqueurs
immunologiques. En effet, dans ces deux études, les biomarqueurs ont été mesurés avant la
mise sous traitement, 1 an aprés l'initiation des ARV et a la visite précédent I'événement (le
délai médian de survenue d’'un événement non li¢ au VIH étant de 3 ans) pour I'étude de
Tenorio et al. et environ 5 ans aprés l'initiation du traitement ARV pour I'étude de Grund et
al., donc dans un délai beaucoup plus court aprés linitiation des ARV par rapport a notre
eétude ou les biomarqueurs ont été mesurés 13 ans en médiane aprés linitiation d'un
traitement ARV. Enfin, et c’était notre hypothése de travail, il est possible que des voies
biologiques différentes (illustrées par des biomarqueurs différents) entrent en jeu en fonction
des différentes comorbidités.

Concernant le survenue du décés, nos résultats sont cohérents avec ceux de la
littérature qui ont montré qu'’il existait une forte association entre I'inflammation (IL-6, sTNFR-
| et —Il, sCD14, d-diméres) et la mortalité chez les PVVIH. L’étude de Tenorio et al. (93) a
montré que les marqueurs solubles (IL-6, sSTNFR-I et —II, sCD14, d-diméres) étaient associés
a la survenue du décés ce qui n’était pas le cas des marqueurs cellulaires. L’étude de
Sandler et al.(370) a montré que les plus hauts niveaux de sCD14 étaient un facteur prédictif
de la mortalité chez les PVVIH (OR=8). L’identification de nouveaux biomarqueurs associés
a la mortalité dans cette population continue a revétir un intérét. C’est le cas du marqueur
soluble de la suppression de la tumorigénicité 2 (sST2), récepteur de I'lL-33 impliqué dans
plusieurs maladies immunes et inflammatoires, récemment montré associé a un pronostique
moins bon de défaillance cardiaque (371,372) et dont des niveaux plus élevés ont été
reportés chez les PVVIH par rapport a la population générale (373,374). L’étude de Thiébaut
et al. a montré que le sST2 était un puissant facteur prédictif de la mortalité chez les PVVIH
sous traitement ARV efficace inclus dans la cohorte ANRS CO3 Aquitaine puisque le risque
de déceés était augmenté de 21% chez les patients présentant des niveaux de ST2 plus
élevés de 10.0 ng/mL en lien avec notre équipe, sur les patients inclus dans CIADIS. De plus
la capacité prédictive de ce marqueur était confirmée lors d’'une validation externe avec un c-
index qui passait de 0.804 sans ST2 a 0.811 avec ST2. Cependant, il parait nécessaire de
réaliser des études supplémentaires afin d’étudier le réle pronostique de ce marqueur dans

des populations de PVVIH plus diversifiées.
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Présence et survenue des comorbidités spécifiques

Dans notre large évaluation, le score CIADIS cellulaire indépendamment du TNFR1 et le
score CIADIS soluble indépendamment de toutes les autres variables étaient
significativement associés a la MRC.
Nos résultats sont concordants avec Abraham et al. qui montre que des niveaux plus élevés
des marqueurs solubles (sTNFR2, slL2ra, sgp130, sCD27 and sCD14) étaient
significativement associés a la dysfonction rénale chez les hommes infectés par le VIH dans
une étude transversale (375). De plus en plus de résultats sont en faveur d’'un risque de
dysfunction rénale augmenté chez les patients infectés par le VIH. Nous avons trouvé une
diminution significative du DFGe de 3.1 ml/min/1.73 m? par an dans la population totale et de
3.2 ml/min/1.73 m? chez les patients avec un DFGe=60 a l'inclusion. Chez les patients
présentant une MRC, le DFGe était stable en moyenne au cours du temps dans I'analyse
brute mais diminue chez les patients avec un profil élevé des scores CIADIS cellulaire et
soluble. Ces résultats sont en accord avec une précédente étude de la cohorte ANRS CO3
Aquitaine montrant qu’'une MRC survient presque toujours chez les patients avec un DFGe a
baseline compris entre 60 et 80 mL/min/1.73 m? avec un déclin annuel du DFGe de 9.0
ml/min/1.73 m? chez ceux progressant jusqu’a la MRC (376).
Le score CIADIS soluble pondéré était significativement associé a I'évolution du DFGe chez
les patients présentant une MRC a l'inclusion mais pas chez ceux présentant un DFGe =60
suggérant que l'inflammation chronique du systéme immunitaire pourrait avoir un impact sur
I'évolution de la fonction rénale surtout chez les patients infectés par le VIH présentant une
dysfonction rénale avancée. Nos résultats sont similaires lorsque I'on considére d’autres
facteurs de risque connus tels que la pression sanguine, le diabéte mellitus et
I'hyperlipidémie qui sont tous associés a la MRC. Ces caractéristiques sont importantes a
prendre en compte dans la gestion des soins, étant donné la forte prévalence des patients
sous ARV, dont certains sont connus pour leur toxicité rénale.
Nos résultats sont comparables a ceux publiés par Morlat et al. chez des patients issus de la
méme cohorte ANRS CO3 (376) : une plus grande proportion de MRC chez les femmes
infectés par le VIH comparé aux hommes infectés, plus souvent que chez les patients non
infectés par le VIH. Les femmes ont également de plus fortes incidences de MRC chez
celles qui sont infectées par le VIH. En effet, les différences de masse musculaire entre les
hommes et les femmes peuvent étre plus faibles chez les personnes infectées a cause de
sarcopeénies plus fréquentes (377). Conformément a d’autres études de cohorte montrant un
effet délétere du TDF sur la fonction rénale, nous avons trouvé une association significative
entre la pré-exposition au TDF et la présence de MRC a l'inclusion (40,214,229,231). Nous
avons observé que les patients infectés par le VIH présentant une MRC recevaient

significativement moins souvent de traitements contenant du TDF. Ces résultats sont
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possiblement liés au fait que les patients ayant un DFGe compris entre 60 et 80 ml/min/1.73
m? sont soumis a des contrbles plus stricts de certains facteurs de risque de MRC (par
exemple, une pression sanguine élevée, la présence diabéte ou d’hyperlipidémie) et que

I'utilisation du TDF n’est pas recommandée dans cette situation.

Un score CIADIS soluble pondéré élevé, un taux élevé de TNFR1, des pourcentages
élevés de LT CD4+DR+ et de LT CD4+CD57+CD28- étaient associés a la présence des
maladies cardiovasculaires. Seul le pourcentage de lymphocytes T CD4+DR+ étaient
associés a la survenue des maladies cardiovasculaires. Nos résultats concordent avec de
nombreuses études qui montrent qu’'une augmentation des marqueurs de l'inflammation, de
la coagulation et de la sénescence des lymphocytes T étaient associés a I'athérosclérose, au
méme titre que les marqueurs d’activation des lymphocytes T (167). L’étude de Longenecker
et al. (170) a montré que des niveaux plus élevés de TNFR1 étaient associés a I'épaisseur
de lintima-média carotidienne (p<0.01), et que des pourcentages plus élevés des
lymphocytes T CD8+CD38+HLA-DR+ étaient associés a la plaque carotidienne comparé aux
patients sans plaque (31% (24, 41%) vs. 23% (20, 29%), respectivement, p = 0.046). Des
résultats similaires ont été trouvés dans I'étude de Kaplan et al.(162,169) qui ont montré
gu’'aprés ajustement, des niveaux plus élevés des lymphocytes T CD4+ et CD8+ activés
ainsi que des niveaux plus élevés des lymphocytes T CD8+ sénescents étaient associés a
une prévalence plus élevée des Iésions de l'artére carotide mais pouvaient également étre
considérés comme des marqueurs prédictifs.

Nous avons également trouvé que le TNFR1 était associé a la présence du diabéte mais pas
a sa survenue. Dans I'étude de Capeau et al.(185), il y avait une tendance d’association
entre des niveaux plus élevés de sTNFR1 et les cas de diabéte incident (HR= 4.72 IC95%
[1.44-15.5]). Des résultats similaires ont été trouvés dans 'étude de Brown et al.(201). Les
sujets avec des niveaux plus élevés de sTNFR1 étaient associés a la présence de diabéte
aprés ajustement sur les facteurs de risque traditionnels (OR= 23.2 [IC 95% 1.28-423],
p=0.03). Ces résultats sont cohérents avec les études montrant que les cytokines pro-
inflammatoires comme le TNF, pouvaient induire des résistances a l'insuline (203) suggérant
une activité précoce du TNFR1 dans la pathogenése du diabéte chez les personnes
infectées par le VIH (202).

Seuls le score CIADIS cellulaire pondéré et les lymphocytes T CD4+DR+ étaient associés
aux dyslipidémies biologiques mais pas le score CIADIS soluble pondéré ni les marqueurs
d’'inflammation pris en compte séparément. Contrairement a notre étude, les travaux de
Psomas et al. (366) ont montré qu’un profil inflammatoire défini en partie par des niveaux de

TNFR1 élevés, était associé avec trois conditions du syndrome métabolique
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I'hypertriglycéridémie, la lipodystrophie et I'hyperinsulinémie Les profils définis par les
marqueurs cellulaires de I'activation n’étaient pas associés aux troubles métaboliques.

Enfin, dans notre étude, les cancers, I'hypertension artérielle et les troubles dégénératifs du
SNC n’étaient associés a aucun score CIADIS pondéré, ni aucun marqueur cellulaire ou
soluble pris en compte séparément. Nos résultats difféerent de ceux trouvés par la plupart des
études qui montrent que les voies d’'inflammation et de coagulation sont associées au risque
de cancer chez les PVVIH. Dans I'étude de Borges et al.(281), le risque de développer un
cancer était associé a des niveaux plus élevés d’IL-6 (HR=1.4, P < 0.01), de CRP (HR=1.2,
P <0.01) et des D-Diméres (HR 1.2, P = 0.03) méme si les HR étaient trés faibles. Les
différences retrouvées entre notre étude et celle de Borges et al. pourraient étre expliquées
par le fait que la population d’étude était plus jeune que dans notre étude (45 en moyenne
vs. 51 ans), avait un niveau plus faible de CD4+ (<500 cellules/mm3) et presque 30% de la
population d’étude présentait une charge virale indétectable. De plus, le nombre de cancers
incidents était relativement faible (n=31) dans notre étude comparé a celui des patients
inclus dans I'étude de Borges et al. (n=162). Ce faible nombre pourrait limiter la puissance
statistique des analyses et pourrait expliquer que nous ne trouvions aucune association
concernant les troubles dégénératifs du SNC et les cancers dans notre étude. De plus,
I'étude de Imp et al.(378) a montré que chez les PVVIH avec suppression de la charge virale
inclus dans I'étude « Women's Interagency HIV Study « (WIHS), des niveaux plus élevés de
sCD163 étaient associés a des performances cognitives moins bonnes par rapport aux
patientes non infectées (f=-0.31, p<0.001), de méme que des niveaux plus élevés de sCD14
étaient associés a de moins bonnes fonctions exécutives (p<0.01). Outre le fait que le
nombre de cas incidents de patients présentant un trouble dégénératif du SNC au cours du
suivi est trés faible dans notre étude (N=30), la définition du critére de jugement principal est
différente (troubles neurodégénératifs ne reposant que sur les codes CIM-10 dans notre
étude vs performances cognitives reposant sur des tests cognitifs dans I'étude de Imp et al.)
et notre population d’analyse était difféerente de celle de I'étude WIHS. En effet, dans cette
étude, les patients sont plus jeunes (48 ans en médiane), avaient plus fréquemment un
nombre de CD4+<500 cellules/mm® et avaient plus fréquemment une charge virale
détectable que les patients de notre étude suggérant un moins bon contréle de I'infection par
le VIH. Il semble donc pertinent que les niveaux d’activation et d’inflammation soient plus
élevés chez ces patients et que les monocytes puissent migrer alors plus facilement dans le
CSF (379).

Tous ces résultats soutiennent I'hypothése que différents profils d’activation, d’'inflammation
et de sénescence sous-jacents et différentes voies biologiques pourraient étre impliqués
dans le développement de différentes comorbidités non liées au VIH, et semblent aller dans

le sens d’'une impossibilité d’identifier un marqueur universel pour toutes les comorbidités.
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En conclusion, le score CIADIS cellulaire pondéré ainsi que les marqueurs cellulaires
sont plutét associés a la multimorbidité et a la survenue d’'une nouvelle comorbidité quelle
gu’elle soit. Cependant lorsque I'on regarde comorbidité par comorbidité, on voit que le profil
d’activation, d’inflammation et d'immuno-sénescence sous-jacent est différent. Par exemple,
seul le score CIADIS soluble pondéré est associé a la présence de MRC indépendamment
du score CIADIS cellulaire pondéré et des autres facteurs de risque connu de la MRC, et est
également associé a une diminution plus rapide de la fonction rénale chez les patients
présentant déja une MRC a l'inclusion. Ce qui n'est pas le cas pour d’autres comorbidités
comme les dyslipidémies ou les maladies cardiovasculaires pour lesquelles on retrouve
également une association avec des profils d’activation lymphocytaire et d'immuno-
sénescence. Ces résultats soutiennent I'hypothése que des différences dans les profils
d’activation, de sénescence et d’inflammation sous-jacents pourraient étre impliqués dans le

développement de différentes autres comorbidités non liées au VIH.

Particularité du TNFR1

Nous avons montré une particularité concernant le TNFR1, fortement associé a un risque

plus élevé de comorbidités non liées au VIH (toutes comorbidités confondus mais également
cardio-vasculaire et diabéte) ainsi qu’a un risque plus élevé de mortalité.

Nos données suggeérent que le TNFR1 pourrait étre un marqueur important a prendre en
compte lors de I'étude des comorbidités. En effet, a tous les stades de l'infection VIH, des
niveaux élevés de TNF-alpha et de récepteurs au TNF-alpha peuvent étre détectés dans le
plasma (380,381). Dans la littérature, chez les PVVIH contrblés, des niveaux élevés de
TNFR1 étaient associés a la plupart des comorbidités non liées au VIH, a la fragilité et a la
mortalité (50,93,174,185,215,382). Par conséquent, les inhibiteurs du TNF ainsi que les
thérapies associées pourraient étre utiles dés lors que linfection par le VIH est caractérisée
par un processus d’inflammation. Déja, a la fin des années 90, I'utilisation de la thalidomide,
un inhibiteur du TNF, a été utilisé dans un essai contre placebo pour réduire le taux des
marqueurs d’inflammation, dont les cytokines et le TNF sérique chez des hommes
asymptomatiques infectés par le VIH présentant des niveaux d’activation élevés et un
nombre de LT CD4+>400 cellules/mm?®. Aucune réduction significative du TNFalpha et du
TNFR1 n’a été obtenue (383), dans un contexte ou 7 patients sur 10 ont stoppé le traitement
a cause des effets secondaires (fatigue). Récemment, dans un modéle sur le cancer du sein,
il a été montré que ladalimumab, un inhibiteur du TNF-alpha pouvait induire des
modifications épigénétiques au niveau des cellules subissant une sénescence, contribuant
ainsi a la diminution des effets causés par le SASP (384). A ce stade, il ne peut étre conclu

que lutilisation des traitements anti-TNF en routine chez les PVVIH pourrait réduire
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l'activation et linflammation. Des essais supplémentaires seraient nécessaires afin de
préciser I'effet exact de ces anti-TNF.

Les stratégies mises en place actuellement pour limiter l'activation immunitaire et
l'inflammation afin de prévenir la survenue de comorbidités non liées au VIH ne sont que peu
fructueuses comme on le voit avec le probléme des effets secondaires du Thalidomide (383).
D’autres traitements ont également été évalués. De nombreuses études ont évalué I'effet
des statines sur l'inflammation et I'activation chez les PVVIH (385-390). C’est le cas de
I'essai clinique randomisé SATURN-HIV évaluant 'effet de la rosuvastatin vs. placebo chez
des PVVIH sous traitement ARV, une plus forte diminution de l'activation monocytaire
(sCD14) et des LT CD4+ et LT CD8+ a été montrée dans le groupe « Rosuvastatin »
(391,392). Cependant, peu d’études ont évalué le lien entre I'utilisation de ces statines et la
diminution des maladies cardiovasculaires non liées au VIH et d’autres comorbidités non
lites au VIH. D’autres thérapies comme I'aspirine ou le vanglociclovir (393—-396) ont été
évaluées afin de diminuer la morbi-mortalité chez les PVVIH. La publication récente de
Ridker et al. (397) a montré dans un essai contre placebo que I'utilisation du Canakinumab,
anti-inflammatoire ciblant ['lL1-beta, menait a une réduction significative du taux
d’événements cardiovasculaires indépendamment du niveau de lipides, par rapport au bras
placebo.

L’identification de biomarqueurs associés a une comorbidité, dans un but interventionnel
sur la voie de signalisation ou intervient ce biomarqueur, peut étre considérée comme un
champ d’avenir. Néanmoins, d’autres essais cliniques et études sur les mécanismes
biologiques seraient nécessaires afin d’étudier 'effet a long terme de ces thérapies en
termes de bénéfices et de “safety” pour réduire la survenue des comorbidités non liées au
VIH.

Comparaison des scores CIADIS pondérés avec le ratio CD4/CD8, le score VACS et le

score IRP

Afin de comparer les scores CIADIS pondérés a la littérature et notamment a des variables
et des scores référencés dans la littérature pour étre associés aux comorbidités et a la
mortalité chez les PVVIH, nous avons analysé I'association entre le ratio CD4/CD8, le score
VACS et le score IRP avec la présence et la survenue des comorbidités non liées au VIH

ainsi qu’a la mortalité.
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Ratio CD4/CD8

La plupart des études ont montré que le ratio CD4/CD8 n’est pas normalisé chez les patients
sous traitement antirétroviral malgré un nombre de CD4+ normal. Ce phénoméne est
principalement lié¢ a I'expansion des lymphocytes T CD8+ activés spécifiques du VIH. Le
ratio CD4/CD8, un marqueur de l'activation immunitaire chronique adaptative facilement
disponible, a été considéré dans de précédentes études comme un facteur de prédiction de
la morbidité chez les patients VIH sous traitement. L’étude de Caby et al. a montré trés
récemment que seulement un tiers des personnes infectées par le VIH atteignait une
restauration du ratio CD4/CD8 avec une charge virale contrélée aprés 8 ans (398).

Dans notre population de patients, nous avons trouvé qu’un ratio CD4/CD8<1 était associé a
un risque plus élevé de développer une nouvelle comorbidité non liée au VIH mais pas au
risque de décés toutes causes ni a la présence de multi-morbidité a l'inclusion. Un ratio
CD4/CD8<0.3 est indépendamment associé a un risque élevé d’événements cliniques non
liés au VIH ou de décés comparé a un ratio supérieur a 0.45 (399). Par ailleurs, une
inversion du ratio CD4/CD8 a été récemment montrée comme étant significativement
associé a un DFGe plus faible (400). Ces résultats sont concordants avec une autre étude
qui a montré qu’un ratio plus faible était associé a un risque de détérioration de la fonction
cognitive chez les PVVIH et ce, dés le début de linfection, indépendamment de la charge
virale, du statut thérapeutique et de I'age a l'inclusion (401). Menozzi et al ont montré, dans
une population comparable a la nbtre, que le ratio CD4/CD8 n’était pas associé a la multi-
morbidité (402). Dans cette étude, le seuil du ratio CD4/CD8 était défini a 0.8 ce qui est plus
bas que le seuil considéré dans notre étude (ratio CD4/CD8 <1) ce qui pourrait expliquer en
partie les différences de résultats entre nos deux études.

Concernant la fonction rénale, nous n’avons trouvé aucune association entre le ratio
CD4/CD8 et la MRC. Contrairement a notre étude, I'étude de Serrano-Villar et al. a montré
gu’une inversion du ratio CD4/CD8 était associée a un DFGe plus faible chez des PVVIH en
suppression virale sous traitement ARV. Les différences entre nos résultats et ceux de
précédentes études pourraient étre essentiellement expliquées par le fait que la MRC n’était
pas définie comme un DFGe <60 confirmé par 2 mesures consécutives contrairement a
notre étude rendant ainsi difficile la comparaison entre les deux études.

Concernant la survenue des autres comorbidités, seuls des associations entre le ratio
CD4/CD8 et le risque de survenue d’'HTA et de dyslipidémies biologiques a été montré chez
nos patients. Contrairement a notre étude, des travaux récents ont montré qu'un ratio
CD4/CD8 plus faible ou inversé était indépendamment associé a un risque de CVD (179) et
a une augmentation de I'lMT (180). Hema et al. (403) ont récemment publié a partir de la
cohorte APROCO/COPILOTE que le ratio CD4/CD8 était associé aux cancers non liés au

SIDA mais qu’il n'ajoutait pas de valeur pronostique supplémentaire quand il était pris en
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compte avec le nombre de lymphocytes T CD4+. Il convient de remarquer qu’a l'inclusion de
la cohorte APROCO/COPILOTE, les patients étaient beaucoup plus jeunes que dans notre
population d’étude (36 ans vs 51 ans), que la médiane du ratio CD4/CD8 était plus faible (0.3
vs 0.9), que 45% des patients étaient naifs de traitement ARV au moment de leur inclusion
et que tous les patients ne présentaient pas une charge virale indétectable. De plus, dans
notre étude, lincidence des cancers était beaucoup plus faible (1 cas/100PA vs. 7
cas/100PA). Il se pourrait que les différences des caractéristiques de nos populations ajouté
a un nombre de cancers incidents beaucoup plus faible dans notre étude limite la puissance
statistique et nous empéche de trouver une association significative entre le ratio CD4/CD8
et les cancers.

Il apparait donc que la restauration d’un ratio >1 devient trés importante, d’autant plus qu’il a
été montré que linitiation immédiate du traitement ARV quel que soit le niveau des CD4+
était bénéfique chez ces patients, avec une réduction du risque de comorbidités de 57%
chez les patients ayant été mis sous ARV immédiatement (CD4>500 cellules/ml) comparé
aux patients mis sous ARV lorsque les CD4+ descendaient au-dessous de 350 cellules/ml
suggérant qu’un ratio CD4/CD8 faible était un facteur prédictif plus puissant du risque de
développer des comorbidités que le nombre de CD4+ aprés ajustement sur la charge virale
(348).

Score VACS et IRP

Pour nous comparer a la population PVVIH, nous avons évalué I'association entre le score
VACS et les comorbidités non liées au VIH ainsi que la mortalité. Le score VACS qui a été
construit de maniére spécifique pour étudier une augmentation du risque de mortalité toutes
causes chez les patients infectés par le VIH présentant un score VACS augmenté (404).
Dans notre travail, nous avons retrouvé une association entre le VACS et la survenue d’une
nouvelle comorbidité, avec la présence de MRC, du diabéte et des dyslipidémies
biologiques.

Aucune association n’a été retrouvée entre le score VACS et la mortalité. Dans I'étude de
Justice et al.(404), ce score a été développé chez des patients plus jeunes (seulement 22%
des patients avaient plus de 50 ans vs. 50% dans notre étude), avec vraisemblablement un
contréle viro-immunologique moins robuste et ancien : nombre de CD4+ plus faible (35% des
patients avaient un nombre de CD4+ >500 cellules/mm® vs 50% dans la sous-étude
CIADIS), charge virale indétectable au seuil de 500 copies/ml chez 77% des patients. Ces
résultats soulignent que le score VACS n’est peut-étre plus adéquat lorsqu’il est appliqué a
des patients plus « agés » (de plus de 50 ans) ayant une infection bien contrélée sous
traitement antirétroviral efficace et ayant une charge virale indétectable comme c’est le cas

de la population des PVVIH dans nos études.
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Nous avons également comparé nos scores CIADIS a un score développé chez des
personnes agées (de 60 a 90 ans, selon les études (HEXA, OCTO, NONA)) en bonne santé
dans la population générale : le score IRP (405,406). Ce score integre un cluster de facteurs
fortement prédictifs d’'une mortalité précoce (rapport CD4/CD8, le taux de lymphocytes naifs,
I'expansion des CD3+CD28- circulants et la sérologie positive pour le cytomégalovirus) dans
la cohorte Suédoise chez les sujets agés ainsi que chez des sujets plus jeunes. Nous avons
évalué I'association entre le score IRP et les comorbidités non liées au VIH ainsi qu’avec la
mortalité. De maniére similaire au score VACS, I'association entre le score IRP et la mortalité
n’était pas significative. L’étude de Strindhall et al. (407) sur les données de la cohorte
HEXA, a montré que I'IRP précédemment identifié chez des personnes trés agées (plus de
80 ans) était également présent chez les personnes inclus dans la cohorte HEXA dont I'age
est de plus de 60 ans. Ces résultats soulignent que le score IRP n’est peut-étre pas adapté

pour les « jeunes » patients infectés par le VIH (<60 ans).

Points forts et limites du travail de thése

Il existe plusieurs limites a notre étude. La méthode de I'ACP présente I'avantage de pouvoir
considérer un trés grand nombre de variables simultanément et nous a permis d’identifier
deux scores CIADIS cellulaire et soluble indépendants I'un de l'autre. Cette technique nous a
permis de garder tous les marqueurs cellulaires et solubles afin de considérer les profils
« immuns et inflammatoires » généraux dans I'étude de la multimorbidité et de la survenue
d’'une nouvelle comorbidité quelle qu’elle soit. Cependant, la construction simultanée des
deux scores CIADIS pondérés n’était pas spécifiquement orientée pour une comorbidité
donnée ce qui a pu limiter linterprétation des données lorsque I'on s’est intéressé a la
présence et a la survenue des comorbidités spécifiques. Il peut également étre discuté le
choix d’avoir coupé les deux scores CIADIS pondérés aux quartiles dans I'analyse de la
survenue des comorbidités. En effet, nous avons été contraints, par I'absence de données
dans la littérature, d’utiliser cette coupure qui ne reposait pas sur des critéres cliniques ni
biologiques mais sur la distribution des scores CIADIS dans la population d’étude.
Cependant, les niveaux les plus élevés des deux scores présentaient des niveaux des
marqueurs d’activation et d’'inflammation largement supérieurs a ceux retrouvés dans des
études ayant mesurés ces marqueurs chez des personnes non infectées par le VIH. Par
exemple, nous retrouvions dans le score CIADIS cellulaire, que les valeurs des marqueurs
cellulaires étaient largement supérieures a 20% (presque 50% dans le cas des CD8+DR), ce
qui est reconnu comme étant des niveaux élevés d’activation cellulaire puisque dans la
littérature, on retrouve classiquement que des niveaux « normaux » de ces marqueurs se

situent autour de 10% ou moins (408). Il en est de méme avec la catégorie « élevée » du
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score CIADIS soluble ou, par exemple, la CRP est égale a 3.9 mg/ml alors que dans I'étude
de Bastard et al.(409), la CRP chez les personnes non infectées était de 0.8 mg/ml (résultat
retrouvé pour la catégorie « faible » du score CIADIS soluble dans notre étude).

Méme si les scores CIADIS pondérés peuvent étre utiles pour détecter la multi-morbidité,
ils pourraient avoir une utilisation limitée en routine clinique a cause de leur colt et de la
disponibilité limitée des biomarqueurs intégrés, c’est pourquoi nous les avons également
évalués séparément. Une des limites au fait de regarder les marqueurs individuellement est
que lorsque l'on s’intéresse aux comorbidités spécifiques, il ne ressort pas de marqueur
unique résumant toutes les associations avec les comorbidités et des marqueurs différents
peuvent ressortir en fonction des comorbidités (ce ne sont pas les mémes marqueurs qui
ressortent en fonction des comorbidités). De plus, le calcul des AUC des différents modéles
nous a montré que l'apport des scores CIADIS pondérés et des différents marqueurs, en
plus des facteurs de risque traditionnels (&ge, sexe...) dans les modéles lorsque I'on
s'intéresse aux comorbidités non liées au VIH et a la mortalité, semble limité (AUC = 0.8
avec et sans ces variables). Néanmoins, le faible apport de ces marqueurs concernant la
prédiction de la morbi-mortalité chez les PVVIH a également été retrouvé dans d’autres
études. C’est le cas notamment de I'ajout des 2 marqueurs d’'inflammation (D-diméres et
sCD14) dans le score VACS qui augmentaient la valeur pronostic sur la survenue de la
mortalité de 7% pour les D-diméres et 4% pour le sCD14 (339).

Certaines limites ont également trait a la définition méme des comorbidités non liées au VIH
dans la cohorte ANRS CO3 Aquitaine, comme c’est le cas dans la majorité des publications
ayant trait a I'étude des comorbidités. Un groupe de travail, composé de cliniciens
spécialistes de chacune des comorbidités et investigateurs de la cohorte ANRS CO3
Aquitaine s’est réuni afin de proposer une définition de chacune des comorbidités non liées
au VIH pouvant étre identifiée dans la cohorte ANRS CO3 Aquitaine. Pour certaines
comorbidités, les définitions ne reposaient que sur la déclaration des patients sans retour
aux dossiers médicaux antérieurs ou linformation concernant le traitement de cette
comorbidité n’était pas disponible au moment de la mesure des marqueurs immunologiques.
Les comorbidités ont donc été définies au moyen de leurs codes CIM-10 et, quand cela était
disponible, sur des parameétres biologiques (comme la glycémie pour le diabéte). Il se
pourrait que le nombre de comorbidités soit sous-estimé ou sur-estimé (HTA) dans notre
étude. Ce manque de spécificité dans les définitions des comorbidités a également une autre
limite qui est celle d’avoir choisi de regrouper plusieurs comorbidités entre elles. Comme
cela a été vu dans l'introduction, le fait que les dyslipidémies et I'hypertension soient définies
comme des comorbidités a part entiere est discutable. En effet, ces deux conditions
pourraient plutét étre apparentées a des facteurs de risque d’autres comorbidités (comme

les maladies cardiovasculaires). De plus, dans la définition de I'hypertension, il n’a pas été
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fait de distinction entre I'hypertension traitée et non traitée. Nous avons également choisi de
définir les troubles dégénératifs du SNC dans la cohorte Aquitaine en utilisant seulement les
codes CIM-10 sans prendre en compte d’éventuels marqueurs biologiques ou d’'imagerie
rendant limitée I'approche de I'étude du SNC. Il pourrait étre intéressant d’élargir I'étude du
SNC au-dela des troubles dégénératifs en intégrant la dépression. En effet, en plus d’étre un
trouble fréquemment retrouvé chez les PVVIH (prévalence entre 12 et 66%)(328,329), il a
été retrouvé récemment dans la littérature que les PVVIH présentant des symptémes de
dépression avaient des niveaux plus élevés de l'inflammation (IL-15, IP-10, IL-12 p40/p70
and G-CSF) par rapport aux PVVIH sans dépression (330). Il pourrait étre intéressant
d’étudier ces troubles chez des PVVIH a partir des données issues de I'étude COGLOC
(182,410,411) de la cohorte ANRS CO3 Aquitaine dans laquelle les troubles du SNC ont été
mesureés grace a des tests neurologiques mais également par de I'imagerie par résonnance
magnétique (IRM). L’objectif principal de cette sous-étude était d’évaluer la prévalence des
troubles neurocognitifs modérés (MNDs) et ses déterminants modifiables chez les PVVIH.
Une forte prévalence des troubles neurocognitifs symptomatiques a été retrouvée (31%) qui
étaient associés a un faible niveau d’éducation, un historique d’événements neurologiques
liés au SIDA, l'anxiété, les symptémes dépressifs et un historique de lésions du cerveau.

Ce manque de spécificité des définitions des comorbidités nous a conduits a réaliser des
analyses de sensibilité excluant I'HTA, les dyslipidémies et les troubles dégénératifs du SNC
de la définition de multi-morbidité et de la survenue d’une nouvelle comorbidité. Ces
analyses ont montré que certaines comorbidités pouvaient avoir un poids trés important dans
la définition de la multimorbidité et d’influencer les résultats. C’est pourquoi nous avons
également étudié les comorbidités de maniére séparée : leur présence a l'inclusion ou leur
survenue. Enfin, dans I'étude des comorbidités spécifiques, pour certaines comorbidités
comme la MRC, les cancers ou encore les troubles dégénératifs du SNC, le faible nombre
de cas prévalents et/ou incidents a pu limiter la puissance statistiques des analyses. Par
exemple, seulement 29 personnes présentaient une maladie chronique a linclusion. C’est
pourquoi, nous nous sommes intéressés, pour I'étude de la fonction rénale, a I'évaluation de
I'évolution de cette fonction plutét que d’évaluer la survenue de la MRC au cours du temps.
Ce faible nombre a tout de méme représenté une limite majeure lors de I'analyse stratifiée
conduite pour étudier I'évolution du DFGe séparément chez ceux présentant une MRC de
chez ceux avec un DGFe 260.

Nous n’avons pas inclus les troubles osseux ni 'infection par le VHC dans nos définitions de
comorbidités. En effet, méme si I'étude TISSOS (412) a trouvé une prévalence de
I'ostéoporose de 25% chez les 492 PVVIH inclus dans la cohorte ANRS CO3 Aquitaine pour
lesquels des mesures d’ostéodensitométrie étaient disponibles, le diagnostic de cette

comorbidité était basé sur des mesures physiques (DEXA) mais pas sur des marqueurs
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biologiques. Concernant l'infection par le VHC, nous avons choisi de linclure comme
variable d’ajustement pour les comorbidités avec lesquelles I'association était significative.
Nous n’avons pas pu prendre en compte I'lL-beta qui a pourtant été mesuré dans le cadre de
CIADIS car les données étaient manquantes chez presque 50% des patients. Nous avons
donc choisi de ne pas inclure ce marqueur dans nos analyses afin de ne pas diminuer
I'effectif de notre échantillon. Néanmoins, une nouvelle mesure de 'lL-13 va étre réalisée sur
la biothéque des patients inclus dans CIADIS ce qui pourra permettre de prendre en compte
ce marqueur dans de futures analyses.

Alors gu’historiquement, certains traitements ARV peuvent étre associés aux comorbidités,
nous n’avons pas retrouvé d’association significative entre les classes thérapeutiques et les
comorbidités et nous avons plutdt choisi d’ajuster sur la durée cumulée sous ARV. Avec les
nouvelles stratégies thérapeutiques comme allégements, ['utilisation de nouvelles molécules
ARV moins toxiques (anti-intégrases) et les « vacances » thérapeutiques, il sera intéressant
d’évaluer I'association entre les profils immunitaires et les comorbidités non liées au VIH.
Nos travaux ont 'avantage d’avoir mesurer un trés grand nombre de marqueurs a la fois
cellulaires et solubles, représentant un large panel de voies biologiques de I'activation,
inflammation et immuno-sénescence, chez un grand nombre de patients. De plus, le
schéma d’étude avec des inclusions consécutives des participants dans la cohorte ANRS
CO13 Aquitaine, une collecte prospective standardisée des données et la mesure des
marqueurs d’activation et d’inflammation au méme moment nous ont permis d’étudier de

maniére longitudinale des profils de patients spécifiques, pour des comorbidités spécifiques.
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8. CONCLUSION GENERALE / PERSPECTIVES

En raison de la complexité des processus de vieillissement et de ses composantes
multifactorielles, il semble difficile d’identifier des biomarqueurs « universels » pertinents de
la morbi-mortalité chez les patients infectés par le VIH. Si les scores CIADIS pondérés
peuvent étre utiles pour détecter la multi-morbidité, ils ne peuvent étre utilisés en routine
clinique a cause de leur colt et de la disponibilité limitée des biomarqueurs intégrés.
Néanmoins, la communauté scientifique ressent le besoin de trouver de nouveaux
biomarqueurs afin d’identifier des patients nécessitant une surveillance accrue a cause d’'un
risque augmenté de développer des comorbidités ou de décéder, c’est pourquoi nous nous
sommes également intéressées a étudier les marqueurs séparément pour essayer
d’identifier les plus pertinents, potentiellement spécifiques d’une ou plusieurs comorbidités.
L’idéal serait qu'un seul marqueur puisse sortir pour la plupart des comorbidités et puisse
étre utilisé en pronostique au lieu d’'une combinaison complexe des marqueurs au vu de leur
colt et de leur disponibilité. Nos données suggérent que le TNFR1 pourrait étre un de ces
marqueurs mais son utilité et ces performances pronostiques restent a étre établir dans des
etudes ultérieures.

Puisque I'élimination de l'infection par le VIH est actuellement impossible, des études
soutenues sont nécessaires afin de déterminer si et comment l'activation immunitaire, la
sénescence et I'inflammation peuvent étre réduites lors de l'infection par le VIH contrblée de
maniére prolongée. Nous avons également besoin d’approfondir la recherche de
biomarqueurs spécifiquement liés a différents mécanismes, a différents dysfonctionnements
des tissus et a différentes comorbidités notamment en étudiant d’autres comorbidités comme
les troubles osseux grace a I'étude TISSOS (412) ou d’élargir la définition de comorbidités
déja prises en compte comme les troubles du SNC en prenant en compte les dépressions
grace a I'étude COGLOC (182,410,411). L’exploration d’autres comorbidités a mettre en lien
avec I'activation, l'inflammation et 'immuno-sénescence donnerait un nombre d’événements
suffisants afin d’isoler certaines comorbidités pour grouper celles partageant les mémes
facteurs de risque et étant trés liées entre elles. Nous pouvons également nous attendre a ce
que des données issues d’approches « omics » a grandes échelles obtenues dans de
grandes cohortes émergent rapidement, afin de mieux quantifier le vieillissement biologique,
de mieux prédire la morbidité et la mortalité chez ces patients et ainsi d’augmenter leur
espérance de vie.

Enfin, récemment, I'activation de l'inflammasome (mesurée par I'expression des génes
de linflammasome et les cytokines produites lors de son activation : IL1b et IL18) a été

décrite dans la littérature et ses dysrégulations (hyper sécrétion IL1b et IL18) ont été
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associées aux comorbidités chez le sujet sain (413,414) et a la progression vers le SIDA
chez les patients infectés par le VIH (415,416). Cependant, il existe trés peu de travaux
étudiant le lien entre l'activation de l'inflammasome et les comorbidités chez les patients
sous traitement efficace. L’étude INFLAMMAVIH menée chez des patients infectés par le
VIH inclus dans la cohorte Aquitaine a débuté en juillet dernier. Son objectif est dans un
premier temps, d’évaluerchez des patients infectés par le VIH-1 et sous cART efficace, un
nouveau meécanisme physiopathologique impliqué dans l'inflammation résiduelle: I'activation
de l'inflammasome par des métabolites inflammatoires circulants, et dans un second temps,
d’étudier I'association entre cette activation de I'inflammasome par ces métabolites et les
comorbidités non liées a I'infection par le VIH. Cette étude pourrait offrir 'opportunité d’établir
des liens physiopathologiques entre les dysfonctions métaboliques conduisant a
l'inflammation de bas-grade et les comorbidités non liées au VIH.

La mise en évidence de ces nouveaux mécanismes pourrait permettre d’identifier de
nouveaux marqueurs biologiques prédictifs diagnostics et pronostics de complications
favorisées par I'activation immunitaire chronique et pourrait ouvrir de nouvelles voies
thérapeutiques comme c’est le cas du Canakinumab et de I'lL-18 mais pour lequel des
essais cliniques seraient nécessaires afin d’apprécier la tolérance des traitements utilisés
contre ces marqueurs. Ces nouvelles recherches permettraient ainsi d’améliorer le dépistage
de ces complications pour une prise en charge précoce des PVVIH afin de diminuer

I'activation, I'inflammation et 'immuno-sénescence et ainsi d’'améliorer leur qualité de vie.
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ABSTRACT

Background: The widespread introduction of combination antiretroviral therapy
(cART) has increased survival of HIV+ patients. However, the prevalence of age-
related comorbidities remains higher than that of the general population, suggesting
that individuals with HIV suffer from accelerated aging. Immune activation, -

senescence and inflammation could play an important role in this process.

Methods: The CIADIS (Chronic Immune Activation anD Senescence) sub-study
analyzed biomarkers of activation, differentiation, and senescence of T-cells in a
cellular-CIADIS weighted score, while biomarkers of inflammation were analyzed in a
soluble-CIADIS weighted score using principal component analysis. Adjusted logistic
regression and Cox proportional hazard models were used to determine the
association between CIADIS weighted scores and 1) the presence of multimorbidity,
2) time to occurrence of the first new age-related comorbidity, and 3) time to death,
over a 3-year follow-up period.

Results: Of 828 patients with an undetectable viral load, a higher cellular-CIADIS
weighted score and higher TNFRI levels were independently associated with the
presence of multimorbidity (OR=1.3; 95% CI 1.0-1.6; P=0.02), but the soluble-CIADIS
weighted score was not (OR=1.1; 95% CI 0.9-1.3; P=0.33). A higher cellular-CIADIS
weighted score (HR=2.2; P<0.01), higher VACS and IRP scores, lower CD4/CD8
ratio, and higher levels of CD8 activation were associated with a higher risk of age-
related comorbidities. Only TNFRI was associated with mortality in a 3 year period.
Conclusions: The cellular-CIADIS weighted score was independently associated
with both multimorbidity at inclusion and the risk of new age-related comorbidity

during a 3 year follow-up. TNFRI was associated a higher risk for mortality.

Keywords: Cellular markers; chronic immune activation; senescence; soluble

markers; inflammation; HIV-infection; antiretroviral therapy; age-related comorbidities
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INTRODUCTION

Combination antiretroviral therapy (CART) has increased survival of HIV+ patients [1].
However, the prevalence of age-related comorbidities remains higher than that of the
general population, suggesting that individuals with HIV suffer from accelerated aging
[2] [3]. There are common hallmarks of aging that are thought to contribute to age-
related comorbidities including cellular senescence and systemic immune activation.
Senescent cells develop a defined secretory profile composed of proteases and pro-
inflammatory cytokines known as the senescence-associated secretory phenotype
(SASP) [4]. Importantly, there is not a single marker to specifically identify all
senescent cells, and therefore, it is crucial to examine multiple markers to study

different aspects of the senescent phenomena.

Cellular senescence may be a possible therapeutic target for age-related
comorbidities [6] [7]. Aging and HIV-infection have been associated with
immunosenescence, represented by a gradual deterioration of the immune system
marked especially by T-cell dysfunction, through a change of their activation status
and their secretory profile towards pro-inflammatory cytokines [8] [9] [10]. This
persistent inflammatory state, defined as “inflammaging”, has been linked to an
increased risk of subsequent morbidity and mortality in HIV patients who experience
premature ageing, and has emerged as an important target for intervention in the
modern treatment era [11] [12] [13]. Senescence may therefore play a role in the
development of various comorbidities experienced even if little is known about what
drives senescence in the context of HIV infection [5]. Previously, the association
between markers representative of T-cell activation, senescence and inflammation
with age-related comorbidities has been assessed [12,14—-16], however, none of

these studies considered potential additive or interactive effects.

We assessed the association of a combination of immune-activation, -senescence
and inflammation biomarkers summarized in 2 scores and i) the presence of
multimorbidity, ii) the risk of age-related comorbidities, and iii) mortality over a 3-year

follow-up period in cART treated HIV patients.
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MATERIALS AND METHODS

Study population

Patients included in the ANRS CO3 Aquitaine Cohort, a hospital-based cohort with a
prospective data collection of HIV-1 infected patients in France were consecutively
enrolled in the CIADIS sub-study between October 2011 and May 2013 (inclusion) for
the evaluation of cellular immune activation or senescence and biomarkers of
inflammation [17] [18].

Definition of age-related comorbidities
Age-related comorbidities were defined using International Classification of Diseases-
10 (ICD-10) codes [17].

Measurement of immune activation, senescence and inflammation markers

Blood samples were analyzed at the Bordeaux University Hospital by flow cytometry
using a NAVIOS flow cytometer (Beckman-Coulter). The assessment of activation
and senescence markers was performed as previously described [17], and soluble
markers were measured by ELISA and CBA (see Supplementary methods A) at

inclusion.

Statistical analysis

Determination of cellular- and soluble-CIADIS weighted scores

We performed a principal component analysis (PCA) as previously described [17]
[18]. We included eight cellular immune markers (percentages of activated,
senescent, naive, and terminally differentiated CD4+ and CD8+ T cells) and 12
soluble markers (see Supplementary Figure 1). Development of the PCA allowed for
the selection of two independent weighted scores: the “cellular-CIADIS weighted
score” (Principal Component 1 (PC1)) and the “soluble-CIADIS weighted score”
(PC2) (see Supplementary Figure 2). The two weighted CIADIS-scores were
categorized by the interquartile range: low profile (<Q1), medium profile (Q1-Q3), and
high profile (>Q3).
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Main outcome variables

Multimorbidity at inclusion was defined as at least 3 comorbidities among: eGFR <60
ml/min, diabetes, dyslipidemia, cardiovascular events, hypertension, degenerative
CNS disorders, and cancer. For the longitudinal analysis, the main outcome variables
were 1) the time to the occurrence of a new age-related comorbidity (those described
above) and 2) the time to all-cause death over a 3-year follow-up period. Patients
were censored at their last follow-up date. For the primary outcome, patients who

died were censored at their death date.

Factors associated with multimorbidity at inclusion in the CIADIS sub-study

Logistic regression models were used to study the association of the two weighted
scores with multimorbidity at inclusion. All biomarkers were tested separately in
univariable analyses and only biomarkers with a p-value of less than 0.05 were
selected for multivariable analyses. The percentages of CD8+DR T cells and levels
of TNFR1 were strongly associated with multimorbidity, and as they might summarize
the cellular and soluble CIADIS weighted scores respectively, we performed
multivariable analyses with these markers separately. All models were adjusted for
identified confounding factors (age, sex, CDC classification and cumulative duration
on cART), and defined as: Model 1 integrated both the cellular-CIADIS and the
soluble-CIADIS weighted score; Model 2: cellular-CIADIS weighted score + TNFR1;
Model 3: CD8+DR + soluble-CIADIS weighted score; Model 4: CD8+DR + TNFR1;
Model 5: the CD4/CDS8 ratio [21] [22] [23]; Model 6: the Veterans Aging Cohort Study
(VACS) index, and Model 7: the immune risk profile (IRP) score [19] [20].

Factors associated with the risk of a new age-related comorbidity or mortality within
the 3-year follow-up

Cox proportional hazards models with delayed entry were used to determine factors
associated with non-age-related comorbidities and all-cause mortality. Concerning
the association between biomarkers and the risk of a novel age-related comorbidity,
we performed the same 7 adjusted models as described above but adjusted for age,
sex, CDC classification, number of other non-HIV related comorbidities at inclusion
and CD4+ cell count at inclusion. Regarding the association between biomarkers and
mortality, we performed multivariable analysis with TNFR1, BAFF BLYSS, and IL-6

instead of the soluble CIADIS score. The models are defined as: Model 1 integrated
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both the cellular-CIADIS and the soluble-CIADIS weighted score; Model 2: cellular-
CIADIS weighted score + TNFR1; Model 3: cellular-CIADIS weighted score + BAFF
BLYSS; Model 4: cellular-CIADIS weighted score + IL-6. Models 5 to 7 were as
previously described above for the risk of a new age-related comorbidity.

Since it has been hypothesized in the published literature that different markers could
be involved depending on the comorbidity of interest, we performed several
supplementary analyses in which the main outcome variable “the presence of
multimorbidity” or “the time to the first novel age-related comorbidity” was replaced
separately by each of the above listed age-related comorbidities (see Supplementary
Methods B).

Analyses were performed using SAS® 9.4 (SAS Institute, Inc., Cary, NC) and the

free software R 3.1.2 using the R package «FactoMineR».

RESULTS

Patient characteristics

Of 3,500 patients followed in the ANRS CO3 Aquitaine Cohort, 1010 patients were
included in the CIADIS study, of whom 828 (82%) had available cellular and soluble
immune biomarkers and an HIV RNA <40 copies/mL (see Supplementary Figure 2).
Characteristics at inclusion are shown in Table 1. The median age was 51 years
(IQR: 45-57) and 75% were men. Patients received cART for a median of 13 years
(IQR: 8-16 years) and the median duration of HIV viral suppression was 5 years
(IQR: 2-9). The median CD4+ T-cell count was 579/mm? (IQR: 431-760 cells/mm?)
and 23% of patients were CDC stage C. Hepatitis B (HBV) or Hepatitis C viral (HCV)
co-infections were reported in 23% and 7% of patients, respectively. A positive CMV
serology was found in 89% of patients. Hypertension and dyslipidemia were the most
frequent comorbidities representing 45% and 43% of patients, respectively. Diabetes,
cardiovascular disease, cancers and neurocognitive disorders accounted for 13%,

10%, 14% and 3% of patients, respectively.

Patients with multimorbidity were older, more frequently male, presented more often
with a CDC stage C, a longer duration of cART, and a significantly longer CD4+ T
cell count nadir measurement compared to patients with less than 3 comorbidities at
inclusion (P<0.01). There was no difference in the CD4+ T-cell count, HBV or HCV
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co-infections, or positive CMV serology among patients having <3 or 23

comorbidities.

Association between the CIADIS weighted scores and multimorbidity at
inclusion

The cellular-CIADIS and soluble-CIADIS weighted scores, VACS index, and IRP
score were all significantly higher in patients with multimorbidity compared to
patients having <3 age-related comorbidities (P<0.01).

Percentages of CD4+ and CD8+ T-cell expressing activation markers (HLA-DR,
P<0.01) and senescence markers (CD57+CD28-, P<0.01; TEMRA, P<0.01) were
significantly higher in patients having multimorbidity compared to patients having <3
comorbidities. Percentages of naive CD4+ and CD8+ T cells were significantly lower
in patients with multimorbidity compared to patients having <3 comorbidities
(P<0.01) (Table 2).

Regarding levels of soluble markers, D-Dimer (P<0.01), sCD163 (P<0.01), sCD14
(P=0.04), TNFR1 (P<0.01) and CRP (P=0.02) were significantly higher in patients
with multimorbidity compared to patients having <3 comorbidities. No difference was
found for levels of BAFF/BLYSS, MPO, sCD54, IL-18, IP10 or IL-6. The CD4/CD8
ratio was not different between patients with multimorbidity and patients having <3
comorbidities (Table 2).

In multivariable analysis (Figure 1), the cellular-CIADIS weighted score remained
significantly associated with multimorbidity, independent of the soluble-CIADIS
weighted score (OR=1.3; 95% CI 1.0-1.6; P<0.02). The soluble-CIADIS weighted
score, CD4/CD8 ratio, VACS index and IRP score were not associated with
multimorbidity. TNFR1 remained significantly associated with multimorbidity,
independent of the cellular-CIADIS weighted score (OR=1.3; 95% CI 1.1-1.6;
P<0.01) and also after adjustment for percentages of CD8+DR T cells (OR=1.3; 95%
Cl 1.1-1.6; P<0.01) (Fig 1). In contrast to the cellular CIADIS score, percentages of
CD8+DR T cells, adjusted on the soluble CIADIS weighted score or on TNFR1, were
not found to be independently associated with multimorbidity (see univariable
analysis in Supplementary Table 1).

In supplementary analyses, each of the above listed age-related comorbidities was
studied separately (see Supplementary Figure 3) demonstrating that the soluble-
CIADIS weighted score and TNFR1, as well as CD4+-T cell activation and

169



Annexe A

senescence markers (OR=1.3; 95% CI 1.1-1.7; P<0.01 and OR=1.2; 95% CI 1.0-1.5;
P=0.03, respectively) were significantly associated with the presence of
cardiovascular disease in adjusted analyses. CD4+-T cell activation was significantly
associated with dyslipidemias, independent of the soluble-CIADIS weighted score
and also independent of TNFR1. TNFR1 and a higher VACS score remained
significantly associated with the presence of diabetes in adjusted analyses. None of
the other cellular or soluble markers, nor the CD4/CD8 ratio or IRP score were

associated with any age-related comorbidity, considered separately.

Effect of the CIADIS weighted scores on the occurrence of a new age-related
comorbidity at 3 years follow-up

The median follow-up was 3 years (IQR 1-4). The incidence of a new non-HIV related
comorbidity was 17 per 100 person-years (PY) (95% CI [15 - 18]).

In adjusted analyses, a higher cellular-CIADIS weighted score remained significantly
associated with a higher risk of an age-related comorbidity, independent of the
soluble-CIADIS weighted score (HR=2.2; 95% CI 1.6-3.1; P<0.01), sex, CDC
classification, number of non-AlDS-related comorbidities and CD4+ T-cell count at
inclusion. Similar results were found after adjustment for TNFR1 levels (HR=2.3;
95% CI 1.6-3.2; P<0.01). A higher percentage of CD8+DR T cells were significantly
associated with a higher risk for a new age-related comorbidity, independent of the
soluble-CIADIS weighted score (HR=2.0; 95% CIl 1.4-2.7; P<0.01) and also in a
model adjusted for TNFR1 levels (HR=2.1; 95% CI 1.5-2.8; P<0.01) (Figure 2). A
lower CD4/CD8 ratio (HR=0.6; 95% CI 0.4-0.7; P<0.01), a higher VACS index
(HR=1.3; 95% CI 1.1-1.5; P<0.01) and a higher IRP score (HR=1.1; 95% CI 1.0-1.2;
P<0.01) were associated with a higher risk for a new age-related comorbidity
(Figure 2). Neither the soluble-CIADIS weighted score nor TNFR1 levels were
associated with the occurrence of a new comorbidity (see univariable analysis in
Supplementary Table 2).

When replacing the main outcome variable “occurrence of new age-related
comorbidity” by separately analyzing each of the above listed non-HIV-related
comorbidities, none of the cellular and soluble biomarkers was associated with a
higher risk for diabetes, degenerative disorders, cancer and hypertension (see
Supplementary Figure 4). Higher CD4+ DR percentages and higher cellular-CIADIS

weighted score were significantly associated with cardiovascular disease (P=0.02) or
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dyslipidemia (P<0.01), respectively. A higher IRP score was associated with a higher
risk of dyslipidemia, whereas a higher VACS score was associated with a higher risk
of hypertension. A lower CD4/CD8 ratio was associated with a higher risk for

hypertension and dyslipidemia.

Effect of the CIADIS weighted scores on all-cause mortality

There were 24 deaths during follow-up. The mortality rate was 0.8 per 100 PY (95%
CI[0.5-1.2]).

In univariable analysis (see Supplementary Table 3), higher soluble CIADIS-weighted
score as well as higher TNFR1 and BAFF/BLYSS levels were significantly associated
with a higher risk of all-cause mortality (P<0.01). Neither the cellular CIADIS-
weighted score nor any of the T-cell subsets studied, including CD8+DR, were
associated with a higher risk of all-cause mortality. In adjusted analysis, higher levels
of TNFR1 and BAFF/BLYSS were significantly associated with a higher risk of all-
cause mortality (HR=1.6; 95% CI 1.2-2.1; P<0.01) (Figure 3). The cellular-CIADIS
weighted score, soluble-CIADIS weighted score, IL-6 levels, VACS index, IRP score

and CD4/CD8 ratio were not found to be associated with the occurrence of death.

DISCUSSION

In an exhaustive assessment of immune activation and inflammation markers in 828
successfully treated patients, we found a significant association between the cellular-
CIADIS weighted score and multimorbidity as well as the risk of a new age-related
comorbidity. Interestingly, CD8 T-cell activation was also found to be strongly
associated with the occurrence of a new comorbidity. Our results are in accordance
with the work published by Erlandson et al., where higher CD8 T-cell activation was
found to be associated with functional impairment [22], but our work partly contrasts
published work by Tenorio et al., where T-cell activation was not related to a higher
risk of non-AlIDS-defining events [12]. The difference in findings might be explained
by differences in patient characteristics, especially regarding the duration since
diagnosis and the duration of viral load suppression, both significantly longer as

reported in the current study.
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Several studies have demonstrated that persistent innate immune activation could
predict age-related morbidities. The first such study was an analysis of IL-6 and D-
dimer data from the SMART trial, which linked inflammation and coagulation to
subsequent comorbidities in HIV infection [23]. Since then, many studies have been
published demonstrating heterogeneous results concerning the association between
inflammation markers and age-related comorbidities. Some studies presented data
with small patient sample sizes, younger patients, different timing of measurements,
or considered only a few comorbidities with limited number of biomarkers [12] [24]
[25] [26]. We studied the soluble-CIADIS weighted score composed of 12 soluble
biomarkers, of which 5 were included in the SASP phenotype. We found that the
soluble-CIADIS weighted score was not associated with multimorbidity, nor with the
occurrence of a new age-related comorbidity. Interestingly, we showed a singularity
for TNFR1, which was found to be associated with higher risk of multimorbidity and
mortality.

Most previous studies showed that patients on cART often fail to normalize the
CD4/CDS8 ratio. In our study, we found that the CD4/CDS8 ratio predicts the risk of
age-related comorbiditiy but was not associated with multimorbidity in the cross-
sectional study. Hema et al, recently published findings from the
APROCO/COPILOTE cohort showing that the CD4/CD8 ratio was associated with
non AIDS-defining cancers but did not add supplementary prognostic information
when added to the CD4+ cell count [27]. Of note, in comparison to the CIADIS
cohort, the median age of the APROCO/COPILOTE cohort was much older, the
median CD4/CD8 ratio was lower, and all patients were not virologically suppressed.
Interestingly, Menozzi et al., showed that the CD4/CD8 ratio was not associated with
multimorbidity in a study population comparable to the CIADIS cohort [28].

The VACS index was specifically constructed to indicate increasing risk of all-cause
mortality in HIV patients with increasing score [19]. The IRP score represents a
cluster of factors that were strongly predictive of earlier mortality among a very old
Swedish cohort, as well as in younger individuals. We looked at the association of the
VACS index, IRP, CD4/CD8 ratio, CIADIS weighted scores, CD8+DR expression,
TNFR1 levels, and mortality. Only higher TNFR1 levels were significantly associated
with mortality. These data underscore that the VACS index as well as IRP are

perhaps not suitable in well-controlled and suppressed patients.
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It is important to identify new biomarkers to implement in clinical practice in order to
identify patients at increased risk of developing comorbidities or death. Our data
suggest that TNFR1 might be one of these factors. At all stages of HIV infection,
increased amounts of TNF-alpha and TNF-alpha receptors can be detected in the
plasma [29] [30]. In controlled HIV-infected patients, increased levels of TNFR1 have
been associated with most non-AlDS-related comorbidities, frailty, and mortality.
Therefore, TNF blocking agents and/or TNF inhibitor therapy could be useful in the
context of HIV. A considerable advantage in favor of using anti-TNF therapy in HIV-1
infected patients is its safety, since no increase in the mortality rate has been
observed [32]. Recently, it has been shown that the TNF-alpha blocker, adalimumab,
could induce epigenetic modifications in cells undergoing senescence in a model of
breast cancer, thus contributing to the attenuation of SASP promoting effects [33].
There are several limitations in our study. Regarding the risk of each specific
comorbidity, the low number of incident cases for some age-related comorbidities
and death could have limited the power of the longitudinal analysis. The construction
of both CIADIS scores was not specifically oriented for a specific comorbidity and
was an explorative analysis for considering “immune and inflammation” profiles.
Considering the large number of biomarkers, many statistical tests and models were
performed. This may have increased the number of significant associations.
Nonetheless, strengths of our study included the study design (consecutive
enrollment of study participants in the ANRS CO13 Aquitaine cohort), prospective
standardized data collection, and the consideration of activation and inflammation
markers at the same time (allowing for the study of specific patient profiles).

Owing to the complexity of the ageing process and its multifactorial components, it
could be difficult to identify pertinent ‘universal’ biomarkers. Future studies could be
expanded to include more focused biomarkers linked to different mechanisms, tissue
dysfunctions, and/or comorbidities. Current strategies to limit immune activation and
inflammation in order to prevent the occurrence of non-AlDS-related comorbidities
are only marginally successful [34] [35] [36] [37]. Since HIV eradication is currently
impossible, intensive studies are needed to determine if and how immune activation

can be silenced in HIV infection.
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Table 1: Relationship of baseline characteristics to comorbidities

ch L. Total <3 comorbidities 23 comorbidities pP
aracteristic (N=828) (N=678) (N=150)
Sex, n (%) <0.01
Male 622 (75) 488 (72) 134 (89)
Female 206 (25) 190 (28) 16 (11)
Age (years)* 51 (45; 57) 50 (44; 55) 57 (52; 65) <0.01
Transmission risk group, n (%) 0.33
MSM 359 (43) 286 (42) 73 (49)
Heterosexual 281 (34) 233 (34) 48 (32)
Drug users 115 (14) 100 (15) 15 (10)
Others 73 (9) 59 (9) 14 (9)
Duration since first seropositive report (years)* 16 (10; 22) 18 (14; 22) 17 (11; 22) <0.01
CDC classification, n (%) <0.01
A 417 (50) 369 (55) 48 (32)
B 224 (27) 178 (26) 46 (31)
C 187 (23) 131 (19) 56 (37)
Patients on ART, n (%) 0.07
2NRTI s + 1PI/r 342 (42) 290 (43) 52 (35)
2NRTI s + INNRTI 256 (31) 214 (32) 42 (28)
Others 225 (27) 169 (25) 56 (37)
Time since first ART (years)* 13 (8;16) 13 (8; 16) 15(12;17) <0.01
Duration of viral suppression (years)* 5(2;9) 5(2;9) 6(3;10) 0.04
CD4" nadir (cells/mm®)* 203 (103 ; 303) 210 (111 ; 304) 185 (83 ; 277) 0.06
Time since CD4" nadir measurement (years)* 8(5;15) 8(5;14) 12 (6 ; 16) <0.01
CD4" cell count (cells/mm®)* 579 (431; 760) 580 (438 ; 751) 539 (403 ; 780) 0.91
CMV, n(%) 599 (89) 491 (89) 108 (88) 0.72
Hepatitis B Virus infection, n(%) 58 (7) 46 (7) 12 (8) 0.63
Hepatitis C Virus infection, n(%) 187 (23) 159 (24) 28 (19) 0.19
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Table 1: end.
ch teristi Total <3 comorbidities 23 comorbidities pP
aracteristic (N=828) (N=678) (N=150)
Diabetes n(%) 109 (13) 25 (4) 84 (56) <0.01
Dyslipidemia, n(%) 354 (43) 216 (32) 138 (92) <0.01
Cardiovascular disease, n(%) 85 (10) 19 (3) 66 (44) <0.01
Hypertension, n(%) 374 (45) 233 (34) 141 (94) <0.01
Degenerative CNS disorders, n(%) 25 (3) 15 (2) 10 (7) <0.01
AIDS and non-AIDS related cancers, n(%) 117 (14) 63 (9) 54 (36) <0.01

Legend: * Values are medians (IQR) unless stated otherwise; § CMV serology was available for 675 patients. °Student’s t-test or Mann-Whitney U test was
used for quantitative variables / Chi-square test or Fisher’s exact test was used for qualitative variables. MSM: Men who have sex with men; CDC: Center for
Disease Control; ART: antiretroviral therapy; CMV: cytomegalovirus; NRTIs: Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors; Pl/r: ritonavir boosted protease
Inhibitors; NNRTI: Non-Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor; CNS: central nervous system.
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Table 2: Relationship of baseline immune scores and immune markers to comorbidities

Characteristics Total <3 comorbidities 23 comorbidities pP
(N=828) (N=678) (N=150)

Cellular CIADIS score -0.1 (-1.5;1.6) -0.4 (-1.7;1.3) 0.9 (-0.5;2.5) <0.01
Soluble CIADIS score -0.1 (-1.2;1.2) -0.2 (-1.3;1.1) 0.3 (-0.7;1.4) <0.01
VACS 18 (10 ; 28) 16 (6 ; 27) 23 (12; 37) <0.01
IRP 2(1;4) 2(1;4) 3(2;5) <0.01
CD4'/CD8" ratio* 0.9(0.6:1.2) 0.9(0.6;1.2) 0.7(0.5;1.1) 0.12
T-Lymphocytes: CD4*
CD4+ DR+ (%) 14 (10;19) 13 (10; 18) 15 (11;21) <0.01
CD4+CD57+CD28- (%) 3(1;7) 2(0;7) 4 (1;10) <0.01
CD4+TN (%) 40 (28;51) 41 (30 ; 52) 33 (22;47) <0.01
CD4+TEMRA (%) 1(0;4) 1(0;3) 2 (1;5) <0.01
T-Lymphocytes: CD8*
CD8+ DR+ (%) 35 (26;47) 34 (25 ; 46) 39 (30;51) <0.01
CD8+CD57+CD28- (%) 27 (17;36) 26 (17 ; 35) 28 (20;37) 0.02
CD8+TN (%) 38 (29;48) 40 (30; 50) 33 (24;41) <0.01
CD8+TEMRA (%) 26 (16;36) 25 (15; 35) 30 (18;39) <0.01
Coagulation markers
D-Dimer (ng/mL) 215 (144;320) 210 (142;307) 256 (160;379) <0.01
B-Lymphocyte markers
BAFF BLYSS (pg/mL) 951 (749;1214) 944 (739;1202) 975 (779;1256) 0.15
Monocyte/macrophage markers
sCD163 (ng/mL) 451 (370;547) 446 (367;534) 483 (393;608) <0.01
sCD14 (ng/mL) 59 (40;112) 58 (39;109) 64 (48;133) 0.04
Neutrophiles
MPO (ng/mL) 31 (17;67) 31 (18;68) 31 (16;55) 0.52
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Total

<3 comorbidities

23 comorbidities

. b

Characteristics (N=828) (N=678) (N=150) P
T-Lymphocyte and platelet marker
SCD40L (pg/mL) 601 (306;1198) 632 (320;1218) 486 (292;966) <0.01
Pro-inflammatory cytokines
CRP (ng/mL) 1753 (673;4857) 1598 (641;4587) 2218 (922;5491) 0.02
IL18 (pg/mL) 116 (61;177) 117 (58;175) 113 (70;193) 0.28
IP10 (pg/mL) 230 (148;367) 227 (148;362) 249 (151;373) 0.65
IL6 (en pg/mL) 13 (9;20) 13 (8;19) 13 (9;21) 0.22
TNFR1 (pg/mL) 208 (142;288) 204 (138;273) 249 (166 ; 350) <0.01
CD54 (ng/mL) 39 (27;54) 38 (27;54) 39 (27;55) 0.73

Legend: * Values are medians (IQR) unless stated otherwise; *Student’s t-test or Mann-Whitney U test was used for quantitative variables / Chi-square test or
Fisher's exact test was used for qualitative variables. TN: T naive; TEMRA: terminally differentiated T cells; BAFF: B-cell activating factor; MPO:
Myeloperoxidase; CRP: C-reactive protein; sCD40L sCD40 ligand, IL: Interleukin; IP10: Interferon gamma-induced protein 10; TNFR1: Tumor necrosis factor

receptor-1
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FIGURES

Figure 1. Multivariable logistic regression models* of the association between CIADIS markers, CIADIS scores and
multimorbidity (N=828).
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Legend: A cellular-CIADIS weighted score above 0 represents an immune phenotype with higher T cell activation, and expression of terminal differentiation
and senescence markers, whereas a negative cellular-CIADIS weighted score represents a less activated and less senescent profile. All biomarkers were
studied by univariable analysis but only biomarkers with a p-value less than 0.05 are presented. OR: Odds Ratio; p: p-value; Sd: standard deviation; TNFR1:
Tumor necrosis factor receptor-1; 95% Cl: 95% confidence intervals. *all models were adjusted for age, sex, CDC classification and cumulative duration on
cART.
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Figure 2. Hazard ratios (HR) with 95% confidence intervals estimated by the Cox proportional hazards models* with
delayed entry for the association between CIADIS scores and the risk of the first age-related comorbidities over 3 years of

follow-up (n=828).
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Legend: The two weighted CIADIS-scores, TNFR1 and
CD8+DR were used as categorical variables in the models.
Each variable was categorized by their interquartile range: low
profile (£Q1), medium profile (Q1-Q3) and high profile (>Q3).
For each categorical variable in these analyses, the reference
category is the low category. HR: Hazard Ratio; p: p-value; Sd:
standard deviation; TNFR1: Tumor necrosis factor receptor-1;
95% CI: 95% confidence intervals. *all models were adjusted
for age, sex, CDC classification, number of other non-HIV
related comorbidities at inclusion, and the CD4+ cell count at
inclusion.
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Figure 3. Hazard ratios (HR) with 95% confidence intervals estimated by the Cox proportional hazards models* with
delayed entry for the association between CIADIS scores and mortality for 3 years of follow-up (n=828).
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Legend: The two weighted CIADIS-scores were used as
categorical variables in the models. Each variable was
categorized by their interquartile range: low profile (<Q1),
medium profile (Q1-Q3) and high profile (>Q3). For each
categorical variable in these analyses, the reference category
is the low category. TNFR1, BAFF-BLYSS and IL-6 were
used as quantitative variables. HR: Hazard Ratio; p: p-value;
Sd: standard deviation; TNFR1: Tumor necrosis factor
receptor-1; BAFF BLYSS: B-cell-activating factor; IL-6:
interleukin-6; 95% CI: 95% confidence intervals. *all models
were adjusted for age, sex, CDC classification, number of
other non-HIV related comorbidities at inclusion, and the
CD4+ cell count at inclusion.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary methods

A: Quantitative analysis of immune activation, senescence and inflammation markers

The 12 soluble biomarkers measured included: D-Dimer (for coagulation), BAFF/BLYSS (for B lymphocytes), sCD163, sCD14 (for
monocytes/macrophages), MPO (for neutrophils), sCD40L (for T-lymphocytes and platelets), CRP, IL-18, IP-10/CXCL10, IL6, TNFR1, CD54
(ICAM). Serum was aliquoted, frozen, and stored at —80°C until assayed. B cell activation was assessed by the B-cell-activating factor (BAFF)
(Quantikine ELISA DBLYSOB, R&D Systems). Monocyte activation was assessed by sCD163 (Quantikine ELISA DC1630, R&D Systems),
sCD14 (Flex Set, CBA (Cytometric Beads Array) 560418, Becton Dickinson) and interleukin-6 (IL6, Flex Set, CBA 558276, Becton Dickinson)
levels. Neutrophil activation was assessed by level of myeloperoxidase (MPO) released during persistent inflammation (Quantikine ELISA
DMYEOQOB, R&D Systems). The soluble form of the pro-inflammatory CD40 ligand (sCD40L), which is released by activated platelets as well as
by endothelial cells, macrophages or T-lymphocytes, was measured by ELISA, (eBiosciences BMS293CE). Inflammatory biomarkers such as
high-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP, Quantikine ELISA DCRP00, R&D Systems), or soluble intercellular adhesion molecule 1 (CD54/s-
ICAM1, Flex Set, CBA 560269, Becton Dickinson), and pro-inflammatory cytokines IL-1b (Enhanced Flex Set, CBA 561509, Becton Dickinson)
and IL-18 (ELISA, eBiosciences BMS267/2CE) were also measured by ELISA. In addition, D-Dimer (Elisa, Diagnostica Stago 947), interferon y
(IFN-y)—inducible protein 10 (IP-10) /CXCL10 (Flex Set, CBA 558280, Becton Dickinson), sTNFR-1 (Flex Set, CBA 560156, Becton Dickinson)
were measured by ELISA. For serum biobanking, whole blood was spun at 3000rpm for 10 minutes. Samples were run at a 1:2 dilution for
evaluation of IL-18, sCD40L and BAFF/BLYSS, at a 1:10 dilution for CD163, a 1:200 dilution for CRP, a 1:20 dilution for MPO, a 1:21 dilution for
D-dimer, a 1:4 dilution for IL-6, sCD14, sCD54, IP-10 and sTNFR-I, and a 1:3 dilution for IL1-b.
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B: Supplementary analyses — Strategy for the risk of each age-related comorbidity

For each of the age-related comorbidities, we performed the same analysis as described in the principal analysis. We used similar
strategies for the adjustment of variable selection. Age and sex were integrated as a priori confounding factors. Adjustment
variables among the above listed were selected by a backward selection procedure starting with variables having a P-value less
than 0.25 in univariable analyses. Additionally, all biomarkers were tested separately in univariable analyses and only biomarkers
with a p-value of less than 0.05 were selected for multivariable analyses.

Factors associated with each age-related comorbidity at inclusion in the CIADIS sub-study

Logistic regression models were used to study the association of the two weighted scores with multimorbidity at inclusion.

Several models were tested according to age-related comorbidity and adjusted for the following potential confounding factors: age,
sex, CDC classification, and the presence of at least two additional age-related comorbidities for diabetes, cardiovascular diseases,
arterial hypertension (HTA), and cancers; age, sex, CDC classification and HCV infection for neurodegenerative disorders; age,
sex, CDC classification, cumulative duration on cART and HCV infection for dyslipidemias.

Models for diabetes, neurodegenerative disorders, HTA, and cancers: In the first model, we integrated both the cellular-CIADIS
and soluble-CIADIS weighted score, adjusted for the previously described potential confounding factors. TNFR1 and IL-6 were
significantly associated with the presence of diabetes, neurodegenerative disorders and HTA, and with the presence of cancers in
univariable analysis, respectively. Therefore, we also performed multivariable analysis with TNFR1 or IL-6 instead of the soluble-
CIADIS score. We assessed the following models: Model 1: cellular-CIADIS and soluble-CIADIS weighted score + confounding
factors; and Model 2: cellular-CIADIS weighted score + TNFR1 or IL-6 + potential confounding factors.

Models for cardiovascular diseases: In the first model, we integrated both the cellular-CIADIS and soluble-CIADIS weighted
score, adjusted for the previously described potential confounding factors. TNFR1, CD4+DR and CD4+CD57+CD28- were
significantly associated with the presence of cardiovascular diseases in univariable analysis. Therefore, we performed multivariable
analysis with TNFR1, CD4+DR and CD4+CD57+CD28- instead of the scores. We assessed the following models: Model 1: cellular-
CIADIS and soluble-CIADIS weighted score + confounding factors; Model 2: cellular-CIADIS weighted score + TNFR1 + potential
confounding factors; Model 3: CD4+DR + CD4+CD57+CD28- + soluble-CIADIS weighted score + potential confounding factors; and
Model 4: CD4+DR + CD4+CD57+CD28- + TNFR1 + potential confounding factors.

Models for dyslipidemias: In the first model, we integrated both the cellular-CIADIS and soluble-CIADIS weighted score, adjusted
for the previously described potential confounding factors. TNFR1, CD4+DR and CD4+TN were significantly associated with the
presence of dyslipidemias in univariable analysis. Therefore, we performed multivariable analysis with TNFR1, CD4+DR and
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CD4+TN instead of the scores. We assessed the following models: Model 1: cellular-CIADIS and soluble-CIADIS weighted score +
confounding factors; Model 2: cellular-CIADIS weighted score + TNFR1 + potential confounding factors; Model 3: CD4+DR +
CD4+TN + soluble-CIADIS weighted score + potential confounding factors; and Model 4: CD4+DR + CD4+TN + TNFR1 + potential
confounding factors.

Factors associated with the risk of each age-related comorbidity within the 3-year follow-up

Cox proportional hazard models with delayed entry were used to determine factors associated with non-HIV related comorbidity.
We used a similar strategy for adjustment of variable selection. For each age-related comorbidity, several multivariable models
were tested according to age-related comorbidity and adjusted for the following selected potential confounding factors: age, sex,
CDC classification, number of other non-HIV related comorbidities at inclusion and CD4+ cell count at inclusion.

Models for the risk of diabetes, neurodegenerative disorders, cancers and dyslipidemias: In the first model, we integrated
both the cellular-CIADIS and soluble-CIADIS weighted score, adjusted for the previously described confounding factors. TNFR1
was significantly associated with the presence of these comorbidities in univariable analysis. Therefore, we also performed
multivariable analysis with TNFR1 instead of the soluble-CIADIS score. We assessed the following models: Model 1: cellular-
CIADIS and soluble-CIADIS weighted score + confounding factors; and Model 2: cellular-CIADIS weighted score + TNFR1 +
potential confounding factors.

Models for the risk of cardiovascular diseases and HTA: In the first model, we integrated both the cellular-CIADIS and soluble-
CIADIS weighted score, adjusted for the previously described confounding factors. TNFR1 and CD4+DR were significantly
associated with the presence of cardiovascular diseases in univariable analysis. Therefore, we performed multivariable analysis
with TNFR1 and CD4+DR instead of the scores. We assessed the following models: Model 1: cellular-CIADIS and soluble-CIADIS
weighted score + confounding factors; Model 2: cellular-CIADIS weighted score + TNFR1 + potential confounding factors; Model 3:
CD4+DR + soluble-CIADIS weighted score + potential confounding factors; and Model 4: CD4+DR + TNFR1 + potential
confounding factors.

We further evaluated the CD4/CD8 ratio, the Veterans Aging Cohort Study (VACS) index and the immune risk profile (IRP) score in
separated models for both logistic regression and Cox models.
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Figure 1: Biomarkers of T-cell activation, senescence and maturation and soluble biomarkers projected on the plane
spanned by the first two principal components.

The first principal component (PC) accounted for 21% of biomarker variability and separated naive T cells (CD45RA+CD27+) from
i) activated T-cells (HLA-DR+ on CD4+ and CD8+ grouped together) and ii) senescent T cells (CD4+ and CD8+ CD57+CD28- and
CD4+ and CD8+ CD27-CD45RA+), as well as terminally differentiated T cells grouped together. The second PC accounted for 15%
of the biomarker variability and grouped all soluble biomarkers together (D-Dimer, BAFF/BLYSS, sCD163, sCD14, MPO, sCD40L,
CRP, IL-18, IP-10/CXCL10, IL6, TNFR1, CD54 (ICAM). Each weighted score is a linear combination of the standardized ranks of
cellular or soluble biomarkers multiplied with the eigenvector (representing the weight for each biomarker) of the first PC (cellular-
CIADIS weighted score) and the second PC (soluble-CIADIS weighted score). A positive cellular-CIADIS weighted score represents
an immune phenotype with higher T cell activation, expression of terminal differentiation and senescence markers, while a positive
soluble-CIADIS weighted score represents an immune phenotype with highly inflammatory phenotype.
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Variables factor map (PCA)

1.0

BAFF_BLYSS

Dim 2 (14.55%)
00

CD4_CD57CD28

CD4/TEMRA

-0.5

-1.0

2 - 0 1
Dim 1 (20 81%)

Legend: TN: T naive; TEMRA: terminally differentiated T cells; BAFF: B-cell activating factor; MPO: Myeloperoxidase; CRP: C-reactive protein; sCD40L sCD40 ligand, IL:
Interleukin; IP10: Interferon gamma-induced protein 10; TNFR1: Tumor necrosis factor receptor-1. PCA allows for a reducing dimensionality of inter-related variables by
transforming the original variables in a set of new variables, the so called principal components, which represent the majority of the variability of the initial variables. This
allowed us to better understand the correlations between cellular and soluble markers. We projected the data on the plane spanned by the first two components, which

explained 36% of the variability. Dim 1: first principal component. Dim 2: second principal component.
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Figure 2: Enrollment flowchart

Patients included in
CIADIS sub-study

N=1010

Patients without cellular and
soluble immune markers
measurements

v

N=182*

A 4

Patients included in the
present study

N=828

Legend: * Patients included in the present study were older, more frequently men, had higher CD4+ cell count, time elapsed since HIV infection, viral load
suppression, and duration under cART were significantly longer compared to patients excluded from this study. There was no difference for CDC stage nor
comorbidities except for dyslipidemias, HTA and cancer (more frequents in our population).
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Figure 3: Multivariable logistic regression models demonstrating the association between CIADIS markers, CIADIS scores and all
non-HIV related comorbidities (N=828)
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Legend: OR: Odds Ratio; Sd: standard deviation; 95% Cl: 95% confidence intervals. For diabetes, cardiovascular diseases, cancer and HTA, all models were adjusted for age, sex, CDC

classification and the presence of at least two additional age-related comorbidities at inclusion. For neurodegenerative disorders, all models were adjusted for age, sex, CDC classification and HCV

infection. For dyslipidemias, all models were adjusted for age, sex, CDC classification, cumulative duration on cART, and HCV infection. A value of cellular-CIADIS weighted score above 0

represents an immune phenotype with higher T cell activation, expression of terminal differentiation and senescence markers, whereas cellular-CIADIS weighted scores below 0 represent a less

activated and less senescent profile.
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Figure 4: Hazard ratios (HR) with 95% confidence intervals estimated by the Cox proportional hazards model with delayed entry for
the association between CIADIS scores and the risk of all non-HIV related comorbidities for a 3 year follow-up (n=828).
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Legend: HR: Hazard Ratio; Sd: standard deviation;. 95% Cl: 95% confidence intervals. All models were adjusted for age, sex, CDC classification, number of other non-HIV related comorbidities at
inclusion, and CD4+ cell count at inclusion. The two weighted CIADIS-scores, TNFR1, and CD4+DR were used as categorical variables in the models. Each variable was categorized by their

interquartile range: low profile (<Q1), medium profile (Q1-Q3) and high profile (>Q3). For each categorical variable in these analyses, the reference category is the low category.
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Table 1: Univariable logistic regression models of the association between CIADIS

markers, CIADIS scores and multimorbidity

Variable OR (95% Cl) p
Cellular CIADIS-weighted score (/sd) 1.7 (1.4-2.0) <0.0001
Soluble CIADIS-weighted score (/sd) 1.2 (1.1-1.5) 0.0057
BAFF_BLYSS (/sd) 1.1 (0.9-1.3) 0.3335
CD163 (/sd) 1.3 (1.1-1.5) 0.0027
MPO (/sd) 0.9 (0.7-1.1) 0.2825
CRP (/sd) 1.2 (1.0-1.4) 0.1000
D-Dimer (/sd) 1.3 (1.1-1.5) 0.0025
sCD40L (/sd) 1.0 (0.8-1.2) 0.9018
IL18 (/sd) 1.1 (1.0-1.3) 0.1680
CD54 (/sd) 1.0 (0.8-1.2) 0.8546
CD14 (/sd) 0.9 (0.7-1.1) 0.4012
IP10 (/sd) 1.1 (0.9-1.3) 0.3253
TNFR1 (/sd) 1.5 (1.3-1.8) <0.0001
IL6 (/sd) 1.0 (0.8-1.2) 0.9174
CD4+ DR (/sd) 1.4 (1.2-1.6) 0.0002
CD4+ CD57+ CD28- (/sd) 1.3 (1.1-1.6) 0.0003
CD4+ TN (/sd) 0.7 (0.5-0.8) <0.0001
CD4+ TEMRA (/sd) 1.2 (1.0-1.4) 0.0488
CD8+ DR (/sd) 1.4 (1.2-1.6) 0.0003
CD8+ CD57+ CD28- (/sd) 1.2 (1.0-1.5) 0.0261
CD8+ TN (/sd) 0.6 (0.5-0.7) <0.0001
CD8+ TEMRA (/sd) 1.3 (1.1-1.5) 0.0036
CD4/CD8 ratio (/sd) 0.9 (0.7-1.0) 0.1240
VACS score (/sd) 1.6 (1.4-1.9) <0.0001
IRP score (/sd) 0.9 (0.7-1.0) 0.1347

Legend: OR: Odds Ratio, p: p-value, Sd: standard deviation. TNFR1: Tumor necrosis factor receptor. 95% CI:
95% confidence intervals. A cellular-CIADIS weighted score with a value above 0 represents an immune
phenotype with higher T cell activation, expression of terminally differentiation, and senescence markers, whereas
negative values of the cellular-CIADIS weighted score represent a less activated and less senescent profile.
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Table 2: Univariable analysis showing Hazard ratios (HR) with 95% confidence

intervals estimated by Cox proportional hazard models for the association between

CIADIS scores and the risk of novel age-related comorbidity within 3 years of follow-

up (n=828).
HR (95% Cl) P
Cellular CIADIS-weighted score (ref=Low) 1.0 0.0005
Medium 1.2 (0.9-1.6)
High 1.8 (1.3-2.5)
Soluble CIADIS-weighted score (ref=Low) 1.0 0.5375
Medium 1.2(0.9-1.5)
High 1.1(0.8-1.6)
TNFR1 (ref=Low) 1.0 0.1607
Medium 1.0 (0.8 -1.3)
High 1.3(0.9-1.7)
CD4+ DR (ref=Low) 1.0 0.0017
Medium 1.1 (0.8-1.4)
High 1.6 (1.2 -2.2)
CD4+ CD57+28- (/1sd) 1.1(1.0-1.2) 0.0797
CD4+ TN (/1sd) 1.0(0.9-1.1) 0.4171
CD4+ TEMRA (/1sd) 1.1(1.0-1.3) 0.0988
CD8+ DR (ref= Low) 1.0 0.0020
Medium 1.3 (1.0-1.7)
High 1.7 (1.3 -2.4)
CD8+ CD57+28- (/1sd) 1.1(1.0-1.2) 0.0615
CD8+ TN (/1sd) 0.9 (0.8-1.0) 0.1028
CD8+ TEMRA (/1sd) 1.2(1.1-1.3) 0.0041

Legend: HR: Hazard Ratio; p: p-value; Sd: standard deviation; TNFR1: Tumor necrosis factor receptor-1; 95%

Cl: 95% confidence intervals. The two weighted CIADIS-scores and selected biomarkers were used as

categorical variables in the models. Each variable was categorized by their interquartile range: low profile (=Q1),

medium profile (Q1-Q3) and high profile (>Q3). For each categorical variable in these analyses, the reference

category is the low category.
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Table 3: Univariable analysis showing Hazard ratios (HR) with 95% confidence
intervals estimated by Cox proportional hazard models for the association between

CIADIS scores and mortality within 3 years of follow-up (n=828).

HR (95% ClI) P

Cellular CIADIS-weighted score (ref=Low) 1.0 0.36

Medium 1.1 (0.4-2.8)
High  0.5(0.1-1.7)

Soluble CIADIS-weighted score (ref=Low) 1.0 0.02

Medium 4.2 (0.5 - 33.5)
High 11.0 (1.4 - 86.2)

BAFF BLYSS (/1 Sd) 1.6 (1.4 - 1.8) <0.01
TNFR1 (/1 Sd) 1.4(1.2-1.6) <0.01
IL6 (ref=Low) 1.0 0.05

Medium 7.1 (0.9 - 55.9)
High 11.7 (1.5-92.1)

CD4+ DR (/1sd) 1.0 (0.7 -1.4) 0.89
CD4+ CD57+28- (/1sd) 0.7 (0.4-1.2) 0.19
CD4+ TN (/1sd) 1.2(0.8-1.7) 0.44
CD4+ TEMRA (/1sd) 0.3(0.1-1.2) 0.09
CD8+ DR (/1sd) 0.8 (0.5-1.2) 0.30
CD8+ CD57+28- (/1sd) 0.9(0.6-1.3) 0.55
CD8+ TN (/1sd) 0.9 (0.8-1.0) 0.1028
CD8+ TEMRA (/1sd) 0.7 (0.5-1.1) 0.12
CD4+/CD8 ratio <1 (ref=>=1) 0.5(0.2-1.4) 0.20
VACS score 1.7 (1.2-2.3) <0.01
IRP score 0.8(0.7-1.1) 0.14

Legend: HR: Hazard Ratio; p: p-value; Sd: standard deviation; TNFR1: Tumor necrosis factor receptor-1. 95%
Cl: 95% confidence intervals. The two weighted CIADIS-scores and selected biomarkers were used as
categorical variables in the models. Each variable was categorized by their interquartile range: low profile (< Q1),
medium profile (Q1-Q3) and high profile (>Q3). For each categorical variable in these analyses, the reference
category is the low category.

194



Annexe B

Annexe B

Article original publié dans une revue a comité de lecture

Ozanne A*, Duffau P*, Dauchy F-A, Rigothier C, Terrien C, Lazaro E, Cazanave C, Lawson-
Ayayi S, Bonnet F, Blanco P, Wittkop L*, Pellegrin I*; CIADIS sub-study in the ANRS CO3
Aquitaine cohort study group (* contributed equally to this work). Activation, senescence and
inflammation markers in HIV patients: association with renal function. AIDS Lond Engl. 15
mai 2017;31(8):1119-28.
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Description détaillées des mesures biologiques des marqueurs cellulaires et solubles

de ’activation, de I'inflammation et de 'immuno-sénescence

L’évaluation des marqueurs d’activation et de sénescence a été réalisée comme suit : tous
les échantillons de sang anticoagulé a 'EDTA ont été analysés sur sang frais le jour suivant
la prise de sang. Un panel de 9 marqueurs colorés a été utilisé pour les anticorps suivants :
FITC-CD57, PECD28, PC5.5-CD38, ECD CD45RA, PC7-CD27, APC-CD4, APC Alexa 750-
CD3, and APC Alexa 700-CD8 (Beckman-Coulter); V450-HLA-DR (Becton Dickinson, New
Jersey, USA). Les mesures ont été acquises avec le logiciel CXP et analysées avec le
logiciel Kaluza.

Le marqueur phénotypique CD27 a été utilisé avec CD45RA pour répartir les lymphocytes T
CD4p et CD8p en 4 sous-ensembles différents : CD45RApCD27p [lymphocytes T naifs
(TN)]; CD45RA-CD27p [lymphocytes T de la mémoire centrale (TCM)]; CD45RA-CD27- [les
lymphocytes T effecteurs mémoires (TEM)]; and CD45RApCD27- (lymphocytes T mémoires
terminaux différenciés (TEMRA)]. L’activation a été évaluée par I'expression du marqueur
HLA-DR sur les cellules T CD4 p et CD8 p. La sénescence des cellules CD4p et CD8p a,
quant a elle, été étudiée par I'expression des marqueurs CD57 et CD28 (CD57pCD28-
mesurant les lymphocytes T sénescents).

Les 12 marqueurs mesurés dans le cadre de cette étude sont les D-diméres (coagulation),
BAFF/BLYSS (pour les lymphocytes B), sCD163, sCD14 (pour monocytes/macrophages),
MPO (for neutrophiles), sCD40L (pour les lymphocytes T et les plaquettes), CRP, IL-18, IP-
10/CXCL10, IL6, TNFR1, CD54 (ICAM) (cytokines pro-inflammatoires et chimiokines, parmi
lesquelles 5 sont inclus dans le phénotype SASP (IP-10/CXCL10, IL6, TNFR1, CD54

(ICAM), IL-1b)).
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Le sérum a été séparé en aliquotes, congelé et stocké a —-80°C avant d’étre testé.
L’activation des cellules B a été mesurée par le facteur d’activation des cellules B (BAFF)
(Quantikine ELISA DBLYSOB, R&D Systems). L’activation des monocytes a été évaluée par
les taux de sCD163 (Quantikine ELISA DC1630, R&D Systems), sCD14 (Flex Set, CBA
(Cytometric Beads Array) 560418, Becton Dickinson) et d'interleukine-6 (IL6, Flex Set, CBA
558276, Becton Dickinson) (Joshua et al. J Immunol Research 2014). L’activation des
neutrophiles a été mesurée par le taux de myéloperoxidase (MPO) libérée pendant la phase
d’inflammation chronique (Quantikine ELISA DMYEOOB, R&D Systems). La forme soluble du
ligand pro-inflammatoire CD40 (sCD40L) libérée par I'activation plaquettaire, mais également
par les cellules endothéliales, les macrophages et les lymphocytes T, a été mesurée par
ELISA (eBiosciences BMS293CE). Les biomarqueurs d’inflammation telle que la protéine C-
réactive haute sensibilité (hs-CRP, Quantikine ELISA DCRP00, R&D Systems) et la
molecule d’adhésion intercellulaire soluble 1 (CD54/s-ICAM1, Flex Set, CBA 560269, Becton
Dickinson) et IL-18 (ELISA, eBiosciences BMS267/2CE), les D-Diméres (Elisa, Diagnostica
Stago 947), linterféron y (IFN-y)-inducible protein 10 (IP-10) /CXCL10 (Flex Set, CBA
558280, Becton Dickinson) et sTNFR-1 (Flex Set, CBA 560156, Becton Dickinson) ont été
mesurés par ELISA. Pour les sérums de la biothéque sur sang total, les échantillons ont été
effectué a une dilution 1:2 pour I'évaluation de I'lL-18, sCD40L et BAFF/BLYSS, a une
dilution de 1:10 pour CD163, a 1:200 pour CRP, a 1:20 pour MPO, a 1:21 pour D-diméres, a
une dilution 1:4 pour IL-6, sCD14, sCD54, IP-10 et sTNFR-I.
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Définition détaillée des comorbidités non liées au VIH utilisées dans la thése

Diabéte :
Avant I'inclusion dans CIADIS :

= Au moins un événement parmi les codes CIM10 suivants :

E10.8 | Diabétes autres complications

E10.9 | Diabéte insulino dépendant

E11.9 | Diabéte non insulino dépendant

E14.0 |Diabéte sans précision

E14.3 | Rétinopathie diabétique (lié E14.3 - H36.0)

E14.8 | Diabétes autres et non précisés

E14.9 |Diabéte SAI

= Et/ou au moins une prise de traitements par hypoglycémiants ou insuline,

= Et/ou 2 mesures consécutives de glycémie = 7 mmol/L

Dyslipidémies biologiques :

Dans un délai de 1 an avant l'inclusion dans CIADIS :

= Au moins un événement parmi les codes CIM10 suivants :

E78.0 | Hypercholestérolémie

E78.1 | Hypertriglycéridémie

198



E78.2

Annexe D

Hyperlipidémie mixte

E78.9

Anomalie du métabolisme des lipoprotéines sans précision

Et/ou au moins une prise de traitement par statines ou fibrates.

Maladies cardio-vasculaires :

Pour les troubles cardiologigues : avant I'inclusion dans CIADIS

Au moins un événement parmi les codes CIM10 suivants :

120.0 Angine de poitrine instable (Angor)

120.9 Angine de poitrine (Angor)

121.0 Infarctus transmural aigu du myocarde antérieur (antéro-septal, paroi antérieure SAl...)
121.9 Infarctus du Myocarde

123.3 Rupture de la paroi cardiaque sans hémopéricarde comme complication récente d’'un IDM
124.0 Thrombose coronaire n'entrainant pas un infarctus du myocarde

124.9 Cardiopathie ischémique aigué SP

125.1 Sténose des artéres coronaires (cardiopathie athéroscléreuse)

125.2 Infarctus du myocarde ancien NP

125.9 Cardiopathie ischémique chronique sans précision

Et/ou au moins un traitement par pontage ou par angioplastie.

Pour les troubles vasculaires du Systéme Nerveux Central : avant l'inclusion dans CIADIS

Au moins un événement parmi les codes CIM10 suivants :

160.9 Hémorragie méningée

161.9 Accident vasculaire cérébral hémorragique(hémorragie cérébrale)
162.0 Hémorragie sous-durale (aiglie, non traumatique)

162.9 Hémorragie intra-cranienne non traumatique (SP)

163.0 Infarctus cérébral di a une thrombose des artéres précérébrales
163.9 Accident vasculaire cérébral ischémique (infarctus cérébral)

164 Accident vasculaire cérébral sans précision

165.1 Sténose de 'artére basilaire

165.2 Sténose et occlusion de la carotide

165.8 Sténose d’une artére cérébrale

166.9 Occlusion et sténose d'une artére cérébrale sans précision
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G45.9 | Accident ischémique transitoire (AIT)

167.7 Vascularite cérébrale

167.8 Autres maladies cérébrovasculaires (ischémie cérébrale...)

167.9 Maladie cérébrovasculaire sans précision

G46.4 | Syndrome cérébelleux vasculaire (mettre en plus code AVC)

Pour les troubles vasculaires périphérique : avant I'inclusion dans CIADIS

= Au moins un événement parmi les codes CIM10 suivants :

170.0 Sténose de l'aorte

170.2 Athérosclérose des artéres distales des membres inférieurs (AOMI)

170.9 Artérite (athérosclérose sans présion)

173.8 Autres maladies périphériques vasculaires précisées (acrosyndrome...)

173.9 Maladie vasculaire périphérique np (claudication intermittente)

174.2 Embolie et thrombose des artéres des membres supérieurs

174.3 Embolie et thrombose des artéres des membres inférieurs

174.9 Embolie et thrombose des artéres non précisées

177 1 Sténose d'une artére

177.6 Artérite sans précision

177.9 Atteinte des artéres et artétrioles, sans précision

= Et/ou au moins un traitement par endartériectomie.

Hypertension :
Avant 'inclusion dans CIADIS :

= Au moins un événement parmi les codes CIM10 suivants :

110 Hypertension artérielle essentielle

111.0 Cardiopathie Hypertensive

112.0 Néphropathie hypertensive avec insuffisance rénale

112.9 Néphropathie hypertensive sans insuffisance rénale

115.9 Hypertension secondaire sans précision (effet secondaire médic)

= Et/ou Tension artérielle systolique = 140 mm/Hg ou tension artérielle diastolique = 90
mm/Hg pour 2 visites consécutives dans un délai de 2 ans avant CIADIS (TAS = 130
mm/Hg ou TAD = 80 mm/Hg chez les diabétiques)

= Et/ou Au moins un traitement par antihypertenseur parmi :
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Codage |Libellé

1 Inhibiteurs de I'enzyme de conversion (IEC ou IECA)

2 Béta-bloquants (HTA ...)

3 Antihypertenseurs non précisés

4 Diurétiques

5 Inhibiteurs calciques (Adalate, Loxen, ...)

14 Inhibiteur de I'enzyme de conversion (IEC) et diurétique
15 Beta bloquant et diurétique

17 Autre Anti-hypertenseur et diurétique

18 IEC + Inhibiteur calcique

Troubles dégénératifs du SNC :
Avant l'inclusion dans CIADIS :

= Au moins un événement parmi les codes CIM10 suivants :

F02.4 | Démence VIH (DMI2)

FO3 Démence pré-sénile

F06.7 Troubles de la mémoire

G30.9 | Maladie d’Alzheimer

G31.9 | Atrophie corticale, maladie dégénérative du SNC non précisée

Z13.3 | Examen spécial de dépistage des troubles mentaux et du comportement

Cancers :

Pour les cancers classant : dans un délai de 2 ans avant 'inclusion dans CIADIS

= Au moins un événement parmi les codes CIM10 suivants :

C46.0 | Sarcome de Kaposi cutané (DMI2)

C46.1 | Sarcome de Kaposi tissus mous

C46.2 | Sarcome de Kaposi du palais

C46.3 | Sarcome de Kaposi des ganglions lymphatiques

C46.7 | Sarcome de Kaposi d'autres sieges

C46.70 | Sarcome de Kaposi de sphéere ORL

C46.71 | Sarcome de Kaposi digestif (DMI2)

C46.72 | Sarcome de Kaposi broncho-pulmonaire (DMI2)

C46.78 | Sarcome de Kaposi d'autres localisations

C46.8 | Sarcome de Kaposi d'organes multiples
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C46.9 | Sarcome de Kaposi SAI

C50.0 | Tumeur maligne du col uterin invasif de I'endocol
C53.1 | Tumeur maligne du col uterin invasif de I'exocol
C53.8 | Tumeur maligne du col uterin invasif contigu au col
C53.9 | Tumeur maligne du col de I'utérus sans précision
C82.7 | Lymphome non hodgkinien, folliculaire autres formes
C83.3 |Lymphome NH diffus a grandes cellules

C83.4 |Lymphome immunoblastique

C83.7 | Lymphome de Burkitt (DMI2)

C83.8 | LMNH diffus autres formes (immunocytome...)

C83.9 | Lymphome diffus non hodgkinien

C85.0 |Lymphosarcome

C85.1 | Lymphome Cellule B - SAI

C85.71 | Lymphome Primaire Cérébral (DMI2)

C85.9 |Lymphomes non Hogkinien (quel que soient le type et le grade) (DMI2)

Pour les cancers non-classant : dans un délai de 2 ans avant l'inclusion dans CIADIS

Au moins un événement parmi les codes CIM10 suivants :

C02.9 Tumeur maligne de la langue

C03.9 Tumeur maligne de la gencive np
C09.9 Tumeur maligne de lamygdale SAl
C10.9 Tumeur maligne de loropharynx
C14.0 Tumeur maligne du pharynx SAl
C15.9 Tumeur maligne de Isophage

C16.9 Tumeur maligne de I'estomac

c18.4 Tumeur maligne du colon transverse
c18.7 Tumeur maligne du colon sigmoide
C18.9 Tumeur maligne du colon SAl

C19 Tumeur maligne rectosigmoidienne
Cc20 Tumeur maligne du rectum

C21.0 Tumeur maligne de I'anus

C21.1 Tumeur maligne du canal anal

Cc21.8 Tumeur maligne contiglies du rectum, de I'anus et du canal anal
C22.0 Hépatocarcinome du foie

C22.9 Tumeur maligne du foie

Cc23 Tumeur maligne de la vésicule biliaire
C24.9 Tumeur maligne des voies biliaires
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C25.9 Tumeur maligne du pancréas toutes localisations

C26.0 Tumeur maligne de l'intestin SAI

C26.8 Tumeur maligne a localisations contiglies de I'apparei digestif

C26.9 Tumeur maligne de I'appareil digestif SAI

C31.9 Tumeur maligne des sinus

C32.9 Tumeur maligne corde vocale, larynx

C34.9 Tumeur maligne bronche et poumon

c38.8 Tumeur maligne a localisations contigiies du coeur, du médiastin et de la
plévre (DMI2)

C39.9 Tumeur maligne des voies respiratoires SAI

C41.0 Tumeur maligne des os du créne et de la face

C41.2 Tumeur maligne du rachis (DMI2)

C43.9 Mélanome malin de la peau SAI

C44.0 Tumeur maligne de la peau du cuir chevelu et du cou

C44.3 Tumeur maligne de la face parties autres et non précisées

C44.4 Tumeur maligne du cuir chevelu

C44.5 Tumeur maligne peau du tronc, du sein, de la marge anale

C44.9 Tumeur maligne de la peau (autre que le mélanome, dont T de Merkel)

C48 Tumeur maligne du retro-péritoine et du péritoine

C49.9 Tumeur maligne des tissus conjonctifs

C50.9 Tumeur maligne du sein chez la femme ou chez 'homme

C51.9 Tumeur maligne de la vulve

C56 Tumeur maligne de lovaire

C57.7 Tumeur maligne des autres organes génitaux de la femme

C60.1 Tumeur maligne du gland

C60.9 Tumeur maligne verge ou autres organes génitaux masculin

C61 Tumeur maligne de la prostate

C62.0 Tumeur maligne du testicule (cryptorchidie)

C62.1 Tumeur maligne du testicule (testicule descendu)

C62.9 Tumeur des testicules

Co64 Tumeur maligne du rein (hors bassinet)

C67.9 Tumeur maligne de la vessie

C68.0 Tumeur maligne de l'urétre

C71.0 Tumeur cérébrale

C71.9 Tumeur maligne du cerveau SAl (dont astrocytome)

C73 Tumeur maligne de la thyroide

C74.9 Tumeur maligne des glandes surrénales

C76.0 Tumeur maligne de la téte, de la face et du cou

C76.5 Tumeur maligne du membre inférieur
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C77.0 Métastase ganglions lymphatiques, téte, face, cou.

C77.1 Métastase des ganglions lymphatiques intrathoraciques

Cr7.4 Tumeur maligne des ganglions lymphatiques inguinaux et du membre inférieur
C77.8 Tumeur maligne des ganglions lymphatiques de siéges multiples
C78.0 Métastase pulmonaire (tumeur secondaire du poumon)

C78.2 Métastase de la plévre (Tumeur maligne secondaire de la plévre)
C78.6 Métastase du péritoine (tumeur secondaire)

Cc78.7 Metastase hépatique (tumeur secondaire du foie)

C78.8 Metastase de Isophage (Tumeur secondaire)

C79.0 Métastase du rein (tumeur secondaire)

C79.2 Metastase cutanée (tumeur secondaire de la peau)

C79.3 Métastase cérébrale (tumeur secondaire du cerveau)

C794 Métastase du systéme nerveux autres (méningite lymphomateuse)
C79.5 Metastase osseuse (tumeur secondaire de I'os)

C79.6 Métastase ovarienne (tumeur secondaire de lovaire)

C79.7 Métastase surrénalienne (Tumeur secondaire de la glande surrénale)
C79.8 Métastase du tissu conjonctif (épaule)

C80 Tumeur maligne généralisée, métastases (cachexie maligne)
C81.9 Maladie de Hodgkin (Stade B)

C84.1 Réticulose de Sézary (lymphome cellules T) Non SIDA

C84.5 Lymphomes a cellules T, autres et non précisés. Non SIDA

C88.0 Macroglobulinémie de Waldenstrom

C90.0 Myelome

C91.1 Leucémie Lymphoide Chronique ( LLC)

C92.0 Leucémie aigué myéloide (LAM)

C92.2 Leucémie myeloide chronique - LMC

C95.0 Leucémie aigle a cellules non précisées

C95.9 Leucémie SAl
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Résultats du chapitre 4 : « Combinaison des marqueurs d’activation, d’inflammation et

de sénescence »
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Tableau 1 (Annexe E) : Comparaison des caractéristiques a I'inclusion des 1010 patients inclus
dans CIADIS vs. les patients de la file active de la cohorte ANRS CO3 Aquitaine

Ciadis File active Total
Caractéristiques
N=1010 N=2583 p* N=3593
Age (en années), n 50 (44;57) 48 (42;54) <0.01 49 (42;55)
Hommes, n (%) 735 (72.8) 1848 (71.5) 0.55 2583 (71.9)
Stade de l'infection, n (%) <0.01
C 512 (50.7) 1450 (56.4) 1962 (54.8)
A 274 (27.1) 584 (22.7) 858 (24.0)
B 224 (22.2) 538 (20.9) 762 (21.3)
Mode de transmission, n
0.74
(%)
Homo/Bisexualité 417 (41.3) 1077 (41.8) 1494 (41.6)
Hétérosexualité 357 (35.3) 909 (35.2) 1266 (35.3)
Toxicomanie 141 (14.0) 378 (14.7) 519 (14.5)
Autres 95 (9.4) 215 (8.3) 310 (8.6)
Délai depuis 1ére sérologie
16 (10;22) 15 (8;21) <0.01 16 (8;21)

positive (en années), n

Durée d'indétectabilité de la
i 45 (1.481) 27 (1.0,6.4) <0.01 3.1 (1.1;7.0)
CV (avec blip, en années), n

CV indétectable, n (%) 877 (86.9) 2203 (854) 0.25 3080 (85.8)
Mesure de CD4 (en (417;745 (416;774
565 571 0.51 608 (326)

cellules/mm3), n ) )
Ratio CD4/CD8, n 0.8 (0.6;1.2) 0.8 (0.51.2) 0.41 0.8 (0.6;1.2)
Délai depuis 1ére mise

. (7.5;16.4 (4.7;15.5
sous traitement (en 13.3 ) 10.4 ) <0.01 113 (5.4;15.8)
années), n
Co-infection VHB, n (%) 71 (7.2) 182 (7.9) 0.48 253 (7.7)
Co-infection VHC, n (%) 237 (23.9) 544 (23.5) 0.80 781 (23.6)
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Ciadis File active Total
Caractéristiques

N=1010 N=2583 p* N=3593
Classe eGFR, n (%) 0.28
>90 676 (69.3) 1737 (67.6) 2413 (68.1)
60-90 264 (27.1) 709 (27.6) 973 (27.5)
<60 35 (3.6) 122 (4.8) 157 (4.4)
Diabéte, n (%) 134 (13.3) 293 (11.3) 0.11 427 (11.9)

Dyslipidémie biologique, n

% 376  (38.5) 832 (322) <0.01 1208  (33.9)
0

Hypertension (TAS>140 ou

335 (35.1) 666 (28.6) <0.01 1001 (30.5)
TAD>90), n (%)

Troubles neuro-dégénératif

99  (9.8) 217  (8.4) 0.18 316 (8.8)
SNC, n (%)

Cancer classant ou non
131 (13.0) 275 (10.6) 0.05 406 (11.3)
classant, n (%)

Troubles SNC, n (%) 981  (97.1) 2492 (96.5) 033 3473  (96.7)

* Test de Student pour les variables quantitatives (si en rouge: test de Mann-Whitney Wilcoxon)
Test du Khi2 pour les variables qualitatives (si en rouge: test exact de Fisher)
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Patients inclus dans
la sous-étude CIADIS

N=1010

Patients exclus car
consentements non conformes

»
|

N=182*

Y

Patients inclus dans les
analyses

N=828

Figure 1 (Annexe E). Diagramme de flux des patients inclus dans les travaux de thése

Légende: * Les patients inclus dans cette étude sont plus agés, plus freqquemment des hommes, ont des valeurs de CD4+ plus élevées, un délai depuis la 1
de suppression de la charge virale et de temps passé sous ARV plus long comparés aux 182 patients exclus de I'analyse. En revanche, il n’y avait pas de différence
concernant le stade clinique de I'infection, ni la proportion des comorbidités sauf pour les dyslipidémies biologiques, I'HTA et les cancers plus fréquent chez les patients inclus

ere

sérologie VIH+,

dans l'analyse.
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Tableau 2 (Annexe E) : Comparaison des caractéristiques a I'inclusion des 828 patients inclus dans I’analyse vs. des 182 patients exclus (N=1010
dans la sous-étude CIADIS).

Total Exclus Inclus
Caractéristiques P
(N=1010) (N=182) (N=828)
Hommes, n (%) 735 (73) 113 (62) 622 (75) <0.01
Age (années)* 50 (44; 57) 47 (40; 53) 51 (45; 57) <0.01
Mode de contamination, n (%) 0.03
HSH 417 (41) 58 (32) 359 (43)
Hétérosexuel 357 (35) 76 (42) 281 (34)
Consommation de drogues 141 (14) 26 (14) 115 (14)
Autres 95 (9) 22 (12) 73 (9)
Délai depuis la 1ére sérologie VIH+ (années)* 16 (10; 22) 15 (7; 21) 17 (11; 22) <0.01
Stades CDC, n (%) <0.01
A 512 (51) 95 (52) 417 (50)
B 274 (27) 50 (28) 224 (27)
C 224 (22) 37 (20) 187 (23)
Patients sous ARV, n (%) 0.1
2INTI+ 1IP/r 415 (41) 73 (40) 342 (42)
2INTI+ 1INNTI 288 (29) 32 (18) 256 (31)
Autres 307 (30) 77 (42) 225 (27)
Délai depuis la 1ére mise sous ARV (années)* 13 (8;16) 11 (6; 16) 13 (8;16) <0.01
Délai depuis indétectabilité de la charge virale
5(2;8) 0.1(0.0;2.8) 5(2;9) <0.01

(années)*
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Total Exclus Inclus
Caractéristiques P?

(N=1010) (N=182) (N=828)
Nadir des CD4+ (cellules/mm3)* 209 (102 ; 304) 218 (101 ; 327) 203 (103 ; 303) 0.45
Délai depuis le nadir des CD4+ (années)* 8(4;14) 5(2;10) 8(5;15) <0.01
Nombre de CD4+ (cellules/mm3)* 565 (417; 745) 494 (337 ; 680) 579 (431, 760) <0.01
Ratio CD4/CD8, n 0.8(0.6;1.2) 0.7(0.4;1.1) 0.9(0.6;1.2) <0.01
CMV, n(%) 745 (89) 146 (92) 599 (89) 0.18
Infection par le VHC, n(%) 237 (24) 50 (28) 187 (23) 0.12
Infection par le VHB, n(%) 71 (7) 13 (7) 58 (7) 0.63

Comorbidités non liées au VIH, n(%)

Maladie rénale chronique, n(%) 33 (3) 4 (2) 29 (4) 0.97
Diabete n(%) 135 (13) 25 (14) 110 (13) 0.87
Dyslipidémies, n(%) 409 (41) 55 (30) 354 (43) <0.01

Maladies cardio-vasculaires, n(%) 99 (10) 14 (8) 85 (10)
Hypertension, n(%) 440 (44) 64 (35) 376 (45) 0.01
Troubles dégénératifs du SNC, n(%) 30 (3) 5 (3) 25 (3) 0.84
Cancer SIDA et non-SIDA, n(%) 132 (13) 15 (8) 117 (14) <0.01

Légende: * Les valeurs indiquées par I'astérisque sont les médianes (Q1Q3) sauf si indiqué autrement; § La sérologie CMV était disponible pour 675 patients. *Tests de
Student ou de Mann-Whitney pour les variables quantitatives / Test du Chi-deux ou de Fisher exact pour les variables qualitatives. HSH: Hommes ayant des rapports sexuels

avec des hommes. CDC: Centre de controle des maladies, ARV: Antirétroviraux, CMV: cytomegalovirus, INTI

Inhibiteur de la protéase boosté par ritonavir, INNTI: Inhibiteur non-nucléosidique de la transcriptase inverse, SNC: systéme nerveux central.

. Inhibiteur nucléosidique de la transcriptase inverse, IP/r:
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Tableau 3 (Annexe E) : Analyse en composantes principales - Valeurs propres et variances
expliquées par les composantes principales. Sous-étude CIADIS (N=828 patients).

Composantes
Valeur propre Inertie (Variance) (%) Variance cumulée (%)
principales
CP1 4.163 20.813 20.813
CP2 2.910 14.549 35.362
CP3 1.647 8.235 43.598
CP4 1.397 6.987 50.584
CP5 1.154 5.770 56.354
CP6 1.073 5.363 61.717
CP7 0.979 4.897 66.614
CP8 0.892 4.458 71.072
CP9 0.844 4.218 75.290
CP10 0.772 3.861 79.151
CP11 0.695 3.473 82.625
CP12 0.652 3.260 85.885
CP13 0.573 2.866 88.751
CP14 0.550 2.749 91.500
CP15 0.497 2.486 93.987
CP16 0.426 2.128 96.115
CP17 0.280 1.399 97.513
CP18 0.222 1.109 98.622
CP19 0.154 0.769 99.391
CP20 0.122 0.609 100.000

On retrouve ainsi que la premiére composante principale expliquait 21 % de la variabilité des
données et que la deuxieme composante principale expliquait 15 % de la variabilité des

données.
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Tableau 4 (Annexe E) : Analyse en composantes principales — Poids et contribution relative des marqueurs immunologiques cellulaires et solubles
permettant de calculer les scores CIADIS cellulaire et soluble pondérés. Sous-étude CIADIS (N=828 patients).

CP1 (21%) CP2 (15%)
Coordonnées
Marqueurs factorielles Contributions Contribution
. . Vecteur propre
immunologiques (coefficients (poids) relatives du Coordonnées Vecteur propre relative du
de corrélation marqueur (en %) marqueur (en %)
de Spearman)
Marqueurs cellulaires
CD4+ DR+ 0.71 0.35 12.29 0.16 0.09 0.85
CD4+CD57+CD28- 0.79 0.39 14.56 -0.26 -0.15 2.32
CD4+TN -0.51 -0.25 6.38 -0.13 -0.08 0.57
CD4+TEMRA 0.67 0.33 10.91 -0.28 -0.17 2.75
CD8+ DR+ 0.64 0.31 14.98 0.07 0.04 0.15
CD8+CD57+CD28- 0.76 0.37 13.84 -0.17 -0.10 1.02
CD8+TN -0.75 -0.37 13.55 -0.03 -0.01 0.02
CD8+TEMRA 0.78 0.38 9.75 -0.24 -0.14 1.91
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Tableau 4 (Annexe E) : Suite et fin

CP1 (21%) CP2 (15%)
Coordonnées
Marqueurs factorielles Contributions Contribution
. . Vecteur propre
immunologiques (coefficients (poids) relatives du Coordonnées Vecteur propre relative du
de corrélation marqueur (en %) marqueur (en %)
de Spearman)
Marqueurs solubles
BAFF BLYSS (pg/mL) 0.02 0.01 0.008 0.60 0.35 12.30
CD163 (en ng/mL) 0.12 0.06 0.32 0.49 0.29 8.23
MPO (en ng/mL) -0.02 -0.01 0.006 0.14 0.08 0.65
CRP (en ng/mL) 0.19 0.09 0.84 0.40 0.23 5.42
D-Dimeres (en ng/mL) 0.13 0.06 0.40 0.37 0.22 4.67
sCD40L (en pg/mL) 0.06 0.03 0.09 0.04 0.02 0.06
IL18 (en pg/mL) -0.05 -0.02 0.05 0.19 0.11 1.28
sCD54 (en ng/mL) 0.005 0.002 0.0006 0.64 0.38 14.13
sCD14 (en ng/mL) 0.03 0.02 0.02 0.24 0.14 1.92
IP10 (en pg/mL) 0.25 0.12 1.53 0.63 0.37 13.53
TNFR1 (en pg/mL) 0.07 0.03 0.11 0.66 0.39 15.05
IL6 (en pg/mL) 0.12 0.06 0.35 0.62 0.36 13.17

Ces coordonnées permettaient d’évaluer la contribution factorielle de chaque marqueur immunologique a la composante principale et
permettaient de représenter graphiquement, par projection, les marqueurs immunologiques cellulaires et solubles, sur un plan a deux
dimensions, constitué par les axes des deux premiéres composantes principales. La représentation graphique des marqueurs immunologiques

dans le plan formé par CP1 x CP2 a donné lieu a la figure 5 de I'article présenté en section 5.4.3 et a permis d’interpréter les deux premiéres
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composantes principales. Pour valider cette interprétation, il a également été nécessaire d’explorer la projection des marqueurs
immunologiques sur les autres composantes principales (contributions non présentées ici).

Chaque score CIADIS pondéré est une combinaison linéaire des marqueurs cellulaires et solubles (valeurs des rangs) multiplié par le vecteur
propre de la 1°® PC (score CIADIS cellulaire pondéré) et de la 2"* PC (score CIADIS soluble pondéré). Les vecteurs propres de chaque CP

permettaient de calculer la valeur des variables « Score CIADIS cellulaire (CP1) et soluble (CP2) » pour chaque patient.

Score CIADIS cellulaire pour le patient i
= (0.35 X CD4DRi) + (0.39 x CD4CD57CD28 — i) — (0.25 X CDATNi) + (0.33 Xx CDATEMRAI) + (0.31 X CD8DR1)
+ (0.37 x CD8CD57CD28i) — (0.37 x CDBTNi) + (0.38 x CD8TEMRAI) + (0.01 x BAFFi) + (0.06 x CD163i) — (0.01 X MPOi)
+ (0.09 X CRPi) + (0.06 x DDii) + (0.03 x sCD40Li) — (0.02 x IL18i) + (0.002 x sCD54i) + (0.02 x sCD14i) + (0.12 x IP10i)
+ (0.03 x TNFR1i) + (0.06 x IL6i)

Score CIADIS soluble pour le patient i
= (0.09 x CD4DRi) — (0.15 x CD4CD57CD28 — i) — (0.08 X CDATNi) — (0.17 X CDATEMRAi) + (0.04 X CD8DR1)
— (0.10 X €D8CD57CD28i) — (0.01 x CDBTNi) — (0.14 x CD8TEMRAi) + (0.35 x BAFFi) + (0.29 x CD163i) + (0.08 x MPOi)
+ (0.23 X CRPi) + (0.22 x DDii) + (0.02 X sCD40Li) + (0.11 x IL18i) + (0.38 X sCD54i) + (0.14 x sCD14i) + (0.37 x IP10i)
+ (0.39 X TNFR1i) + (0.36 x IL6i)
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Résultats du chapitre 5: « Partie 2 — Associations transversales entre les scores
CIADIS pondérés et i) la multimorbidité, ii) la MRC et iii) les autres comorbidités non
liées au VIH »
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Tableau 1 (Annexe F) : Modéles de régression logistique univariables de I’association entre les
marqueurs immunologiques, les scores CIADIS et la multi-morbidité.

Variables OR (IC 95%) p
Score CIADIS cellulaire (/Et) 1.7 (1.4-2.0) <0.01
Score CIADIS soluble (/Et) 1.2 (1.1-1.5) <0.01
Lymphocytes T CD4+ (/Et)*
CD4+ DR+ 1.4 (1.2-1.6) <0.01
CD4+CD57+CD28- 1.3 (1.1-1.6) <0.01
CD4+TN 0.7 (0.5-0.8) <0.01
CD4+TEMRA 1.2 (1.0-1.4) 0.04
Lymphocytes T CD8+ (/Et)*
CD8+ DR+ 1.4 (1.2-1.6) <0.01
CD8+CD57+CD28- 1.2 (1.0-1.5) 0.03
CD8+TN 0.6 (0.5-0.7) <0.01
CD8+TEMRA 1.3 (1.1-1.5) <0.01
Coagulation
D-Dimeres (Et) 1.3 (1.1-1.5) <0.01
Lymphocytes B
BAFF BLYSS (Et) 1.1 (0.9-1.3) 0.33
Monocytes/macrophages
sCD163 (Et) 1.3 (1.1-1.5) <0.01
sCD14 (Et) 0.9 (0.7-1.1) 0.40
Neutrophiles
MPO (Et) 0.9 (0.7-1.1) 0.28

216



Tableau 1 (Annexe F) : Suite et fin

Annexe F

Variables OR (IC 95%) 0]
Activation plaquettaire
sCD40L (Et) 1.0 (0.8-1.2) 0.90
Cytokines pro-inflammatoires
CRP (EY) 1.2 (1.0-1.4) 0.10
IL18 (EY) 1.1 (1.0-1.3) 0.17
IP10 (EY) 1.1 (0.9-1.3) 0.33
IL6 (EY) 1.0 (0.8-1.2) 0.92
TNFR1 (EY) 1.5 (1.3-1.8) <0.01
CD54 (EY) 1.0 (0.8-1.2) 0.85
Ratio CD4'/CD8" 0.9 (0.7-1.0) 0.12
VACS 1.6 (1.4-1.9) <0.01
IRP

Légende: OR: Odds Ratio, p: p-value, Et: écart-type. IC 95% : Intervalle de Confiance a 95%. TN: T naive;

TEMRA: terminally differentiated T cellules; BAFF: B-cell activating factor; MPO: Myeloperoxidase; CRP: C-
reactive protein; sCD40L sCD40 ligand, IL: Interleukin; IP10: Interferon gamma-induced protein 10; TNFR1:
Tumor necrosis factor receptor 1. Un score CIADIS cellulaire pondéré supérieur a 0 représentes un phénotype
immunitaire avec des marqueurs de I'activation cellulaire T, de la sénescence et de la différentiation élevés alors
que des valeurs négatives du score pondéré CIADIS cellulaire représentes un profil immunitaire moins activé et
moins sénescent. Un score CIADIS soluble pondéré supérieur a 0 représente un phénotype immunitaire avec des
niveaux d’'inflammation plus élevés alors que des valeurs négatives du score CIADIS soluble représentent un
profil avec une inflammation moins élevée.
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Figures 1 (Annexe F) : Courbes ROC et Aire sous la courbe ROC (AUC) non corrigées issues des modéles de régression logistique sur la présence

de i) multimorbidité, ii) MRC et iii) autres comorbidités non liées au VIH
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Légende: AUC : Aire sous la courbe ROC. Plus l'aire sous la courbe ROC (AUC) est proche de 1, meilleure est la discrimination.
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Figures 1 (Annexe F) : Suite

c) Présence de maladies cardiovasculaires e) Présence de troubles du SNC
ROC Curves for Comparisons ROC Curves for Comparisons
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———— Score VACS (0.8044) —— Ratio CD4/CDE (0.6659)
—— Score IRP (0.7912) —— Score YACS (0.6911)

Score IRP (0.6831)

Légende: AUC : Aire sous la courbe ROC. Plus l'aire sous la courbe ROC (AUC) est proche de 1, meilleure est la discrimination.
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Figures 1 (Annexe F) : Suite et fin
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Annexe F

h) Présence de dyslipidémies biologiques
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Légende: AUC : Aire sous la courbe ROC. Plus l'aire sous la courbe ROC (AUC) est proche de 1, meilleure est la discrimination.
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Tableau 2 (Annexe F) : Analyses multivariables — Odds Ratio (OR) et leur intervalle de confiance a 95% estimés par les modéles de régression

logistiques pour I’'association entre les scores CIADIS et la multimorbidité (excluant les dyslipidémies, I’hypertension et les troubles dégénératifs

du SNC) (n=828).

Variables

Score CIADIS cellulaire

(Isd)

Score CIADIS soluble

(/sd)

CD8+ DR (/sd)
TNFR1 (/sd)
Score VACS (/Sd)
Score IRP (/sd)

Ratio CD4+/CD8+ (/sd)

1.4 (1.0-1.9)

1.0 (0.9-1.2)

Modeéle 2 Modeéle 3 Modeéle 4 Modéle 5 Modéle 6 Modeéle 7
AIC = 385.4 AIC = 389.5 AIC = 655.2 AIC = 390.8 AIC = 645.6 AIC = 393.7
AUC =0.82 AUC =0.83 AUC =0.84 AUC = 0.81 AUC =0.82 AUC =0.82
OR (IC95%) OR (IC95%) P OR (IC95%) OR (IC95%) OR (1C95%) OR (IC95%) P
1.4 (1.0-1.9) 1.4 (1.11.9)
1.1 (0.9-1.5) 1.1(0.9-14) 043
1.4 (1.1-1.8) 0.01 1.5(1.1-1.9)
1.3 (1.1-1.7) 1.3 (1.1-1.7)

0.8 (0.4-1.4) 0.44

Légende : tous les modéles sont ajustés sur I'age, le sexe et le stade de I'infection
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Patients inclus dans
la sous-étude CIADIS

N=1010
Patients avec des mesures
manquantes de DFGe a
l'inclusion dans CIADIS

A 4
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virale detectable (ARN
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/ Patients avec \
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conformes a l'inclusion

dans CIADIS
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Patients sous
cobicistat
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Patients inclus dans I'étude
sur le rein

N=756

Figure 2 (Annexe F): Diagramme de flux des patients inclus dans I'analyse de la maladie rénale chronique (MRC)

Légende: DFGe: Débit de filtration glomérulaire estimé
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Tableau 3 (Annexe F) : Analyses univariables - Association entre les facteurs de risque et la

MRC (DFGe <60 vs. DFGez 60 confirmés) évaluée par des modéle de régression logistiques

Variables OR [IC 95%] P
Score CIADIS cellulaire 1.2[1.0-1.5] 0.05
Score CIADIS soluble 1.4 [1.2-1.8] <0.01
Lymphocytes T CD4+ (/Et)
CD4+ DR+ 1.5[1.1-2.0] <0.01
CD4+CD57+CD28- 1.2 [0.9-1.6] 0.22
CD4+TN 0.7 [0.5-1.0] 0.06
CD4+TEMRA 0.9[0.6-1.4] 0.75
Lymphocytes T CD8+ (/Et)
CD8+ DR 1.5[1.0-2.1] 0.04
CD8+CD57+CD28- 1.2[0.8-1.7] 0.31
CD8+TN 0.7 [0.5-1.1] 0.12
CD8+TEMRA 1.1[0.7-1.5] 0.73
Coagulation
D-Dimeres (ng/mL) 1.6 [1.3-2.1] <0.01
Lymphocytes B
BAFF BLYSS (pg/mL) 1.2[0.9-1.5] 0.21
Monocytes/macrophages
sCD163 (ng/mL) 1.1[0.8-1.6] 0.44
sCD14 (ng/mL) 0.9 [0.6-1.5] 0.75
Neutrophiles
MPO (ng/mL) 1.0 [0.7-1.5] 0.91
Activation plaquettaire
sCD40L (en pg/mL) 1.0 [0.7-1.5] 0.94
Cytokines pro-inflammatoires
CRP (en ng/mL) 1.2[0.8-1.6] 0.39
IL18 (en pg/mL) 1.4[1.1-1.9] <0.01
IP10 (en pg/mL) 1.2 [1.0-1.6]
IL6 (en pg/mL) 3.5[1.1-11.2] 0.04
TNFR1 (en pg/mL) 3.0 [2.2-4.1] <0.0
sCD54 (en ng/mL) 0.9[0.6-1.4] 0.69

Légende: OR: Odds ratio; IC 95% : Intervalle de confiance a 95%; CDC: center for disease control,
ARV: Antirétroviral, VHC : Virus de I'hépatite C, VHB : Virus de I'hépatite B, CMV: cytomégalovirus.
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Annexe F

Variables OR [IC 95%] P
Ratio CD4+/CD8+ a I'inclusion (/Et) 1.1[0.8-1.6] 0.42
Score VACS (/Et) 6.1[2.8-13.0] <0.01
Score IRP (/Et) 1.6 [0.7-3.6] 0.26
Age (/10 années) 1.9[1.3-2.7] <0.01
Sexe (Femmes vs. Hommes) 2.6 [1.2-5.6] 0.01
Délai depuis la 1ére sérologie VIH+ at inclusion
1.1[0.7-1.6] 0.64
(/an)
Mode de contamination 0.37
Hétérosexuel (ref) 1.0
HSH 2.0[0.9-4.7]
IDU 1.0 [0.3-3.7]
Autres 1.6 [0.4-6.1]
Stades CDC 0.06
Stage A (ref) 1.0
Stage B 1.0 [0.4-2.7]
Stage C 2.5[1.1-5.7]
Délai depuis indétectabilité de la charge virale a
1.1[0.7-1.5] 0.86
I'inclusion (/an)
Nombre de CD4+ a I'inclusion (cellules/mm3) 0.9[0.6-1.3] 0.53
Nadir des CD4+ a I'inclusion (cellules/mm3) 0.7 [0.5-1.0] 0.07
Délai depuis le nadir des CD4+ (/an) 1.1 [0.8-1.6] 0.50
Nombre de CD4+ lors de la 1ére mise sous ARV
0.6 [0.3-0.9] 0.03
(cellules/mm3)
Délai depuis la 1ére mise sous ARV (/an) 1.20.8-1.7] 0.47
ARV a l'inclusion 0.09
2INTI+ 1IP/r (ref) 1.0
2INTI+ 1INNTI 0.4[0.1-1.2]
Autres 1.4[0.6-3.2]
Utilisation du Ténofovir avant ou a I'inclusion 0.01
Jamais utilisé (ref) 1.0
Utilisation antérieure a l'inclusion 1.4 [0.5-3.9]
Utilisation en cours 0.4 [0.2-0.9]

Légende: OR: Odds ratio; IC 95% : Intervalle de confiance a 95%; CDC: center for disease control,

ARV: Antirétroviral, IRP : Immune Risk profile
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Tableau 3 (Annexe F) : Suite et fin

Variables OR [IC 95%] P
Infection par le VHC (Oui vs. Non) 1.6 [0.7-3.7] 0.24
Infection par le VHB (Oui vs. Non) 2.8 [1.0-7.7] 0.04
Infection par le CMV (Oui vs. Non) 0.9[0.3-3.3] 0.95
Diabétes (Oui vs. Non) 3.5[1.6-7.7] <0.01
Dyslipidémies biologiques (Oui vs. Non) 2.9[1.3-6.2] <0.01
Maladies cardiovasculaires (Oui vs. Non) 3.4 [1.5-8.0] <0.01
Hypertension (Oui vs. Non) 1.3 [0.6-2.8] 0.58
Cancers (Oui vs. Non) 2.5[1.1-5.7] 0.03
Nombre de comorbidités a I'inclusion (22 vs. <2) 3.3[1.5-7.0] <0.01

Légende: OR: Odds ratio; IC 95% : Intervalle de confiance a 95%; VHC : Virus de I'hépatite C, VHB :
Virus de I'hépatite B, CMV: cytomégalovirus.

225



Annexe F

OR [IC 95%]

. Score CIADIS soluble (/u) [ - o 1.4 [1.1; 1.8] p<0.01
Modéle A

Score CIADIS cellulaire (/u) A — 1.2 [1.0; 1.5] p=0.05

Modéle B Score CIADIS soluble (/u) - . 4 1.4 [11: 1.8] p=0.01

Score CIADIS cellulaire (/u) D 1.2 [1.0; 1.5] p=0.05

Modéle C Score CIADIS soluble (/u) [ 1.4 [1.1; 1.8] p<0.01

Score CIADIS cellulaire (/u) e 1.2 [1.0; 1.5] p=0.07

Modéle D Score CIADIS soluble (/u) — 1.4 [1.1;1.8] p=0.01

Score CIADIS cellulaire (/u) R 1.2 [1.0; 1.5] p=0.06

Modéle E Score CIADIS soluble [fu] I - 4 1.4 [1.1; 1.8] p<0.01

Score CIADIS cellulaire (fu) —— 1.2 [1.0; 1.5] p=0.05
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OR etIC 95%

Figure 3 (Annexe F) : Régressions logistique multivariables de I’association entre les scores
CIADIS cellulaire et solubles pondérés et la Maladie rénale chronique (DFGe <60 vs. DFGe= 60
confirmés).

Légende: DFGe. Débit de filtration glomérulaire estimé. U : unité, OR, Odds Ratio. 95% CI, 95% Confidence
Interval. Les points bleus représentent les OR et les lignes rouges représentent I'iC & 95%. Des modéles de
régression logistiques ont été utilisés pour évaluer I'association entre les scores CIADIS cellulaire et soluble
pondérés et la Maladie rénale chronique ajustés sur I'dge, le sexe, le TDF et la diabéte (Modéle A), ou les
maladies cardiovasculaires (Modéle B), ou les dyslipidémies (Modéle C), ou I'HTA (modéle D), ou les cancers
(modéle E). Un OR >1 représente une association significative pour 'augmentation d’une unité du score cellulaire
ou soluble.

Tableau 4 (Annexe F) : Régressions logistique multivariables de I’association entre les scores
CIADIS cellulaire et solubles pondérés et la MRC (DFGe <60 vs. DFGe2 60 confirmés) estimée
par I'équation CKD-EPI*.

Variables OR [IC 95%] P
Score CIADIS cellulaire a I'inclusion (/u) 1.1[1.0-1.5] 0.08
Score CIADIS soluble a 'inclusion (/u) 1.4 [1.2-1.8] <0.01

Légende: DFGe. Débit de filtration glomérulaire estimé. U : unité, OR, Odds Ratio. 95% CI, 95% Confidence
Interval. *Les modeles ont été ajustés sur I'age, le sexe, I'utilisation du TDF et le nombre de comorbidités liées a
I'age a linclusion. Un OR >1 représente une association significative pour 'augmentation d’une unité du score
cellulaire ou soluble.
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Tableau 5 (Annexe F) : Comparaison des caractéristiques a I'inclusion des patients en fonction de la présence d’une dysfonction rénale précoce
(eGFR290 and uPCR>30)

DFGe290 DFGe290
Total & &
Caractéristiques P*
uPCR<30 uPCR>30

(N=205) (N=187) (N=18)
Sexe, n (%) 0.58

Hommes 56(27) 50(27) 6(33)

Femmes 149(73) 137(73) 12(67)
Age (années)* 50(43;54) 49(43;53) 55(45;60) 0.04
Mode de contamination, n (%) 0.28

HSH 87(42) 81(43) 6(33)

Hétérosexuel 71(35) 65(35) 6(33)

Consommation de drogues 34(17) 29(16) 5(28)

Autres 13(6) 12(6) 1(6)
Délai depuis la 1ére sérologie VIH+ 16(11:22) 16(10;22) 19(12;23) 0.76
(années)*

Stades CDC, n (%) 0.31

A 98(48) 92(49) 6(33)

B 64(31) 58(31) 6(33)

c 43(21) 37(20) 6(33)

Légende: * Les valeurs indiquées par l'astérisque sont les médianes (Q1Q3) sauf si indiqué autrement; § La sérologie CMV était disponible pour 652 patients. “Tests de
Student ou de Mann-Whitney pour les variables quantitatives / Test du Chi-deux ou de Fisher exact pour les variables qualitatives. HSH: Hommes ayant des rapports sexuels
avec des hommes. CDC: Centre de contrdle des maladies.
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DFGe290 DFGe290
Total & &
Caractéristiques P?
uPCR<30 uPCR>30
(N=205) (N=187) (N=18)
Patients sous ARV, n (%) 0.95
2INTI+ 11P/r 83(41) 78(42) 5(28)
2INTI+ 1INNT! 67(33) 59(32) 8(44)
Autres 53(26) 48(26) 5(28)
Dé!ai depuis la 1ére mise sous ARV 13 (7:16) 13 (8;16) 13 (7:15) 0.84
(années)*
(:/Jt)ilisation antérieure du Ténofovir, 164(80) 151(81) 13(72) 0.37
n(/
Délai d_epuis indt"atectabilité de la 5(2:9) 5 (3:9) 5 (2:10) 0.92
charge virale (années)*
Nadir des CD4+ (cellules/mm3)* 222(112;312) 229(121;323) 124(47;256) 0.03
Dé!ai depuis le nadir des CD4+ 8(4:14) 8(4:13) 7(5:17) 0.74
(années)*
Nombre de CD4+ (cellules/mm3)* 597(464;771) 611(467;773) 511(361;566) 0.33
Ratio CD4*/CD8" * 0.9(0.6;1.2) 0.9(0.6;1.2) 0.8(0.5;1.0) 0.39

Légende: * Les valeurs indiquées par I'astérisque sont les médianes (Q1Q3) sauf si indiqué autrement; § La sérologie CMV était disponible pour 652 patients. *Tests de
Student ou de Mann-Whitney pour les variables quantitatives / Test du Chi-deux ou de Fisher exact pour les variables qualitatives. ARV: Antirétroviraux, INTI : Inhibiteur
nucléosidique de la transcriptase inverse, IP/r: Inhibiteur de la protéase boosté par ritonavir, INNTI: Inhibiteur non-nucléosidique de la transcriptase inverse, DFGe: Débit de
Filtration Glomérulaire estimé, SNC: systéme nerveux central.
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Annexe F

DFGe290 DFGe290
Total & &
Caractéristiques P?
uPCR<30 uPCR>30
(N=205) (N=187) (N=18)
CMV, n(%) 167(91) 150(90) 17(100) 0.56
Infection par le VHC, n(%) 54 (27) 47 (25) 7(39) 0.26
Infection par le VHB, n(%) 9(3) 8(4) 1(6) 0.58
Diabéte n(%) 19(9) 19(10) 0(0) 0.38
Dyslipidémies, n(%) 50(24) 45(24) 5(28) 0.77
Maladies cardio-vasculaires, n(%) 20(10) 18(10) 2(11) 0.69
Hypertension, n(%) 68(33) 61(33) 7(39) 0.59
Troubles dégénératifs du SNC, n(%) 3(2) 3(2) 0(0) 1.0
Cancer SIDA et non-SIDA, n(%) 27(13) 24(13) 3(17) 0.71
Nombre de comorbidités non liées au 0.77
VIH additionnelles, n(%)
<2 158(77) 143(77) 15(83)
52 47(23) 44(24) 3(17)

Légende: * Les valeurs indiquées par I'astérisque sont les médianes (Q1Q3) sauf si indiqué autrement; § La sérologie CMV était disponible pour 652 patients. *Tests de
Student ou de Mann-Whitney pour les variables quantitatives / Test du Chi-deux ou de Fisher exact pour les variables qualitatives. VHC : Virus de I'Hépatite C, VHB : Virus de

I'hépatite B, CMV: cytomégalovirus.
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Figure 4 (Annexe F): Description of median cellular and soluble
CIADIS score between early kidney disease groups in the ANRS
CO3 Aquitaine Cohort — CIADIS substudy 2011-2013

Legend: eGFR, Débit de filtration glomérulaire estimé. uPCR, Ratio
protéinurie sur créatininurie. Les points bleus montrent la médiane des
scores CIADIS, les lignes rouges représentent l'intervalle interquartile. Des
tests de Mann-Whitney ont été utilisés pour comparer les scores CIADIS
entre les groupes de DFGe.

Un score CIADIS cellulaire pondéré supérieur a 0 représentes un phénotype
immunitaire avec des marqueurs de I'activation cellulaire T, de la sénescence
et de la différentiation élevés alors que des valeurs négatives du score
CIADIS cellulaire pondéré représentes un profil immunitaire moins activé et
moins sénescent. Un score CIADIS soluble pondéré supérieur a 0 représente
un phénotype immunitaire avec des niveaux d’inflammation plus élevés alors
que des valeurs négatives du score CIADIS soluble représentent un profil
avec une inflammation moins élevée.
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Annexe G

Résultats du chapitre 6 : « Partie 3 — Associations longitudinales entre les scores
CIADIS pondérés et i) la survenue d’une nouvelle comorbidité non liée au VIH, ii)
I’évolution du DFGe, iii) la survenue des autres comorbidités non liées au VIH et iv) la

mortalité au cours des 3 ans de suivi »
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Tableau 1 (Annexe G) : Analyses univariables - Hazard ratios (HR) et leur intervalle de
confiance a 95% estimés par les modéles de Cox a hasards proportionnels a entrées retardées
pour I’association entre les scores CIADIS et le risque de survenue d’une nouvelle comorbidité
non liée au VIH pendant 3 ans de suivi. (n=828).

Variables HR (IC 95%) P
Score CIADIS cellulaire (ref=faible) 1.0 <0.01
Moyen 1.2 (0.9-1.6)
Elevé 1.8 (1.3-2.5)
Score CIADIS soluble (ref=faible) 1.0 0.54
Moyen 1.2(0.9-1.5)
Elevé 1.1 (0.8 -1.6)
TNFR1 (ref=faible) 1.0 0.16
Moyen 1.0 (0.8-1.3)
Elevé 1.3(0.9-1.7)
CD4+ DR (ref=faible) 1.0 <0.01
Moyen 1.1(0.8-1.4)
Elevé 1.6 (1.2-2.2)
CD4+ CD57+28- (/1 Et) 1.1(1.0-1.2) 0.08
CD4+ TN (/1 Et) 1.0(0.9-1.1) 0.42
CD4+ TEMRA (/1 Et) 1.1(1.0-1.3) 0.10
CD8+ DR (ref=faible) 1.0 <0.01
Moyen 1.3(1.0-1.7)
Elevé 1.7 (1.3-2.4)
CD8+ CD57+28- (/1 Et) 1.1(1.0-1.2) 0.06
CD8+ TN (/1 Et) 0.9 (0.8-1.0) 0.10
CD8+ TEMRA (/1 Et) 1.2(1.1-1.3) <0.01

Légende : HR: Hazard Ratio, p: p-value, Et : Ecart-type. TNFR1: Tumor necrosis factor receptor. IC 95% :
Intervalle de Confiance a 95%. Les deux scores CIADIS pondérés, le TNFR1, le CD8+DR et le CD4+DR ont été
utilisés en tant que variables catégorielles dans les modéles. Chacune de ces variables a été catégorisée par leur
intervalle inter-quartile : Score faible (< Q1), score moyen (Q1-Q3) et score élevé (>Q3). Pour chacune des
variables catégorielles dans ces analyses, la catégorie de référence est celle du « score faible ».

232



Annexe G

Tableau 2 (Annexe G) : Analyses univariables - Modéles de Cox a hasards proportionnels de
I’association entre les scores CIADIS et le risque de survenue d’une nouvelle comorbidité
(excluant les dyslipidémies, I’hypertension et les troubles dégénératifs du SNC) pendant les 3
ans de suivi. (n=828).

Modéles univariables

Variables
HR (1C95%) P
Score CIADIS cellulaire (/1Sd) 1.1(1.0-1.2) 0.26
Score CIADIS cellulaire (ref=Faible) 1.0 0.27
Moyen 1.1 (0.7-1.8)
Elevé 1.5 (0.9-2.5)
Score CIADIS soluble (/1Sd) 1.2(11-1.3) <0.01
Score CIADIS soluble (ref=faible) 1.0 <0.01
Moyen 1.9(1.1-3.5)
Elevé 2.7(1.5-5.1)
TNFR1 (/1 Sd) 1.0(1.0-1.0) 0.02
TNFR1 (ref=faible) 1.0 <0.01
Moyen 1.1 (0.6-1.8)
Elevé 23(1.4-3.9)
BAFF BLYSS (/1 Sd) 1.2(1.1-1.4) <0.01
CD4+ DR (/1%) 1.1(1.0-1.3) 0.19
CD4+ DR (ref=faible) 1.0 0.22
Moyen 1.2(0.7-1.9)
Elevé 1.5(0.9-2.6)
CD4+ CD57+28- (/1%) 1.0(0.9-1.2) 0.79
CD4+ TN (/1%) 1.0(0.8-1.1) 0.59
CD4+ TEMRA (/1%) 1.1(0.7-1.3) 0.87
CD8+ DR (/1%) 1.1(0.9-1.3) 0.35
CD8+ DR (ref=faible) 1.0 0.35
Moyen 1.4 (0.9-23)
Elevé 1.5(0.9-2.6)
CD8+ CD57+28- (/1%) 1.0(0.8-1.2) 0.92
CD8+ TN (/1%) 1.0(0.8-1.2) 0.92
CD8+ TEMRA (/1%) 1.0(0.8-1.2) 0.89
CD8+ TEMRA (ref=faible) 1.0 0.79
Moyen 0.9(0.6-1.4)
Elevé 1.0 (0.6 -1.6)

Légende : HR: Hazard Ratio, p: p-value, Et : Ecart-type. TNFR1: Tumor necrosis factor receptor. IC 95% : Intervalle de
Confiance a 95%. Les deux scores CIADIS pondérés, le TNFR1, le CD8+DR et le CD4+DR ont été utilisés en tant que
variables catégorielles dans les modéles. Chacune de ces variables a été catégorisée par leur intervalle inter-quartile : Score
faible (= Q1), score moyen (Q1-Q3) et score élevé (>Q3). Pour chacune des variables catégorielles dans ces analyses, la
catégorie de référence est celle du « score faible ».
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Tableau 3 (Annexe G) : Analyses multivariables - Hazard ratios (HR) et leur intervalle de confiance a 95% estimés par les modéles de Cox a hasards
proportionnels a entrées retardées pour I’association entre les scores CIADIS et le risque de survenue d’une nouvelle comorbidité (excluant les
dyslipidémies, I’hypertension et les troubles dégénératifs du SNC) pendant les 3 ans de suivi. (n=828).

Modéle 1 Modeéle 2 Modeéle 3 Modeéle 4 Modeéle 5 Modeéle 6
AIC=987 .4 AIC =981.9 AIC =987.9 AIC =977.6 AIC =727.7 AIC =987.9
Variables
AUC =0.82 AUC =0.82 AUC =0.83 AUC =0.84 AUC =0.81 AUC =0.82
OR (1C95%) P OR (1C95%) P OR (1C95%) P OR (1C95%) P OR (1C95%) P OR (1C95%) P
Score CIADIS cellulaire
1.0 0.26 1.0 0.27 1.0 0.33
(ref=Faible)
Moyen 1.2(0.7-1.9) 1.2(0.7-2.1) 1.2 (0.7-1.9)
Elevé 1.5(0.9-2.7) 1.6 (0.9-2.8) 1.5(0.8-2.6)
Score CIADIS soluble (ref=Faible) 1.0 0.02
Moyen 1.8 (1.0 - 3.4)
Elevé 2.5(1.3-4.7)
TNFR1 (ref=Faible) 1.0 <0.01
Moyen 1.1(0.6-1.8)
Elevé 22(1.3-3.7)

BAFF BLYSS (/Et)
Score VACS (/Et)
Score IRP (/Et)

Ratio CD4+/CD8+ (/sd)

1.2(1.1-1.4) <0.01
11(0.9-1.4) 0.32
1.0(0.9-1.2)  0.41
0.5 (0.3-0.8) <0.01

Légende: HR: Hazard Ratio, Et : Ecart-type. IC 95% : Intervalle de Confiance a 95%. TNFR1: Tumor necrosis factor receptor. *Tous les modéles sont ajustés sur I'age, sexe, Stades CDC, nombre
de comorbidités liées a I'age a l'inclusion et le nombre de CD4+ a l'inclusion. Les deux scores CIADIS pondérés, le TNFR1 et le CD4+DR ont été utilisés en tant que variables catégorielles dans les
modéles. Chacune de ces variables a été catégorisée par leur intervalle inter-quartile : Score faible (< Q1), score medium (Q1-Q3) et score élevé (>Q3). Pour chacune des variables catégorielles

dans ces analyses, la catégorie de référence est celle du « score faible ».
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Tableau 4 (Annexe G) : Modéles mixtes a effets aléatoires multivariable de I’association entre les scores CIADIS cellulaire et soluble et I’évolution
du DFGe pendant 3 ans de suivi dans la cohort ANRS CO3 Aquitaine.

Effet de la variable sur I’evolution du DFGe (mL/min/1.73 m?/an)

[IC 95%]
Caractéristiques
Modéle A o] Modéle B p Modéle C p Modéle D p Modéle E o]
-5.9 -5.6 -5.5 -5.8 -5.7
Temps (/an) <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
[-8.3;-3.5] [-8.0;-3.3] [-7.9;-3.1] [-8.3;-3.4] [-8.1;-3.3]
0.1 0.1 0.1 0.19 0.1
Score CIADIS cellulaire (/u) 0.08 0.24 0.25 0.10 0.22
[-0.1;0.4] [-0.1; 0.3] [-0.1;0.3] [-0.03 ; 0.40] [-0.1;0.3]
-0.1 -0.1 -0.1 -0.1 -0.1
Score CIADIS soluble (/u) 0.95 0.43 0.29 0.38 0.42
[-0.3; 0.1] [-0.3; 0.1] [-0.4;0.1] [-0.4;0.1] [-0.3;0.1]

Légende: DFGe. Débit de filtration glomérulaire estimé. U : unité, 95% Cl, 95% Confidence Interval. Des modéles mixtes ont été utilisés pour évaluer I'association entre les
scores CIADIS cellulaire et soluble pondérés, et I'évolution du DFGe ajustés sur I'age, le sexe, I'utilisation du TDF et le diabéte (modéle A), ou les dyslipidémies biologiques
(modéle B), ou les maladies cardiovasculaires (modéle C), ou 'HTA (modeéle D), ou les cancers (modéle D).
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Tableau 5 (Annexe G) : Analyses univariables - Hazard ratios (HR) et leur intervalle de
confiance a 95% estimés par les modéles de Cox a hasards proportionnels a entrées retardées
pour I'association entre les scores CIADIS et le risque de décés pendant les 3 ans de suivi.

(n=828).

HR (IC 95%) P
Score CIADIS cellulaire (ref=faible) 1.0 0.36
Moyen 1.1 (0.4-2.8)
Elevé 0.5(0.1-1.7)
Score CIADIS soluble (ref=faible) 1.0 0.02
Moyen 4.2 (0.5-33.5)
Elevé 11.0 (1.4 - 86.2)
BAFF BLYSS (/1 Et) 1.6 (1.4-1.8) <0.01
TNFR1 (/1 Et) 14 (1.2-1.6) <0.01
IL6 (ref=faible) 1.0 0.05
Moyen 7.1 (0.9 - 55.9)
Elevé 11.7 (1.5 - 92.1)
CD4+ DR (/1 Et) 1.0(0.7-1.4) 0.89
CD4+ CD57+28- (/1 Et) 0.7 (0.4-1.2) 0.19
CD4+ TN (/1 Et) 1.2(0.8-1.7) 0.44
CD4+ TEMRA (/1 Et) 0.3(0.1-1.2) 0.09
CD8+ DR (/1 Et) 0.8(0.5-1.2) 0.30
CD8+ CD57+28- (/1 Et) 0.9(0.6-1.3) 0.55
CD8+ TN (/1 Et) 0.9(0.8-1.0) 0.10
CD8+ TEMRA (/1 Et) 0.7 (0.5-1.1) 0.12
CD4+/CD8 ratio <1 (ref=>=1) 0.5(0.2-1.4) 0.20
score VACS (/1 Et) 1.7(1.2-2.3) <0.01
score IRP (/1 Et) 0.8(0.7-1.1) 0.14

Légende : HR: Hazard Ratio, p: p-value, Et : Ecart-type. IC 95% : Intervalle de Confiance a 95%. TNFR1: Tumor
necrosis factor receptor. Les deux scores CIADIS pondérés et I'lL-6 ont été utilisés en tant que variables
catégorielles dans les modéles. Chacune de ces variables a été catégorisée par leur intervalle inter-quartile :
Score faible (£ Q1), score moyen (Q1-Q3) et score élevé (>Q3). Pour chacune des variables catégorielles dans

ces analyses, la catégorie de référence est « faible ».
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RESUME

Activation immunitaire, immuno-sénescence et inflammation : Analyses statistiques
des liens avec les comorbidités non liées au VIH lors de I'infection par le VIH

Les thérapeutiques antirétrovirales ont permis d’augmenter la survie des personnes vivant avec le VIH
(PVVIH). Cependant, de nombreuses comorbidités non liées au VIH émergent et sont une
préoccupation majeure dans la prise en charge des patients. L’activation, l'inflammation et 'immuno-
sénescence pourraient jouer un rle majeur dans ce processus. De nombreux marqueurs existent
pour mesurer ces dysfonctionnements et ils ont souvent été considérés sans prendre en compte leur
possible interdépendance. Les objectifs de cette thése était i) de proposer une combinaison de ces
marqueurs, ii) d’évaluer I'association entre la combinaison de ces marqueurs et la présence des
comorbidités, et iii) d’évaluer I'association entre la combinaison de ces marqueurs, et le risque de
survenue des comorbidités et de la mortalité chez des PVVIH inclus dans la sous étude CIADIS de la
cohorte ANRS CO3 Aquitaine. Nous avons identifi¢ deux scores : le score CIADIS cellulaire et
soluble. Le score cellulaire était plutét associé a la multimorbidité et a la survenue d’'une nouvelle
comorbidité quelle qu’elle soit. Le profil des dysfonctionnements immunitaires sous-jacent était
différent lorsque I'on s’intéressait aux comorbidités séparément. Ces résultats soutiennent I'hypothése
que différents profils d’activation, d’inflammation et de sénescence sous-jacents pourraient étre
impliqués dans le développement de différentes comorbidités. Nos résultats montrent que des
analyses intégrant de nouveaux biomarqueurs pourraient accroitre la compréhension des
comorbidités. Nous allons continuer de travailler sur l'identification des profils de dysfonctionnements
immunitaires pour des comorbidités spécifiques.

MOTS-CLES

VIH, activation immunitaire, inflammation, immuno-sénescence, comorbidités non liées au VIH

ABSTRACT

Immune activation, -senescence and inflammation: Statistical analyses of the
association with non-HIV related comorbidities in HIV infection

Antiretroviral therapies have improved the survival of HIV-infected people. However, many non-HIV-
related comorbidities occur and represent a major concern in patient care. Activation, inflammation
and immunosenescence could play a major role in this process. Many markers can measure those
dysfunctions and they are often used without accounting for their possible interdependency. The
objectives of this thesis were i) proposing a combination of those markers, ii) assessing the
association between the combination of markers and the presence of comorbidities and iii) assessing
the association between the combination of markers and the risk of occurrence of comorbidities and
mortality in HIV-infected patients included in the sub-study CIADIS from cohort ANRS CO3 Aquitaine.
We identified two scores: the cellular and the soluble CIADIS scores. The cellular score was mostly
associated to multimorbidity and occurrence of any kind of new comorbidity. The profile of underlying
immune dysfunctions was different when looking separately at the comorbidities. These results
support the assumption that several underlying profiles of activation, inflammation and senescence
could be involved in the development of different comorbidities. Our results show that integrating new
biomarkers in analyses could improve the understanding of comorbidities. We will continue to work on
the identification of profiles of immune dysfunctions for some specific comorbidity.
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