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RESUME

L’importante diversité génétique des VIH-1 a conduit a la classification actuelle en
4 groupes - M, N, O et P - dont seul le premier est pandémique. Les VIH-1 non-M sont
endemiques au Cameroun, mais circulent aussi en France, du fait de liens étroits entre les
deux pays. Il a été largement démontré que la diversité génétique, en particulier des VIH-1/0,
avait un impact sur les tests de depistage serologique et de quantification virale. En revanche,
peu de données sont disponibles quant aux conséquences de cette diversité génétique sur la
prise en charge thérapeutique des patients infectés. 1l a été décrit in vitro que la présence
naturelle de la mutation Y181C conduisait & une résistance naturelle aux inhibiteurs non
nucléosidiques de la transcriptase inverse, et que le polymorphisme important de la protéase
avait un impact au moins génotypique, sur 1’utilisation de certaines molécules, limitant ainsi
les options thérapeutiques ; d’autre part, la réponse immuno-virologique des patients aux
antirétroviraux (ARV) est méconnue, du fait d’études anciennes et/ou réalisées sur un nombre
limité de patients. Les objectifs de ce travail était donc 1) d’étudier la sensibilité naturelle des
VIH-1/non-M aux classes d’ARV les plus récentes ; ii) d’analyser la réponse immuno-
virologique aux ARV d’un grand nombre de patients infectés par un VIH-1/O et chez I’'unique
patiente infectée par un VIHI1/P actuellement suivie. En lien avec 1’usage actuellement
répandu des inhibiteurs d’intégrase (INI), nous avons montré sur un large panel de 39 isolats
cliniques VIH-1 non-M, I’absence d’impact majeur du polymorphisme naturel de I’intégrase
sur la sensibilité phénotypique au raltegravir et au dolutegravir mais une importante disparité
des réponses phénotypiques avec 1’elvitegravir, possiblement corrélée a 1’association de 4
mutations sur I’intégrase (V721, 1200L, N222K et R224Q). Nous avons également établi que
le polymorphisme génétique des variants non-M, avec la présence naturelle des mutations
M426L, M4341 et S375H/M de la gp120, variables selon les groupes, serait préjudiciable a
I’efficacité¢ du fostemsavir, représentant de la nouvelle classe des inhibiteurs d’attachement.
Aussi, I’analyse de la réponse immuno-virologique aux ARV de 101 patients infectés par un
VIH-1/O et vivant en France a permis de montrer que la réponse était globalement
satisfaisante. En nous intéressant plus particulierement aux patients recevant une trithérapie
incluant un INI lors d’un échec ou d’un switch, nous avons observé un taux de succés
virologique de 80 a 90%, résultats en cohérence avec nos données phénotypiques et en faveur
des recommandations a utiliser largement cette classe ; lors des échecs virologigues,
I’émergence des mutations de résistance suivait, @ minima, des voies de sélection similaires a
celles décrites pour les VIH-1/M. Enfin, le suivi de la patiente RBF168 infectée par un VIH-
1/P a été I’occasion de décrire pour la premicre fois, I’évolution naturelle de cette infection
rare, I’excellente réponse immuno-virologique, mais aussi le polymorphisme génétique de
cette souche singuliére. Nous avons enfin étudié certaines des propriétés virologiques de la
souche RBF168 en lien avec ses capacités d’adaptation a I’Homme.

L’ensemble de nos travaux a contribué¢ a obtenir des données sur I’impact du
polymorphisme génétique des VIH-1 non-M aux nouvelles classes thérapeutiques et sur la
réponse immuno-virologique des patients. Ces nouvelles connaissances permettront d’adapter
en conséquence et d’améliorer, la prise en charge thérapeutique des patients infectés par ces
variants divergents, aussi bien en France qu’en zone d’endémie.



ABSTRACT

The high genetic diversity of the HIV-1 leads to a classification in 4 distinct

groups: M, N, O and lastly P, but only the first being pandemic. The non-group M HIV-1
(non-M HIV-1) are endemic in Cameroon, but are also found in France due to the close
link between the two countries. The high genetic diversity, particularly for HIV-1/0, has
an impact on the serological screening assay and the viral quantification. But, little is
known about the consequences on the therapeutic management. In vitro, it has been
shown that the Y181C mutation lead to the natural resistance of non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitors and the high level of polymorphism in the protease region had a
genotypic impact on several drugs, restricting the therapeutic options. The immune-
virological response to antiretroviral drugs (ARV) is also unknown, because of old
studies and/or in a limited number of patients. Our aims were the study of the natural
susceptibility of the non-M HIV-1 to the most recent class of ARV and the analysis of the
immuno-virological response, in a large cohort of HIV-1/O-infected patients and the
unique patient infected with an HIV-1/P still followed up. From the current usage of the
new class of integrase strand transfer inhibitors (INSTI), we have demonstrated for the
first time on a panel of 39 non-M HIV-1 clinical isolates, that i) the natural genetic
integrase polymorphism has no major impact on the phenotypic susceptibility to
raltegravir, dolutegravir ii) a wide disparity of phenotypic response to elvitegravir exists
and could be correlated to the association of 4 mutations in the integrase (V72I, 1200L,
N222K and R224Q). We also showed that the non-M HIV-1 natural polymorphism, with
the presence of the M426L, M4341 and S375H/M on the gp120, according to the group,
would be detrimental to the efficacy of fostemsavir, the representative of the emerging
class of attachment inhibitors. Then, we analysed the immunological and virological
response to ARV, of 101 patients HIVV-1/O infected and living in France, in the ORIVAO
ANRS EP50 study. This unique data on the largest cohort of patients, allowed us to
demonstrate a good. Focusing on the patients receiving a combination including an INSTI
(at a failure or in a switch), a high virological success rate was observed (around 80 to
90%), confirming our phenotypic results and arguing for a wide usage of this class. At a
failure, the emergence of resistance mutations was, at least, not different from the one
observed in HIV-1/M.
Lastly, the unique monitoring of the RBF168 patient infected by an HIV-1/P strain,
provided the opportunity to describe, for the first time, the natural evolution, the excellent
immuno-virological response, the natural genetic polymorphism and this unique strain
and to study some of its virological properties, linked with its adaptation to the Human
host.

All together, these data contribute to describe the impact of the natural genetic
polymorphism of non-M HIV-1 on the new class of drugs, better characterize the
immune-virological response and finally allow to adapt the therapeutic management of
the infected patients in France as well as in the endemic area.
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INTRODUCTION

Depuis la caractérisation du Syndrome d’Immunodéficience Acquise (SIDA) en
1981 [1,2], puis la découverte successive de son agent causal, le virus de
I’immunodéficience humaine (VIH) en 1983 [3], l’infection a VIH a connu une
expansion sans précédent. Plus de 70 millions de cas ont été recensés depuis le début de
I’épidémie, avec une importante disparité géographique, 1’Afrique subsaharienne
demeurant la région du monde la plus sévérement touchée [4].

La remarquable variabilité génétique du VIH et son importante capacité
d’évolution, du fait d’un haut niveau d’adaptation du virus a son hote et a son
environnement, contribuent a 1’entretien de 1’épidémie et de la diversité génétique de ce

virus.

1. Diversité génétique des VIH-1

1.1. Classification

L’existence de différences génétiques entre les virus responsables de SIDA a
permis d’identifier trés tot des variants distincts : le VIH de type 1 (VIH-1) fut mis en
évidence pour la premiére fois chez un patient homosexuel avec lymphadénopathies
multiples [3] ; le VIH de type 2 (VIH-2), suspecté initialement & partir de la réactivité
sérologique particuliere d’échantillons issus de travailleuses du sexe sénégalaises [5], fut
isolé des prélévements de deux patients en stade SIDA, mais n’ayant pas présenté de
réactivité sérologique sur les tests commerciaux de 1’époque [6]. Bien que partageant des
caractéres morphologiques et biologiques communs, le VIH-2 s’est d’emblée distingué
du VIH-1 par la nature des glycoprotéiques d’enveloppe et une composition antigénique
singuliére [7,8]. La nomenclature s’est ensuite enrichie au fil de multiples caractérisations
moléculaires, rendant compte des propriétés génotypiques, mais aussi phénotypiques
distinctes de chaque virus. Les VIH-1 sont actuellement subdivisés en 4 groupes : M, O,
N et P, selon la chronologie de leur découverte.

Aux prémices de 1’épidémie a VIH, on distinguait les entités virales
« américaines » et « zairoise » sur la base de leur origine géographique [9] et de la
variabilit¢ des genes d’enveloppe [10]. Au fil des caractérisations toujours plus
nombreuses, permises par les avancées technologiques concomitantes et les performances
croissantes des analyses phylogénétiques, un systeme de classification par sous-types

[11,12] a été constitué au sein du groupe majoritaire, ou groupe M. Les virus les plus



anciennement découverts appartiennent aux sous-types dits « purs », résultats d’effets
fondateurs indépendants regroupant de multiples virus aux caractéristiques virologiques
issues d’une souche initiale unique. Aussi, les virus issus de la recombinaison entre des
sous-types purs, ont été classes comme formes recombinantes uniques (Unique
Recombinant Form-URF), lorsque décrites chez un individu unique, ou formes
recombinantes circulantes (Circulating Recombinant Form-CRF), si issues de plusieurs
patients (3 ou plus) sans lien épidémiologique direct [13]. La classification actuelle
comptabilise 9 sous-types (et 5 sous-sous-types nommés A (Al; A2; A3),B,C, D, F
(F1; F2), G, H, J et K, ayant chacun subi une évolution phylogénétique distincte et dont
certains ont une prévalence plus élevée en fonction des régions géographiques
concernées. La diversité génétique intra sous-type est de 15 a 20% et atteint 25 a 35%
entre différents sous-types, réalisant par conséquence de véritables mosaiques virales
[14,15]. Ce systeme de classification consensuel, fondé sur le principe de distances
génétiques, fait I’objet d’une évolution permanente, dont les multiples mises a jour visent
a refléter le plus fidelement 1’état des connaissances. Le nombre de CRF recensées a ce
jour s’éléve ainsi a plus de 90, dont quelques-unes sont devenues prédominantes dans
certaines regions du globe comme la CRFO1_AE et CRF02_AG, circulant de maniere
majoritaire en Thailande et en Afrique de 1’ouest respectivement.

Décrit en 1990 chez un couple d’origine camerounaise, résidant en Belgique, un
variant (ANT-70) révéla quant a lui, des différences antigéniques significatives qui ne
permettaient pas de le relier aux VIH-2 et seulement partiellement aux VIH-1 [16].
Secondairement, le virus MVP-5180, isolé d’un patient camerounais en stade SIDA,
confirma la divergence déja observée, particulierement dans la boucle V3 de I’enveloppe
[17]. Enfin, la description du virus VAU par une équipe frangaise, permit d’affirmer le
lien phylogénétique entre les 3 virus, permettant de les rassembler sous 1’entité « groupe
O » pour outlier, malgré la diversité génétique propre a chaque souche [18]. L’importante
diversité génétique intra-groupe est une caractéristique majeure de ce groupe [19-22] et a
donné lieu a plusieurs systéemes de classification. Calqués sur le modéle du groupe M, les
travaux de Roques et al. et Yamaguchi et al. ont initialement proposé un systéeme de
répartition en 3 clades phylogénétiques (A, B, C) ou 5 clusters (I, I, I, IV, V)
respectivement [23,24]. Mais, une étude de Leoz et al. en 2008, réalisée sur 117
séquences du gene pol de VIH-1/O montrait les limites et discordances de ces 2 systemes
[25]. Un troisieme modeéle de classification proposé en 2010 par Tebit et al., était basé sur

la nature du résidu en position 181 du géne de la transcriptase inverse (T1), cystéine (C)
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ou tyrosine (Y), définissant ainsi 2 lignees : 181C et 181Y [26]. Mais cette classification
présentait des discordances: de nombreuses souches 181Y se positionnant
phylogénétiquement dans la lignée 181C. Finalement, la récente étude de la topologie de
I’arbre phylogénétique des VIH-1/O a permis de démontrer que cette diversité intra-
groupe résultait de la diversification des virus au cours de différentes phases évolutives
[27]. En effet, la topologie traditionnelle en double étoile des arbres phylogénétiques des
VIH-1/M, issue d’effets fondateurs indépendants, n’est pas retrouvée chez les VIH-1/0O.
Du fait de plusieurs phases de diversification, celui-ci prend plutét un aspect en cométe,
dont la téte (head) rassemble les souches « H » représentatives des souches devenues
prédominantes et la queue (tail) les souches « T » représentatives de souches plus
« anciennes » (Figure 1).

(@) (b)

0.03

Figure 1. Arbres phylogénétiques comparatifs des séquences de VIH-1/0 (a) et M (b).

190 séquences concaténées pour chaque groupe ont été analysées par la méthode du
maximum de vraisemblance, les losanges blancs représentent des valeurs de bootstrap
supérieures a 10. Les lettres indiquent la nature des sous-types identifiés dans le groupe M
ainsi que les 2 sous-groupes et les clusters (H1,H2, H3, T1 et T2) au sein du groupe O. D’aprés
Leoz et al. 2015 [27].

Un autre variant, I’isolat YBF30, a ¢ét¢ découvert en 1998, chez un patient
également camerounais, sur la base d’une discordance au diagnostic biologique : la

positivité des tests de dépistage sérologique contrastait avec I’absence de réactivité sur les



tests sérologiques et moléculaires spécifiques du groupe M [28]. Du fait de sa divergence
génétique par rapport aux groupes déja décrits, la dénomination groupe N « New » ou
« Non-M, non-O » a été proposée.

Le dernier groupe, P, a été decrit beaucoup plus réecemment, suite a 1’observation
d’une discordance séro-moléculaire chez une patiente d’origine camerounaise [29] : alors
que les tests de dépistage sérologiques et la quantification du génome viral (par des
techniques commerciales non spécifiques de groupe) attestaient d’une infection par le
VIH, I’amplification par des méthodes ciblant spécifiquement les groupes M et O était
impossible. Le séquengage de l’ensemble du génome de la souche (RBF168) par
I’utilisation d’amorces non spécifiques, a ensuite montré que celle-Ci était génétiquement
distante des virus des 3 autres groupes décrits jusqu’alors. Les analyses phylogénétiques
réalisées par la suite, a partir d’une seconde souche 06CMU14788, collectée au

Cameroun, ont permis de confirmer 1’existence de ce nouveau groupe [30].

1.2. Les origines simiennes des VIH-1

Longtemps supposée, ’origine des différents VIH-1 est désormais confirmée au
sein des chimpanzés et gorilles, infectés par des Virus de I’Immunodéficience Simienne
(VIScpz et VISgor respectivement). 1l existe deux lignées génétiques de VIScpz que sont
les VIScpzPtt associés aux chimpanzés Pan troglodytes troglodytes d’Afrique centrale et
les VIScpzPts, isolés de 1’espéce Pan troglodytes schweinfurthii des chimpanzés de I’Est
du continent africain [31,32]. Tous les VIH-1 actuels, de méme que les VISgor, dérivent
des VIScpzPtt, définissant dés lors I’espéce hote comme le réservoir naturel de 1’infection
[33] (Figure 2). Les VIScpz [34,35] et les VISgor [36] auraient pénétré I’espéce humaine
au décours de plusieurs événements de transmissions inter-especes indépendants [33,37],
laissant émerger les 4 groupes actuellement décrits de VIH. De nombreuses occasions de
contact étroit entre les primates non humains et I’Homme ont pu avoir lieu en Afrique, ou
les singes sont chassés pour leur viande, mais aussi couramment utilisés comme animaux
de compagnie [37]. L’étude de ces virus s’est longtemps heurtée aux difficultés d’acces a
ces animaux sauvages dans leur habitat naturel. La mise au point de techniques non
invasives de prélevements de feces a permis de caractériser de trés nombreux genomes de
VIS, enrichissant les études phylogénétiques d’informations supplémentaires. En 2006,

des études d’épidémiologie moléculaire sur les VIScpzPtt infectant les chimpanzés de



I’extréme sud-est et du centre du Cameroun ont ainsi permis d’identifier clairement les

réservoirs des VIH-1 M et N [33].
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Figure 2. Relations phylogénétiques entre les différents groupes de VIH-1, VIScpz et VISgor.
D’aprés Mourez et al. 2013 [38]

Des analyses phylogénétiques de maximum de vraisemblance du génome de la
souche prototype P, RBF168, et des séquences de VISgor disponibles a 1’époque de sa
découverte (N=4) [39] ont montré que celle-ci dérivait des VISgor [29].
L’échantillonnage de génomes de primates non humains, issus de gorille du Cameroun
[36] a confirmé le lien phylogénétique et géographique direct des VISgor avec les 2
souches de groupe P [40]. La nature mosaique du génome de virus simiens proche des
VIH-1/0 uniquement sur certaines portions de génes, suggeére, elle, une histoire ancienne
de recombinaison sans définir un ancétre direct pour ce groupe. Comme pour le groupe
P, il est probable que le virus ancétre du groupe O ait été transmis initialement du
chimpanzé au gorille avant sa pénétration dans I’espece humaine, résultant ainsi d’au

moins deux occasions de franchissement de la barriére d’espéces [40].



1.3. Les origines de I"épidémie

Les plus anciennes traces de VIH-1-M «fossiles» ont été localisees en
Républiqgue Démocratique du Congo (RDC) sur des échantillons de datant de 1959
[41,42]. L’estimation des ancétres communs les plus récents ou « Most Recent Common
Ancestors » (MRCA) ont permis de dater 1’émergence des différents groupes de VIH-1
dans I’espéce humaine. Alors que les MRCA des groupes M et O sont chevauchants,
entre 1909 et 1930 [43]; 1914 et 1944 [27] respectivement, le peu de séquences
disponibles pour les groupes N et P, ne peut donner qu’une estimation grossiere de la date
d’origine de la diffusion dans 1’espéce humaine. Ainsi, le MRCA des VIH-1/N est estimé
entre 1948 et 1977 [44], alors que le VIH-1/P serait apparu dans les annees 1980 [45].

Concernant la dynamique de diffusion de 1’épidémie, il semblerait que différents
phénomenes évolutifs aient eu lieu. Ainsi, les virus de groupe M ont connu une
dynamique de diffusion continue jusqu’aux années 1960 [43], touchant les grandes
métropoles de la partie Sud-Est de la RDC (Lubumbashi, Mbuji-Mayi) et de la
République du Congo (Brazzaville). Puis, ce groupe aurait subi une seconde phase
d’expansion sur un mode exponentiel, largement supérieure au niveau de croissance de la
population locale a cette époque. Il est probable que I’intense trafic humain li¢ aux
connections ferroviaires de ces villes ait été un élément essentiel, mais non suffisant a la
diffusion du virus. D’autres facteurs, comme [!’introduction du VIH-1/M dans des
populations a haut risque de transmission par voie parentérale dans les années 1950
(personnes exposées a des injections non stériles pour le traitement de la syphilis), puis
sexuelle en 1960 apres I’indépendance de la RDC (apparition de travailleurs du sexe)
auraient également contribué a la rapidité de 1’évolution [46].

Par comparaison, le groupe O est resté largement confiné a 1’ouest de 1’Afrique
centrale et particuliérement au Cameroun. Grace a [’utilisation d’un important panel
d’une centaine de séquences de VIH-1/O recouvrant des prélévements sur 25 ans, Leoz et
al. a montré une évolution de 1’épidémie en 2 phases d’expansion, calquée sur des
évenements historiques du pays [27] ayant conduit a la diversification en deux sous-
groupes, H et T (Figure 3). Une premiére vague de diffusion intense entre 1940 et 1960,
correspondant a 1’urbanisation des grandes villes (Douala, Yaoundé¢) et aux périodes de
campagnes vaccinales massives caractérisées par une forte iatrogénicité du virus de
I’hépatite C, a plutdt été associée a la diversification des souches T. Les souches H sont

plutot concernées par la seconde phase d’expansion, plus longue et plus intense, celle-Ci



s’est échelonnée entre 1970 et 1990, coincidant avec la période d’introduction et de

diffusion de la CRF02_AG, sous-type majoritaire des VIH-1/M dans ce pays (Figure 3).
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Figure 3. Dynamique de croissance des populations de VIH-1/0.
a) Représentation bayesienne en ligne d’horizon ou Bayesian skyline plot obtenue a partir de I'analyse de 154
séquences concaténées de VIH-1/0 sur 3 régions du génome ; b) Représentation bayesienne issue de I'analyse d’un
échantillon de 137 séquences précédentes incluant des souches H (N = 124) et T (N=13). La courbe continue
représente |'estimation moyenne et les lignes pointillées, I'intervalle de confiance a 95%. D’apres Leoz et al. 2015 [27]

L’importante différence de diffusion et de diversification entre les groupes M et
O, souleéve I’hypothése d’opportunités épidémiologiques distinctes et/ou d’une moindre

transmissibilité du groupe O, liée possiblement, a des divergences virologiques.

1.4. Epidémiologie actuelle
Bien que partageant une origine géographique commune, la répartition actuelle
des VIH-1 est largement hétérogene : la diffusion mondiale majoritaire du groupe M
contrastant avec une apparente restriction des infections a VIH-1 de groupe O, N et P au

Cameroun et aux régions limitrophes.

1.4.1. Répartition mondiale des infections a VIH-1/M

Prées de 52% de la population mondiale vit actuellement en zone urbaine,
I’épidémiologie mondiale des infections a VIH prend donc un nouveau visage ou les
villes portent la majeure concentration des cas. Les 200 villes du monde les plus affectées
représentent collectivement 26% des 36.7 millions [30.8 a 42.9 millions] de personnes
vivant avec le VIH dans le monde en 2016, avec par ailleurs, de fortes inégalités par
rapport a I’épidémie sur un méme territoire [47,48]. Concernant la France, le nombre de

découvertes de séropositivité VIH est de 208 par millions d’habitants en région Ile-de-



France, soit plus de 2 fois la moyenne nationale enregistrée a 89 par million d’habitants
[49]. L’épidémiologie actuelle, associée a la diversité génétique du VIH, contribuent
également & un nouveau schéma de diffusion globale [50]. Une méthode simple utilisant
une approche basée sur les réseaux de communication internationaux et les séquences de
polymérase du VIH des bases de données mondiales, a révélé plus de 211 liens de
transmission putatifs du VIH-1 entre tous les pays du monde, et ce, malgré 1’existence

d’un biais de sous-représentation des souches d’Afrique sub-saharienne [50] (Figure 4).

Figure 4. Modéle de transmission globale mondiale du VIH-1.
Les pays en vert sont ceux pour lesquels des prélevements ont contribué a I'étude, les pays en gris
témoignent d’une absence de préléevements. Les liens entre les pays manifestés par les lignes noires,
prennent arbitrairement leur origine au centre des pays concernés. D’aprés Wertheim et al. 2014 [50]

1.4.2. Restriction géographique africaine des infections a VIH-1 non-M

Contrastant avec 1’extraordinaire diffusion des VIH-1/M a toutes les régions du
monde, la situation géographique des infections a VIH-1 non-M semble plus restrictive et
liée a I’ouest de 1’ Afrique centrale, en particulier au Cameroun, berceau des transmissions
inter-espéces des 4 groupes.

1.4.2.1. Le groupe P

Le groupe P a été découvert en France chez une patiente d’origine camerounaise
agée de 62 ans. La seconde souche a, quant a elle, été identifiée au Cameroun, chez un
homme de 54 ans hospitalisé a I’hopital Jamot de Yaoundé, en 2006 [30]. La prévalence
de ce groupe au Cameroun semble extrémement faible, estimée a 0.06 % en 2011 [30].
Des travaux de veille épidémiologique trés récent ont confirmé cette tendance par un
screening diagnostic sur 13 700 échantillons collectés entre 2011 et 2015, dans 22 villes

et villages du Sud Cameroun. Malgré une estimation de la prévalence a 0.015 %, du fait
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de deux réactivités sérologiques faisant évoquer un variant du groupe P, aucune de ces
suspicions sérologiques, n’a été confirmée par les tests moléculaires appropriés [51].
1.4.2.2. Le groupe N

Parmi les 20 souches de VIH-1 de groupe N identifiées a ce jour [28,52-57], seul
un cas d’infection a été décrit en dehors du Cameroun, plus précisément en France, chez
un patient d’origine togolaise [58].

1.4.2.3. Le groupe O

Les etudes de prévalence des VIH-1 de groupe O montrent que ces variants sont
endémiques au Cameroun, ou ils représentent moins de 1% des infections a VIH-1
[51,59-61]. Des cas sporadiques ont également été rapportés dans d’autres pays d’Afrique
proche de la zone d’endémicité. Seule une infection identifiée au Kenya fait exception
[62].

Hors d’Afrique, des cas d’infection ont été décrits sporadiquement aux Etats-Unis
[63,64], au Canada [65] et dans quelques pays d’Europe (Norvege [66,67], Belgique [16],
Allemagne [17,67,68], Espagne et Grande-Bretagne [69-72]). C’est en France que le plus
grand nombre de cas a été rapporté. La surveillance épidémiologique réalisée par le
Centre National de Référence (CNR) du VIH, dans le cadre de la déclaration obligatoire
des nouveaux cas d’infection a VIH, a recensé 40 (0.09%) patients infectés par un VIH-
1/0 entre 2003 et 2015, dont 71.4% étaient originaires du Cameroun [73]. La tendance
épidémiologique de ces variants est a la diminution, mais de fagon non significative.
Aussi, la surveillance de la diffusion des variants non-M par le CNR, a permis de
recenser 135 cas de mono-infections depuis le premier cas décrit en 1992 [74].

2. Cycle de réplication du VIH et mécanismes générant la diversité génétique

2.1. Description moléculaire du VIH-1 et de son cycle de réplication
Appartenant a la famille des Retroviridae, sous-famille des Orthoretrovirinae, le
VIH est un lentivirus humain caractérisé par un fort taux de réplication et un
renouvellement rapide.
La particule infectieuse est un virus enveloppé de 80 a 120 nm de diamétre. Abrité
par une capside conique, son génome est constitu¢ d’un ARN diploide de 9,2 kb, flanqué
a chaque extrémité par des séquences non codantes répétées que sont les Long Terminal

Repeat (LTR) [75]. Il comprend trois génes majeurs (gag, pol, et env) codant pour les



protéines de structure et 6 genes de regulation dits « accessoires » (vif, vpr, vpu, tat, rev,

nef) transcrits par 3 cadres de lecture ouverts (Figure 5).
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Figure 5. Schéma d’organisation du génome du VIH-1.
L’échelle correspond au nombre de bases nucléotidiques et les chiffres en gras aux 3 cadres de lecture
Tiré de https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/IMAGES/hxb2genome.gif (Page consultée le 29/12/2017)

2.1.1. Les protéines de structure

2.1.1.1. Le géne env et I'étape d’entrée
Le gene env code pour une polyprotéine-précurseure trimérique, la gpl60, clivee

par une protéase cellulaire en deux glycoprotéines d’enveloppe : gp120 et gp41.

La gp120 (120 kDa) est formée d’environ 500 acides aminés répartis en 5 régions
conservées (C1 a C5) et variables (V1 a V5).

La gp41 est une glycoprotéine transmembranaire de 41 kDa s’associant de fagon
non covalente a la gp120 externe pour assurer I’ancrage membranaire du virus a la cellule
hote. De structure trimérique, son unité fonctionnelle est composée de 3 domaines : un
ectodomaine extracellulaire (HR2), une région transmembranaire centrale (HR1) et une
queue cytoplasmique. Sa conformation en faisceau de 6 hélices, est destinée a rapprocher
les membranes cellulaires et virales pour permettre leur fusion et la libération
intracytoplasmique du contenu viral.

Lors de D’étape de pénétration du virus dans la cellule cible, les domaines
conservés de la gp120 assurent la liaison a un récepteur CD4 cellulaire, tandis que les
domaines variables V1 a V5, en particulier V3, forment une boucle qui porte la liaison a
un corécepteur de type chimiokines CC (CCR5) ou CXC (CXCR4) en surface de la
cellule cible [76-78]. Ces corécepteurs appartiennent a la superfamille des récepteurs

couplés aux protéines G et sont impliqués dans de nombreuses autres pathologies
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(affections neurologiques, maladies inflammatoires chroniques, cancers...) outre
I’infection liée au VIH [79]. Les changements de composition protéique au niveau de la
boucle V3, entrainent une évolution de l’utilisation de I'un, D’autre ou des deux
corécepteurs. 1l en résulte un tropisme de type R5 pour les souches utilisant le
corécepteur CCRS, ou X4 pour celles ayant recours a ’utilisation du CXCR4, ou encore
dual/mixte R5/X4 pour les virus nécessitant 1’action conjointe des 2 corécepteurs, le
tropisme viral étant un phénoméne dynamique au cours de I’infection. Ainsi, la liaison de
forte affinité de la gp120 au CD4 cellulaire conduit a un changement conformationnel qui
permet ’exposition de la boucle V3. Celle-ci interagit ensuite avec le corécepteur.
L’attachement simultané aux récepteur et corécepteur, engendre une modification de
structure de la gp41, qui libére un peptide de fusion. Ce dernier peut alors s’insérer dans
la membrane plasmique et opérer une fusion de 1’enveloppe virale et de la membrane
cellulaire. 11 s’ensuit la libération du contenu viral dans le compartiment intra-

cytoplasmique cellulaire [80] (Figure 6).

(1)
Attachement

12)
Relargage

oS0 @
o

¥ Cag ’ urgeonnement
O o L
w(ation 49 \
SNLAAA

® . AN TR

SN . \9)
Pénétration s § A
nucléaire H o Translation

@
Fusion

(&) NS AAA \
% &) Integration f \
W ie Transcription LEDGF NSNS AAA |
inverse
(7 Transcription ]
SR 3'UR '
Nucleus /

Figure 6. Cycle de réplication du VIH.
Adapté d’Engelman et al. 2012 [81]
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2.1.1.2. Le gene pol et les étapes précoces du cylce de réplication virale
Le gene pol code pour une protéine de fusion Pri60gag/pol, dont le clivage

aboutit aux trois enzymes majeures du cycle de réplication viral : la protéase, la
transcriptase inverse et 1’intégrase.

La protéase ou pll (PR) est un homodimere de 99 acides aminés qui appartient a la
famille des protéases aspartiques [82]. Le site actif de cette enzyme est constitué de
plusieurs feuillets beta et d’une hélice alpha. La flexibilité engendrée par les feuillets beta
de chaque monomere forme 2 rabats, restreignant ainsi 1’accessibilité du site actif. A
I’état libre, les rabats de I’enzyme sont en position ouverte [83], mais la présence du
ligand sur le site actif, induit une conformation en position semi-fermee [84]. Le réle de
la protéase est d’induire le clivage des précurseurs protéiques Gag et Gag/Pol, mais aussi
de certaines protéines cellulaires pour favoriser la mort cellulaire par apoptose et nécrose
[85], contribuant in fine, a la déplétion en cellules CD4. Enfin, elle contribue a
I’assemblage des protéines clivées et a la maturation de la particule infectieuse.

La transcriptase inverse (TI) ou « reverse transcriptase » est un hétérodimere p51/66
possédant deux activités essentielles a 1’établissement d’un ADN double linéaire a partir
de ’ARN viral : ADN polymérase ADN-ARN dépendante et RNase H [86]. Les
premicéres études cristallographiques de 1’enzyme ont décrit une structure en 4 domaines

schématisant une main : doigts, paume, pouce et connexion [87,88] (Figure 7).
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Figure 7. Représentation schématique de la Tl du VIH-1.
D’aprés Schauer et al. [89]

L’intégrase ou p32 (IN), comprend 288 acides amines et 3 domaines indépendants [90]:
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- le domaine N-terminal constitué d’environ 50 acides aminés ; il est organisé en 3
hélices alpha qui permettent la liaison & un motif Zinc au niveau du motif conservé
« HHCC » comprenant 2 résidus histidine et 2 résidus cystéine [91] ;

- le core catalytique central est un domaine hautement conservé, site clé de 1’activité
enzymatique. Classé au sein de la superfamille RNase H des polynucléotides
transférases, il contient le motif « DDE » fait de 3 acides aminés acidiques : Asp64 et
Aspl16, Glul52, tous deux espacés par une région conservée de 35 acides aminés
[92]. Ce domaine protéique permet 1’établissement de ponts de coordination, via la
liaison & 2 ions métalliques divalents Mn?*, catalysant le processus d’intégration
[93,94];

- le domaine C-terminal est la structure dimérique la moins conservée au sein des
intégrases de Retrovirus [95,96]. L’acétylation post-traductionnelle de 4 lysines de ce
domaine régule I’ensemble des étapes d’intégration et induit également un déclin de la

réplication du virus [97].

Ces trois enzymes sont impliquées dans les étapes précoces du cycle de
réplication ainsi que dans certaines étapes tardives pour la protéase. En pratique, suite a
son entrée dans la cellule, le virus subit une décapsidation qui libére son génome. L’ARN
linéaire monocaténaire viral est alors retro-transcrit en un ADN double brin par 1’action
de la TI. La liaison de I’acide nucléique cible, au niveau du site actif enzymatique, induit
le changement en configuration « ouverte » du pouce de la TL. L’incorporation d’un
nucléotide forme un complexe tertiaire qui induit la fermeture directe des doigts de
I’enzyme sur le nucléotide nouvellement introduit. S’ensuit la formation d’une liaison
phosphodiester entre le nucléotide incorporé et la séquence cible, générant le relargage
d’un pyrophosphate par ouverture des doigts. La libération du site de liaison des
nucléotides, permise par translocation de I’enzyme, entretient la poursuite de la synthese
d’ADN. Plusieurs résidus protéiques en position 65, 115 et 151 (K65, Y115 et Q151) ont
un intérét dans la formation du site de liaison au nucléotide, comme le motif YXDD,
motif conservée de la TI, qui lorsqu’il est muté, induit la suppression de I’activité
enzymatique et diminue l’infectiosité du virus [98]. L’activité RNase H de 1’enzyme
permet de cliver la matrice ARN, lors de la formation du complexe hétérodimérique
ADN/ARN et uniquement a cette étape. Ce clivage a également pour objectif de définir
les terminaisons ADN, supports de I’intégration secondaire [99]. L’ADN généré forme

par la suite un complexe de pré-intégration (PIC) avec I’intégrase, les protéines de
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capside et certaines protéines cellulaires, capable d’atteindre le noyau de la cellule
infectée (Figure 6). L’intégrase catalyse ensuite spécifiquement le clivage des extrémités
de ’ADN proviral, puis de ’ADN cellulaire en une premicre étape de terminaison en
3’ou « 3’end processing » exposant alors des terminaisons CAOH-3’. La seconde étape
de transfert de brin d’ADN ou « DNA strand transfer » permet une liaison entre le
groupement hydroxyl libre de I’ADN viral et les groupements phosphodiesters de I’ADN
cellulaire. Il en résulte un intermédiaire d’intégration ou I’extrémité 3’ de I’ADN viral est
liée de maniere covalente a ’ADN cible. Des enzymes cellulaires interviennent alors
pour finaliser la ligation de I’extrémité 5° de I’ADN viral [100].

L’étape d’intégration dans le génome humain ne semble pas étre un phénomeéne
aléatoire [101], mais plutét influencés par 3 facteurs majeurs : i) la spécificité de la
séquence contenant des genes actifs sur le plan transcriptionnel [102] ; ii) la structure
décondensée de la chromatine au niveau de points chauds locaux [103] ; iii) de nombreux
facteurs d’attachement a la chromatine, dont le facteur de croissance LEDGF/p75
[104,105]. Contrairement a la transcription génomique active, observée lors d’une
infection productive, le génome intégré n’est pas soumis a une transcription continue
dans les cellules latentes, mais permet I’établissement d’un réservoir viral, obstacle
majeur des stratégies curatives [106].

2.1.1.3. Le géne gag et les étapes tardives

Le gene gag code pour une polyprotéine de 55 kDa comprenant 4 domaines
distincts, ayant chacun un réle dans ’assemblage d’une capside immature, puis le
relargage de virions immatures dans le milieu extracellulaire: la matrice (p17) intervient
dans le ciblage de la membrane plasmique, la capside (p24) permet des interactions
critiques de type Gag-Gag, la nucléocapside (p7) contribue a I’empaquetage de I’ARN
viral génomique, et le domaine p6 participe au bourgeonnement en surface de la
membrane plasmique [107,108].

Un petit nombre de protéines Gag créent des diméres avec I’ARN génomique au
niveau de la membrane cellulaire. Médié par des interactions Gag-Gag, le recrutement
d’autres protéines contribue a la densification protéique aux abords membranaires. Ce
phénomene est facilit¢ par des protéines de la famille ESCRT (Endosomal sorting
complex required for transport) [109]. La protéine de fusion Gag/Pol est également
intégrée. L’oligomérisation des protéines initie alors la phase de bourgeonnement tout en
créant I’assemblage des monomeres de capside. Pas moins de 2 400 monomeres et 120

protéines de fusion sont contenus dans un virion immature [109,110]. La maturation
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finale du virion, initiée par une série de clivages protéiques catalysés par la protéase
virale, aboutit aussi a la condensation de la nucléocapside, la finalisation de la structure
en coquillage de la capside, paralléelement a I’empaquetage des enzymes et du génome

viral.

2.1.2. Les protéines accessoires

Les protéines accessoires ont un role de régulation du cycle de réplication virale et
de maintien de l’infection et de la pathogénicité. Elles agissent directement pour
contrecarrer 1’action de certains facteurs de restrictions humains.

Les protéines Tat (transactivator) et Rev (regulator of viral expression) ont des
fonctions régulatrices du cycle, notamment face a la réaction immunitaire de I’hote.

Les protéines Vif, Vpr, Vpu et Nef ont, elles, un role important dans 1’établissement de
I’infection, et semblent induire une action d’adaptation moléculaire du virus pour
détourner les mécanismes de défenses de la cellule hote, tels les facteurs de restriction
[111].

Les virus délétés pour le géne vif (viral infectivity factor) ne sont plus capables de
se répliquer dans des cellules primaires, du fait de ’action de la protéine humaine
APOBEC3G (apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-like 3G)
notamment [112]. Celle-ci appartient a la famille des cytidine déaminases. Une fois
synthétisée, la protéine Vif forme un complexe avec APOBEC3G, qui associée & une
ubiquitine, sera adressé pour dégradation au protéasome [113].

Vpr (viral protein R) est exprimée tardivement dans le cycle de réplication du
virus. La protéine Vpx (viral protein X), exprimée spéecifiquement par les VIH-2, présente
une homologie de séquence avec Vpr [114]. Elle semble intervenir dans la pathogeénicité
du virus [115].

Vpu (viral protein U) est specifique des VIH-1. Cette protéine réduit I’expression
du CD4 en surface cellulaire. Elle permet également le relargage des virions néo-formés,
action contrecarrée par le facteur de restriction BST-2 (B cell stromal factor) ou CD317
ou «tetherin ». La protéine CAML (calcium modulating cyclophilin ligand), protéine
impliquée dans la différenciation des cellules T, est aussi identifiée comme une autre
cible de I’action de Vpu [116].

Nef (negative regulatory factor) a une action déterminante dans le niveau de

pathogénicité du virus. Elle facilite également I’infectivité en favorisant la pénétration du
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core viral dans la cellule hote et le bourgeonnement des virions a la surface cellulaire
[117].

2.2. Mécanismes moléculaires générant la diversité génétique
Le génome singulier des VIH, constitué¢ de 2 copies d’ARN non liées, facilite la
diversification virale de par sa relative plasticité. Cette diversification est le résultat des
mécanismes conjoints de genération de mutations et de recombinaison rétrovirale. De
nombreux facteurs liés a I’environnement exercé par 1’hote, mais également au virus lui-

méme peuvent influencer ou induire I’un ou I’autre de ces mécanismes au fil du temps.

2.2.1. Lafaible fidélité de la transcriptase inverse

A TDorigine de toute variabilité génétique, le processus de mutation est un
phénoméne stochastique susceptible de se manifester tout au long du génome. L’absence
d’activité éditrice de la TI du VIH, associée a une intense dynamique de réplication (de
I’ordre de 10™ virions par jour) [118], génére naturellement un taux de mutations élevé.
Avec un taux estimé & 1.4x10™ mutations par base et par cycle, les transitions semblent
10 fois plus fréquentes que les transversions, énergétiqguement plus colteuses [119,120].
I1 en résulte la génération d’une population virale complexe chez I’individu infecté, faite
de souches hétérogeénes mais relativement proches sur le plan phylogénétique que ’on
qualifie de « quasi-especes » [121]. De nombreux facteurs, de nature exogene ou non,
peuvent changer le taux de mutations et contribuer a rendre la composition de cette
population fluctuante au cours du temps [122]. Plusieurs équipes ont en effet montré que
le polymorphisme de la TI, qu’il soit naturel ou induit par un traitement antirétroviral,
influengait directement le taux d’erreurs introduites [123-125]. Il a aussi été mis en
¢vidence un phénoméne d’hypermutation généré par des désaminases de la famille
APOBEC. L’activité de la protéine APOBEC3G, sous le controle de la protéine virale
Vif, conduit a ’accumulation de mutations d’une cytosine en uracile (C—>U) lors de la
transcription inverse [112].

Ces mécanismes, associés a la pression de sélection naturelle de I’hote, génerent
ainsi au cours du temps une importante diversité de variants, tous issus d’une méme
souche, mais avec une dynamique d’évolution génétique propre, perpétuelle et

indépendante.
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2.2.2. Larecombinaison virale

La synthése de I’ADN proviral se produit a partir des 2 molécules d’ARN
génomique empaquetées dans la méme capside, 1'une et ’autre pouvant servir
alternativement de brin matrice lors de la transcription inverse par I’effet de sauts de
matrice. Trois modeles, non exclusifs mutuellement, ont été proposés pour illustrer et
expliquer I’effet du saut de matrice sur la recombinaison rétrovirale :

e le « modéle du choix de la copie forcé » repose sur I’hypothése que les ARN
génomiques sont fréquemment fragmentés. Ainsi le saut de la Tl est imposé du
fait de coupures naturelles sur la matrice [126] ;

e le «modéle du choix de la copie» se produit en 1’absence de bréche sur les
molécules d’ARN [127] ;

e le «modéle du choix de la copie dynamique » détermine le niveau de
recombinaison en fonction de 1’état d’équilibre entre deux activités de la TI: le
taux de polymérisation de I’ADN et le niveau de 1’activité RNAse H [128].

La recombinaison peut avoir lieu chez 1’hote entre des virus identiques,
relativement proches, voire divergents. L’impact de la recombinaison sur le potentiel
évolutif viral est donc lié au degré de divergence entre les souches parentales, mais
surtout a 1’avantage sélectif procuré par la souche recombinante par rapport a son

environnement [129].

En somme, ces mécanismes moléculaires ont un impact a la fois sur la production
de quasi-espéces virales, générant une diversité génétique a 1’échelle individuelle du
patient, mais aussi et plus largement, a 1’échelle de la population infectée en générant des
variants (sous-types, CRF) dont I’introduction dans un environnement propice a leur

adaptation, facilite leur émergence et leur évolution.

3. Conséquences viro-cliniques de la diversité génétique des VIH-1/non-M

3.1. Histoire naturelle
Les données d’évolution de I’infection sont désormais largement décrite pour les
VIH-1/M. 1l a été ainsi montré que 1’efficacité de la contamination par le VIH lors d’un

évenement de transmission sexuel, sanguin ou entre la mere et ’enfant (vertical ou
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périnatal), était liée a la quantité de virus transmise [130,131]. Ainsi, plus la charge virale
présente dans 1I’inoculum est élevée, plus I’infection a une chance d’aboutir.

Dans les 2 premieres semaines qui suivent la contamination, on observe une
sélection du virus le mieux adapté a I’environnement de I’hote [132]. La virémie est
indétectable, il n’y a pas de symptdme de I’infection, ni de manifestation immunologique,
mais le virus diffuse aux tissus et organes qui seront les sites de sa future réplication. En
2 a 4 semaines, une fois cet entonnoir sélectif passé, la population virale infectante va se
multiplier dramatiquement et produire une charge virale plasmatique (CVp) pouvant
atteindre plus d’un million de copies d’ARN/mL (Figure 8). Cliniquement, cette phase
d’infection aigué, ou primo-infection, peut se manifester par des symptémes généraux
(fievre, asthénie profonde, état grippal, diarrhées) pouvant faire évoquer un syndrome
mononucléosique. La réponse immunitaire se constitue par voie humorale avec la
sécrétion d’anticorps dirigés contre toutes les protéines virales, et par voie cellulaire avec
une réponse des lymphocytes T portant le marqueur CDS8. L’activation de trés
nombreuses cellules cibles T CD4, parallelement a une réplication intense, favorise
I’entretien de I’infection. A quelques semaines de la primo-infection, on observe alors
une brusque diminution de la charge virale pour se maintenir a un taux stable, et un déclin
des lymphocytes T CD4 circulants. L’individu infecté entre dans une phase de latence
clinique (mais pas biologique) qui peut perdurer une dizaine d’années. Cette période
refléte le fragile équilibre qui s’installe entre le maintien de la réplication virale et la
réponse immunitaire cellulaire spécifique notamment, via les lymphocytes T cytotoxiques
qui déclinent graduellement. Graduellement, le niveau de déplétion cellulaire est tel, que
le controle immunitaire global n’est plus maintenu et un taux de CD4 <200 mm? définit
le stade SIDA. Il en résulte une ré-ascension de la CVp et ’apparition de manifestations
cliniques liées a des pathogenes opportunistes s’achevant, en 1’absence de traitement, au

déces du patient.
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Figure 8. Histoire naturelle de I'infection par le VIH-1.
Cinétique de la charge virale (ligne rouge), du taux de cellules CD4+ (ligne bleue), des
anticorps anti-VIH (ligne verte) et du niveau d’activation immunitaire a partir de la

contamination (fleche rouge), et manifestations cliniques associées (encadré jaune).
Adapté de Maartens et al. 2014 [133]

S’agissant des VIH-1 non-M, les données d’évolution naturelle de I’infection sont
¢éparses, d’autant qu’elles concernent un nombre restreint de patients. Ainsi, seule la
patiente RBF168 est source d’information pour le groupe P, puisque la seconde souche
représentative de ce groupe, 06CMU14788, a été identifiée a partir d’un échantillon de
collection [30]. Jusqu’alors, les données publiées ont permis de montrer qu’en 5 ans
d’absence de traitement, la CVp atteignait en moyenne 4.5 Log copies/mL (HIV-1
RealTime, Abbott®, Des Plaines, Illinois, USA) avec un taux moyen de 326 CD4 mm™
[29]. Par ailleurs, aucune manifestation clinique relative a un stade SIDA n’avait été mise
en évidence lors du dépistage et du suivi clinique de la patiente.

Les données d’évolution naturelle de I’infection a VIH-1/N, certes peu
nombreuses, font évoquer un potentiel de pathogénie au moins aussi important que pour
les VIH-1/M. En effet, la plupart des cas d’infection pour lesquels des données cliniques
sont disponibles, montrent une majorité de patients en stade SIDA au moment du
diagnostic [28,55,56], comme 1’illustre parfaitement le premier cas décrit, avec un tableau
inaugural d’histoplasmose intestinale évoluant fatalement 7 mois plus tard [28]. L’unique
cas de primo-infection & VIH-1/N a également rapporté une symptomatologie d’emblée

sévere, faite d’une paralysie faciale. La quantification virale plasmatique, établie dans la
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littérature a 4 Log cp/mL en moyenne, en 1’absence de traitement, mérite cependant
d’étre interprétée avec précautions du fait d’un défaut probable de certaines techniques
commerciales [58]. En corrélation avec les observations cliniques, le taux de CD4 était
géneralement bas [28,57,58]. Par ailleurs, des cas de transmission horizontale et verticale
ont été rapportés [55,56].

De maniére semblable, les premiéres souches de VIH-1 de groupe O ont toutes été
isolées a partir d’échantillon de patients (notamment des couples) en stade SIDA en
I’absence de traitement antirétroviral [17,18,134]. Les premieres observations de cas
montraient une cinétique de décroissance de 500 CD4 mm™ & 200 ou <100 CD4 mm™
[135], et de 290 & 144 CD4 mm™ [22] sur 7 ans et 19 mois de suivi respectivement voir
années de suivi [20,22,135]. Enfin, une derniére étude rapportait d’une patiente
camerounaise présentant un déclin du taux de CD4 (de 576 a 400 CD4 mm™) jusqu’a 6
ans apres le diagnostic initial [136]. Le point unique de charge virale a 2 682 cp/mL
(HIV-1 RealTime, Abbott®), ne permettait cependant pas d’interpréter les données
virologiques liées a 1’histoire naturelle du virus. Des cas de transmission meére-enfant ont
également été rapportés [137,138] montrant que les nourrissons infectés présentent
d’emblée des signes cliniques liés a une immunodépression franche avec un taux de CD4
inférieur & 400/mm®, dont des pneumopathies interstitielles lymphoides [137] et des
encéphalopathies [138].

3.2. Diagnostic et suivi virologique

3.2.1. Performances des outils de diagnostic sérologique

Longtemps pris a défaut par la diversité virale, les tests sérologiques commerciaux
actuels de type immuno-enzymatique ou enzymo-immuno assay (EIA) ont subi de nettes
avancées en terme de sensibilité sur les souches de VIH hautement divergentes telles que
les VIH-1 non-M [139-142]. Alors que des échantillons de serums des patients infectés
par les souches de groupe N et P ont montré une réactivité sur de nombreux tests
commerciaux [29,54,58], il persiste toutefois une hétérogénéité de sensibilité analytique,
notamment avec les VIH-1/O : une étude sur la sensibilité de 9 tests rapides d’orientation
diagnostic ou autotests, a revélé que 6 tests présentaient une sensibilité inférieure a 80%
sur les echantillons de groupe O [143]. La méme observation a été faite sur d’autres tests
de 4°m génération, avec une intensité de signal parfois un peu plus basse pour les

échantillons de groupe O [144]. L’étude de Ly et al. visant & comparer la sensibilité de 10
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tests serologiques commerciaux sur leur capacité a détecter la fraction antigénique p24 de
divers génotypes viraux a montré que 3 et 6 des tests étaient en défaut sur la p24 pour les
échantillons de VIH-1/0 et P respectivement [145].

Parallelement, les profils de réactivités anticorps obtenus par le test de
confirmation Western-Blot sont trés différents en fonction des variants mais non
discriminants: les réactivités complétes des VIH-1 de groupe N comme de groupe P
n’offrent pas de distinction particuliére par rapport au profil observé pour les virus de
groupe M. Les virus de groupe O semblent présenter une faible réactivité sur les

glycoprotéines d’enveloppe, surtout gp120 et gp41 [38,70] (Figure 9).
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Figure 9. Profil comparatif des réactivités des différents groupes de VIH-1 au Western-Blot
Sérums de patients infectés par un VIH-1 de groupe M, O et P obtenus hors primo-infection, et N en stade
SIDA (profil incomplet du fait de la perte de réactivité de certains anticorps). Gp: glycoprotéine, p:
protéine, le chiffre mentionnait indique le poids moléculaire de la protéine en kDa. D’aprés Mourez et al.
2013 [143]

Aucun test sérologique commercial ne permet une distinction entre les variants
non-M. C’est pourquoi des outils spécifiques d’étude de la diversité virale ont été mis au
point a la fin des années 90, permettant de discriminer les VIH de type 1, 2 et certains
SIV par un test sérologique unique [146,147]. Le CNR du VIH utilise ainsi un test de
sérotypage de type immuno-enzymatique, basé sur I’utilisation de peptides synthétiques
représentatifs de la diversité virale des VIS et VIH, ciblant la gp41 comme peptide de

détection, et la boucle V3 de la gp120 comme peptide de discrimination/différenciation.
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Ce test EIA specifique de type et de groupes, présente 1’avantage d’étre modulable selon
la réactivité virale recherchée et permet un screening rapide et large des variants. Les
résultats de sérotypage donnent une orientation diagnostique, mais seuls les outils

moléculaires permettent de donner un résultat formel de génotypage.

3.2.2. Performances des outils de suivi moléculaire

L’essor des techniques de biologie moléculaire a la fin des années 1990, a permis
de grandes avancees technologiques dans le diagnostic et le suivi des infections a VIH.
Ainsi plusieurs stratégies de quantification ont généré le développement de nombreuses
trousses commerciales. Parmi celles-ci on peut citer : la PCR quantitative en temps reéel
(QRT-PCR), I’amplification par ADN branché (branched DNA, bDNA), 1’amplification
des acides nucléiques en temps réel (Nucleic Acid Sequence Based Amplification,
NASBA) et DI’amplification médiée par la transcription (Transcription Mediated
Amplification, TMA). Le défi de la diversité a montré les limites des premieres
techniques commerciales du début des années 2000, et seul la trousse LCX HIV-1 RNA
quantitative assay (Abbott®) permettait de quantifier de facon fiable les VIH-1/0
[148,149]. Dans un souci constant d’amélioration, les firmes industrielles ont fait évolué
leurs trousses pour commercialiser des outils intégrant désormais la détection et la
quantification de VIH-1 non-M, en témoignent les trousses les plus récentes: Cobas
ampliprep/Tagman HIV-1 V2 (Roche®) et Cobas HIV-1 pour systeme 4800 Roche®,
Xpert HIV-1 viral load (Cepheid®), quantifiant les virus des groupes O, N et P, en plus
des divers sous-types du VIH-1/M [150].

A T’heure actuelle, la découverte de variants divergents intervient donc
tardivement dans la cascade d’examens virologiques de prise en charge de I’infection a
VIH : ’hypothése d’une infection a VIH-1 non-M n’est envisagée que devant I’échec
d’amplification pour génotypage et séquencage de résistance d’un échantillon de charge
virale VIH-1 positive, par 1’utilisation d’amorces spécifiques du groupe M. En
conséquence, toute discordance séro-moléculaire dans 1’algorithme de prise en charge des
infections a VIH devrait imposer la recherche approfondie d’un variant divergent par des
techniques appropriées.

La démarche inverse de quantification spécifique des variants divergents, a permis
la mise au point d’outils dédiés au suivi des infections a VIH-1 de groupe O, notamment.
La premiére RT-PCR quantitative, élaborée par le laboratoire de virologie de Rouen,

associé au CNR du VIH, ciblait la région conservée des LTR [151]. Abandonnée du fait
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de son mangue de sensibilité (limite de quantification a 200 cp/mL), une seconde RT-
PCR ciblant la région de I’intégrase a montré des performances bien supérieures avec une
spécificité élevée et un seuil de 40 cp/mL comme limite basse de quantification [152].
Ces outils ne sont toutefois pas accessibles en routine diagnostique et restent 1’apanage de

centres spécialisés.

3.3. Propriétés virologiques
L’impact de la diversité génétique sur les caractéristiques virales est bien connu et
décrit a I’échelle des quasi-especes. Toutefois, les conséquences de la forte divergence
des variants non-M sur les propriétés intrinseques du virus soulevent encore de

nombreuses questions.

3.3.1. Le tropisme viral

Tout comme la progression de I’infection induit une évolution naturelle du
tropisme R5 en phase initiale vers un phénotype X4 en phase tardive, corrélé a une
évolution rapide en stade SIDA [153], la diversité génétique a, de facon générale, un
retentissement direct sur I’utilisation des co-récepteurs et le tropisme cellulaire. La
principale cause de ce phénoméne est I’importante variabilité génétique inter-souches de
la boucle V3, région associée a la détermination du tropisme viral [154,155].

Alors que le tropisme des VIH-1/N et P n’a jamais été étudié, on trouve dans la
littérature, quelques données sur 1’usage des corécepteurs CCRS et CXCR4 par les VIH-
1/0. Une étude récente a ainsi montré [’utilisation majoritaire du CCRS (83%) et
confirmé I’incapacité des outils génotypiques a prédire correctement le tropisme de ces
variants [156]. L’utilisation du corécepteur CXCR4 seul n’a pas été observée sur ce panel
de 18 isolats cliniques, bien que déja démontrée précédemment sur quelques souches
[157] ; mais 17% des virus présentaient un tropisme dual/mixte. Les isolats cliniques de
tropisme R5 sont incapables de réplication dans un systéeme exprimant la délétion Delta32
(cellules défectives en CCR5) [158], ce qui suggere que les VIH-1/0O n’aient pas recours
a d’autres types de co-récepteurs. Initialement observée sur 2 souches (MVP5189 et
CA9), cette hypothese a été confirmeée a plus large échelle (N=12) [159].
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3.3.2. Lefitness viral et 'adaptation a I’'h6te

On entend au sens de « fitness viral », la capacité réplicative d’un VIH-1 dans un
environnement donné tel que défini par Domingo et Holland [160]. Le fitness semble
impacté par la diversité¢ virale, notamment lors de 1’apparition de populations virales
portant des mutations de résistance aux antirétroviraux [161,162]. Toutefois, le fitness
viral des variants divergents est une problématique complexe ou intervient la diversité
génetique. Des essais de compétition en culture cellulaire ont montré que les souches de
VIH-1/M presentaient un meilleur fitness que les VIH-2 et surtout que les VIH-1/0, 100
fois moins performants que le variant pandémique [163]. Pour autant, les VIH-1/O
porteurs naturellement de mutations de résistance connues pour les VIH-1/M, telles que
les mutations A98G, V179E et Y181C sur la TI, présentaient un meilleur fitness par
rapport aux mémes virus, non mutés [26]. Ces observations suggérent que le génotype
naturellement muté des VIH-1/0, n’a pas d’effet délétére sur le fitness viral,
contrairement a ce qui est observé pour les VIH-1/M chez qui, ces mémes mutations sont
sélectionnées par un traitement ARV.

La capacité adaptative des variants non-M du VIH-1 est, elle, liée a leur potentiel
d’adaptation aux caractéristiques de leur hote. Un facteur viral d’adaptation spécifique a
I’hote a été identifié en position 30 du géne gag. L’étude de la nature des résidus présents
a cette position au sein de séquences de virus simiens et humains a montré la
conservation d’une methionine (M) ou d’une leucine (L) chez les VIScpz, alors qu’un
acide aminé basique de type Arginine (R) ou Lysine (K) était systématiquement présent
au sein des lignées originelles de VIH-1. Des études de mutagénese dirigée ont ainsi
montré ’avantage réplicatif spécifique d’hdote conféré par I’une ou ’autre des mutations :
les virus mutés pour M ou L en Gag-30 présentaient des titres plus élevés dans des
cellules issues de chimpanzés, alors qu’on observe le méme phénomeéne sur des cellules
humaines seulement avec les virus mutés pour R ou K a cette méme position. Ces
résultats soulignent I’importance de la pression de sélection exercée spécifiquement par
I’hote sur le virus, et définissent la protéine Gag comme un modulateur de 1’adaptation
virale. L’analyse de cette position a été réalisée pour les 2 souches de groupe P pour
évaluer I’impact de leur potentiel adaptatif sur leur diffusion; la souche prototype
RBF168 de groupe P exprime un résidu M en Gag-30 rendant cette souche humaine plus
proche des VISgor et VIScpz porteurs de ce méme résidu que des autres VIH.
Paradoxalement, la seconde souche 06CMU14788 témoignerait d’une adaptation a

I’homme du fait de la présence d’un résidu basique [30].
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3.3.3. Laréponse virale aux facteurs de restriction cellulaire

Les facteurs de restriction, molécules cellulaires dotées d’activité antivirale
comme par exemple la tétherine, de I’anglais «tether » signifiant « attacher », ont
¢galement fait 1’objet de nombreuses ¢études pour mieux comprendre les capacités
d’infection des variants divergents. Cette protéine intervient en maintenant les virions
néoformés attachés a la surface membranaire, empéchant leur relargage dans le milieu
cellulaire. La plasticité du VIH a permis de développer un effet antagoniste de cette
activité antivirale via les protéines accessoires. Le VIH-1/M utilise ainsi la protéine Vpu
pour contrecarrer 1’effet de la tétherine et permettre également la dégradation des
récepteurs CD4. Cette propriété semble avoir été acquise par voie adaptative du virus
puisque chez les chimpanzés et les gorilles, c’est la protéine Nef des VIScpz et VISgor
qui agit sur la tétherine. Concernant les VIH-1/N, la protéine Vpu gagnerait modestement
en activité anti-tétherine, mais pas en activité de dégradation des récepteurs CD4. A
I’inverse, la protéine Vpu des VIH-1/O et P inhibe peu, voire pas, le relargage des virions
mais conserve un effet sur les récepteurs CD4 [45,164,165]. Des exceptions existent,
deux souches, une de groupe O [166] et une de groupe N [167], ont montré, de facon
analogue aux virus simiens, les performances de la protéine Nef a contrecarrer I’action
des facteurs de restriction cellulaires. Cette observation indique que ’acquisition d’un
antagonisme efficace dirigé contre la tetherine, probablement liée a une forte pression de
sélection de I’hote, est un phénoméne rare d’émergence de variants avec un meilleur
potentiel de transmission.

D’autre part, une récente étude de bioinformatique évolutive a confirmé
I’existence d’un dizieme géne du VIH-1 (pourtant suggérée en 1988) et a montré une
corrélation statistiquement significative entre la présence de la protéine AntiSense, codé
par le géne Asp, et la prévalence du VIH-1/M. De plus, le taux de maintien de la protéine
Asp au sein du variant pandémique, a une probabilité nulle d’étre obtenu par hasard
[168]. La fonction de Asp reste encore indéterminée mais cette protéine est absente des
VIH-1/0O et de certains sous-types du VIH-1/M, suggerant une fonction accessoire et lien

potentiel avec la capacité de diffusion des souches chez I’homme.
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4. Prise en charge thérapeutique de l'infection a VIH-1 et conséquences de la
diversité génétique des VIH-1 non-M
4.1. Les thérapeutiques antirétrovirales actuelles
A ce jour, 27 molécules antirétrovirales sont indiquées dans le traitement de
I’infection a VIH de I’adulte. Elles sont regroupées en 5 classes thérapeutiques, ciblant
chacune une étape du cycle de réplication du virus. L’objectif premier du traitement ARV
est d’empécher la réplication du virus en rendant la CVp indétectable <50 copies/mL,
tout en maintenant ou restorant un nombre de CD4>500/mm?. Secondairement, doivent
étre recherchés la meilleure tolérance possible, 1’amélioration ou la préservation de la

qualité de vie et la réduction du risque de transmission [169].

4.1.1. Les inhibiteurs d’entrée

IIs agissent précocement a trois niveaux de 1’étape de pénétration du virus dans la
cellule héte : par inhibition de la phase d’attachement, par antagonisme des corécepteurs
cellulaires CCRS, et par blocage de 1’étape de fusion de I’enveloppe virale et de la
membrane cellulaire. Seules des molécules agissant sur les 2 dernieres étapes sont
actuellement commercialisées.

Les antagonistes des corécepteurs CCR5 sont des inhibiteurs allostériques utilisés
en association avec d’autres molécules antirétrovirales pour le traitement des infections a
virus de tropisme R5. Le seul représentant de cette classe thérapeutique actuellement
commercialisé est le maraviroc (MVC, CELSENTRI). D’autres molécules de méme
mécanisme d’action, tels le vicriviroc et cenicriviroc, sont actuellement en cours d’étude
(Phase | dans des combinaisons microbicides et phase Il respectivement). Uniquement
active sur les virus de tropisme R5, cette classe thérapeutique nécessite en amont une
détermination du tropisme viral. A ce jour, deux modeles de prédiction coexistent [170].

La détermination génotypique se base sur la séquence génétique de la boucle V3
de la gp120 virale, pour prédire le tropisme ; la regle du 11/25 a été la premiére a établir
la correspondance d’un virus X4 avec celle d’acides aminés chargés positivement en
position 11 et 25 de la boucle [171]. Par la suite, des modeles computationnels plus
sophistiqués, accessibles en ligne, ont vu le jour, dont les plus communément utilisés sont
WebPSSM [172] et geno2pheno [173]. Le principal écueil de ces outils réside dans leur
mise au point, quasiment exclusivement incrémentée par des séquences de VIH-1/M de

sous-type B (prédominant dans les pays occidentaux).
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Les tests phénotypiques permettent quant a eux, de tester le virus sous une forme
infectieuse quelle qu’elle soit (pseudoparticules virales, virus recombinants, isolats
cliniques...), dans des conditions d’infection de cellules de lignées exprimant 1’un ou
I’autre des co-récepteurs. Ainsi, le modéle commercial Trofile® ou Enhanced-Sensitivity-
Trofile-Assay (ESTA) (Monogram Biosciences, South San Francisco, CA) [174] a
supplanté les tests Virco (Virco BVBA, Mechelen, Belgium), Phenoscript (VIRalliance,
France) [175], actuellement abandonnés. Dans une moindre mesure, un test (dit “ test de
Toulouse”) élaboré par une équipe francaise, semble étre utilisé a visée de recherche
[176].

L’enfuvirtide (T20, FuzeoN) est le seul inhibiteur de fusion actuellement
commercialisé. Combiné a d’autres agents antirétroviraux, il est indiqué en
administration sous-cutanée, comme thérapie de sauvetage chez les patients infectés par
un VIH-1 en échec virologique d’un traitement précédent. 1l correspond & un court
peptide de 36 acides aminés mimant le domaine extracellulaire HR2 de la gp41 [177]. Il
agit en bloquant le changement de conformation de la gp41 et empéchant la fusion entre

I’enveloppe virale et la membrane cellulaire.

4.1.2. Les inhibiteurs de la transcriptase inverse

La Tl a été la premiere cible virale des thérapeutiques antirétrovirales. Il existe
deux classes pharmacologiques distinctes qui inhibent cette enzyme-clé du cycle de
réplication viral : les inhibiteurs nucléos(t)idiques et non nucléosidiques de la
transcriptase inverse (INTI et INNTI respectivement).

Les INTI sont des analogues de nucléosides naturels dépourvus de groupement
hydroxyl en 3. lls subissent une phosphorylation par des kinases cellulaires pour devenir
pleinement actifs. L’incorporation en 3’ par la TI, d’un INTI au lieu d’un nucléotide
naturel, bloque la phase d’élongation de ’ADN, du fait de la modification de la
terminaison du groupement nécessaire a I’établissement d’une liaison phophodiester dans
la chaine d’acides nucléiques. Les INTI agissent donc comme terminateurs de chaine.
Historiquement, le composant 3’-azido-2’,3’-dideoxythimidine, nommé aussi zidovudine
(AZT, RETROVIR), a eté le premier a montré un bénéfice clinique sur les patients infectés
dés 1987 [178]. Depuis, bien d’autres molécules sont venues enrichir cette classe, socle
de la trithérapie d’initiation conventionnelle. A c6té des molécules les moins prescrites
(stavudine d4T, ZeriT; didanosine ddl, VIDEX), on peut citer la lamivudine (3TC,
EPIVIR), I’abacavir (ABC, ZIAGEN et en coformulation ABC+3TC, KIvEXA), le Ténofovir

27



disoproxil fumarate (TDF, VIREAD), seul inhibiteur nucléotidique, aussi co-formulé avec
I’emtricitabine (FTC, EMTRIVA) dans TRUVADA (FTC+TDF). Son dérivé au sel
d’alafénamide (TAF), dans la spécialit¢ jumelle de la précédente, DEScCovy en
association fixe de bithérapie, a permis d’améliorer sa tolérance notamment en diminuant
la toxicité osseuse et rénale, tout en maintenant son activite antivirale.

Les INNTI sont quant & eux des inhibiteurs allostériques directs de la TI. En se
liant a un site précis de la poche hydrophobe de I’enzyme ils inhibent la polymérisation
de ’ADN néoformé. On distingue actuellement 5 molécules : névirapine (NVP,
VIRAMUNE), efavirenz (EFV, SUSTIVA et ATRIPLA en co-formulatio avec FTC+TDF) et
etravirine (ETV, INTELENCE), rilpivirine (RPV, EDURANT et en coformulation
TDF+FTC+RPV, EVIPLERA et TAF+FTC+RPV, ODEFSEY) dites de seconde génération
du fait de leur noyau diarylpyrimidine (DAPY). Ces dernieres disposent d’une meilleure
plasticité structurale qui leur permet un maintien d’efficacit¢é notamment lors de
changements de conformation de I’enzyme induits par certaines mutations de résistance

[179,180].

4.1.3. Les inhibiteurs de protéase

IIs agissent par inhibition compétitive en se liant directement par un groupement
hydroxyl au carboxyl du site actif de I’enzyme. Malgré 1’'important polymorphisme de
cette enzyme, le site de liaison des molécules inhibitrices semble relativement conservé.
La profusion de développements industriels a été permise par une évolution des
squelettes protéiques déja existants, donnant naissance a 10 molécules dans la classe des
inhibiteurs de protéase (IP) : amprenavir (APV, AGENERASE), indinavir (IDV,
CRrIXIVAN), nelfinavir (NFV, VIRACEPT), saquinavir (SQV, FORTASE/INVIRASE),
tipranavir (TPV, ApTIVUS), ritonavir (RTV, NORVIR), lopinavir (LPV, en association fixe
avec le ritonavir dans la spécialité KALETRA), fosamprenavir (TELZIR) comme prodrogue
de ’amprenavir, atazanavir (ATV, REYATAZ), darunavir (DRV, PREzISTA) dont seules les
5 derniéres font partie des schémas de recommandations thérapeutiques actuels. Par
ailleurs, I’association fixe de DRV+FTC+TDF+cobicistat (SYMTUZA) a obtenu son
autorisation de mise sur le marché européenne en septembre 2017. Le ritonavir exerce
une importante inhibition de I’isoenzyme 3A4 du cytochrome p450, ce qui permet de
diminuer le métabolisme des autres molécules. A ce titre, des concentrations
subthérapeutiques de ritonavir sont communément co-administrées avec les inhibiteurs de

protéase [181]. Parmi les molécules les plus récentes, le darunavir posséde une tres forte
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affinité pour I’enzyme (de ’ordre de 5 fois supérieure aux agents plus anciens) et ce,

méme sur un substrat déja résistant aux molécules les plus anciennes [182].

4.1.4. Les inhibiteurs d’intégrase

Les diketo-acides de cette récente classe d’antirétroviraux des inhibiteurs
d’intégrase (INI), agissent comme inhibiteurs catalytiques de I’intégrase en chélatant les
ions divalents du core catalytique. A ce titre, ils bloquent spécifiquement 1’étape de
transfert de brin et méritent plus justement I’appellation d’inhibiteurs de transfert de brin
[183,184]. Depuis la commercialisation fin 2007, du raltegravir (RAL, ISENTRESS)
premiére molécule de cette classe, deux autres molécules ont été autorisées sur le marche:
elvitegravir (EVG, en France, uniquement dans les combinaisons fixes STRIBILD et
GENVOYA, en co-formulation avec TDF+FTC+cobicistat et TAF+FTC+cobiscistat
respectivement) et dolutegravir (DTG, TIVICAY) et sous forme de combinaison fixe
TRIUMEQ associé a ABC+3TC. Bictegravir et cabotegravir sont des molécules de cette
classe, actuellement en cours d’essai clinique, mais déja prometteuses [185-187].

Malgré leur inaccessibilité actuelle dans certains pays a ressources limitées, les
recommandations de traitement les plus récentes intégrent désormais cette classe

thérapeutique a I’association classique de 2 INTI en trithérapie d’initiation [169,188,189].

4.1.5. Les stratégies en cours de développement

4.1.5.1. Les inhibiteurs d’attachement
Contrairement aux autres inhibiteurs d’entrée, le fostemsavir (GSK-3684934),

initialement BMS-663068 (prodrogue du BMS-626529), agit en se liant directement a un
site conservé de la gp120. Il empéche alors toute liaison au récepteur CD4 de la cellule
hote. Une premiére étude clinique a prouvé son efficacité virologique in vivo dans un
essai de monothérapie de 8 jours chez des patients infectés [190]. Une seconde, a plus
large échelle, a montré son équivalence par comparaison a 1’atazanavir boosté au
ritonavir [191]. Les étapes de développement se poursuivent actuellement par des études
de phase 111 sur des patients lourdement prétraités (étude BRIGHTE NCT02362503).
4.1.5.2. Les inhibiteurs de capside

Des composés ciblant la capside du VIH ont montré une inhibition de la
réplication du cycle viral de souches de laboratoires mais aussi d’isolats cliniques. Parmi
les molécules issues de screening de bases de données chimiques ou de la sélection par

cartographie en cristallographie a rayons X, on trouve actuellement en cours d’étude :

29



CAP-1 [192]; dérivés de benzodiazépines et de benzimidazolés [193]; CK026 et dérivés
[194]; PF74 [195] ; BI-1 et BI-2 [196,197].
4.1.5.3. Les inhibiteurs de maturation

Dérivés betulinés d’a-kéto amides, ces composés empéchent le clivage
protéolytique exercé par la protéase virale, en se liant a la protéine précurseur
polyprotéique Gag lors des étapes tardives de maturation. Le Bevirimat a été le chef de
file de cette classe, mais son développement a été stoppé en 2010, pour favoriser des
dérivés ayant une meilleure efficacité sur I’ensemble des quasi-espéces virales. En effet,
le polymorphisme naturel de certains virus réduisait de facon significative la sensibilité
au Bevirimat [198,199]. A ce titre, les récentes données phénotypiques des composes
GSK8999 et BMS-955176 semblent prometteuses pour la poursuite du développement de
cette classe thérapeutique [200,201].

4.1.5.4. Les inhibiteurs allostériques de I'intégrase ou ALLINIs

Cette classe pharmacologique agit sur 1’étape de maturation du virus en inhibant
le facteur de croissance cellulaire LEDGF/p75 ou Lens Epithelium-Derived Growth
Factor. Cette protéine est un cofacteur cellulaire qui se lie a I’integrase pour favoriser
I’attachement a I’ADN viral [104,202]. L’ensemble crée ensuite un complexe
d’attachement a la chromatine humaine [203]. Une poche de liaison au domaine
catalytique de I’integrase, a été identifiée comme cible de I’action antivirale des ALLINIs
[204,205]. Plusieurs molécules ont déja été étudiées dans des phases de développement

tres précoce et semblent intéressantes [206].

D’autres stratégies font 1’objet de recherche intensive pour traiter I’infection a
VIH, dans un modele d’éradication permanente de Iinfection. Ces thérapies
essentiellement basées sur le modéle du « Shock and Kill », cherchent & induire la
réactivation a partir des réservoirs viraux d’ADN proviral pour « purger » la production
virale par cytolyse ou inactivation immunologique. Ces modéles ne seront pas abordés

ici, notre analyse se limitant aux stratégies de chimiothérapie conventionnelle.

4.2.Variabilité virale et résistance sélectionnée par un traitement antirétroviral

4.2.1. Mécanismes de sélection de virus résistants
Les mutations de résistance sont générées spontanément par la diversité des quasi-
espéces virales, mais du fait d’un fitness beaucoup plus délétere, il est rare que les virus

mutés prédominent chez leur hote. L’émergence de ces variants mutés est cependant
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rendue possible par la pression de sélection exercée par le traitement ARV sur I’ensemble
des populations virales : un traitement a doses suboptimales diminue la circulation du
virus sauvage sensible, permettant au virus muté de profiter d’un avantage relatif dans ces

conditions (Figure 10).

B g b)

Figure 10. Cinétique d’émergence d’un virus résistant au traitement administré
Point vert : virus réplicatif sensible au traitement, Point rouge : virus réplicatif résistant au
traitement, Gradient jaune a orange : variation de concentrations du traitement selon les
compartiments (suboptimales a pleinement optimales) a) Avant I'exposition au traitement,
la réplication virale est intense b) Pendant I'exposition, le virus réplicatif sensible est
fortement réduit c) Sélection d’un virus muté résistant par des concentrations suboptimales
d’ARV dans certains compartiments d) Sélection et réplication a haut niveau du virus muté
lors de récurrences de concentrations sub-inhibitrices d’ARV, menant a I'échec virologique.
D’apreés Pironti et al. 2017 [207]

La plupart des mutations de résistance ne sont pas observées chez les patients
naifs de traitement (en dehors des virus résistants transmis) et sont donc dites non-
polymorphiques [208]. Les mutations sont dites « primaires » lorsqu’elles induisent
directement une réduction de la sensibilité au traitement ou « accessoires » quand elles
s’associent a I’effet des mutations primaires et/ou impactent sur le fitness viral. Selon les
classes d’antirétroviraux, le nombre de mutations a développer pour voir une diminution
de sensibilité est variable : alors qu’une mutation est suffisante pour certaines classes
(barriere génétique faible a la résistance), d’autres nécessitent I’accumulation de diverses

mutations (barriére génétique élevée). L’efficacité globale d’une molécule résulte donc de
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son activité antivirale intrinséque estimeée par la réduction de la charge virale (Log
cp/mL) en monothérapie, associée a sa barriere génétique a la résistance, définie par le

nombre de mutations entrainant une diminution de 1’activité virologique (Figure 11).
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Figure 11. Efficacité relative des ARV par rapport a leur barriére génétique a la résistance

Représentation schématique du niveau d’activité antivirale exprimé en nombre de Log de réduction
de la CVp en monothérapie (axe des ordonnées) en fonction du nombre de mutations nécessaires a
I"acquisition de I’échec (axe des abscisses). D’aprés Tang et al. 2012 [208].

4.2.2. Méthodes d’analyse de la sensibilité aux ARV

4.2.2.1. Analyse génotypique
L’ analyse génotypique correspond au séquencage des genes codant pour les cibles

des ARV. La recherche des mutations existantes par rapport a une séquence de référence
« sensible » (traditionnellement HXB2 pour les VIH-1/M ou ANT70 pour les VIH-1/0),
est réalisée spécifiquement sur les résidus qui sont décrits pour induire une résistance aux
molécules ARV. Une interprétation de ces mutations est ensuite réalisée selon des régles
d’interprétation  définies sur des modeles statistiques associant des paires
génotypes/phénotypes et des résultats de réponse virologique obtenus in vivo. Les
algorithmes d’interprétation principalement utilisés et mis a jour périodiquement sont
ceux de I’Agence nationale de recherche contre le SIDA et les hépatites virales (ANRS)

http://www.hivfrenchresistance.org/, de [Duniversit¢ de Stanford en Californie

http://hivdb.stanford.edu, de D’institut Rega de Leuven en  Belgique

http://rega.kueleuven.be/cev/avd/software/rega-algorithm [209]. Par ailleurs, des sociétés
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commerciales proposent divers systémes d’interprétation de la résistance génotypique:
GeneSeq® de Monogram Biosciences, Viroseq® (Celera Diagnostics/Abbott®),
Viroscore® (Advanced Biological Laboratoires), Smartgene HIV (Smartgene).

Selon les recommandations actuelles, une détermination génotypique de la
résistance est souhaitable lors du bilan initial d’une infection a VIH, avant toute initiation
thérapeutique, et en cas d’échec virologique pour documenter la résistance et guider le

choix de la nouvelle combinaison ARV [169].

4.2.2.2. Analyse phénotypique

L’analyse phénotypique consiste a mesurer la réplication d’un virus en culture
cellulaire, en présence de concentrations croissantes d’ARV, le processus de sélection de
virus mutés imposant de recourir a des doses plus élevées d’ARV, par rapport a celles
nécessaires a une souche de référence dite « sensible » pour obtenir la suppression virale.
Ainsi, la concentration de produit nécessaire a inhiber la croissance virale in vitro, de
50% ou 90% par rapport a I’inoculum de départ, définit une Concentration Inhibitrice
50% et 90% (respectivement CI50 et CI90). Plus cette concentration est élevée par
rapport a celle observée chez le virus sensible, moins le virus est sensible a la molécule
administrée et donc résistant. La courbe dose-réponse obtenue en reportant le niveau
d’inhibition de réplication, en fonction de la dilution de médicament, prend ’allure d’une
sigmoide. Son point d’inflexion refleéte la CI50 de la souche testée, exprimée en unité de
concentration (généralement nM ou pM). Les résultats sont aussi rapportés a ceux
obtenus pour un virus (ou un panel) de référence réputé sensible a la molécule étudiée ;
on définit alors le niveau d’inhibition du virus testé par le rapport de sa CI50 avec celle
du virus de référence, donnant ainsi un niveau de « Fold Change » (FC).

L’interprétation des tests phénotypiques est basée sur la définition du seuil de FC
a partir duquel la molécule testée ne semble pas exercée 1’effet escompté sur la
réplication virale. Bien que difficile a établir, la définition de seuil clinique semble la plus
pertinente [210,211]. Alors que la variabilité technique est un parametre important a
considérer sur les essais phénotypiques, la variabilité virale intrinséque semble aussi
jouer un réle majeur pour la définition d’un seuil biologique [212]. Malgré ces difficultés
de standardisation, cette méthode permet une estimation directe et quantitative de la
sensibilité des virus aux molécules antirétrovirales, méme en présence de complexes de

mutations. A I’inverse, le principal écueil est révélé par la discordance parfois observée
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entre une diminution d’efficacité in vivo et de tres faibles variations de sensibilité in vitro
[212].

La mise en ceuvre pratique de cette méthode nécessite habituellement I’isolement
de la souche virale a partir d’une culture, qui est chronophage et impose non seulement
un environnement contrélé (laboratoire de sécurité microbiologique de niveau 3), mais
aussi un inoculum viral initial suffisant. Du fait de sa lourdeur technique, cette méthode
est supplantée par de méthodes basées sur la construction d’un virus recombinant en
cycle unique d’infection ou de virus pseudotypés, dont 2 tests commerciaux existent
actuellement Phenosense® (Monogram Biosciences, San Francisco, CA, USA) et
Antivirogram® (Virco, Titusville, NJ, USA). Ces modeles semblent d’ailleurs trés peu

corrélés entre eux [213].

4.3. Impact de la diversité génétique des VIH-1/non-M

4.3.1. Sensibilité génotypique naturelle

Le polymorphisme naturel du VIH-1/P n’a pas été décrit jusqu’a présent. Les
quelques données génotypiques disponibles sur les VIH-1/N indiquent qu’il n’existe pas,
pour ces variants, de mutations naturelle a 1’origine de résistance aux INTI, INNTI et IP
[54,56].

Concernant les VIH-1/0, on connait la nature des acides aminés exprimés sur les
positions référencées par les algorithmes d’interprétation de la résistance définis pour les
VIH-1/M (ANRS, Rega Stanford) [214,215]. Le polymorphisme naturel des VIH-1/0O, se

résume alors comme suit :
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La PR présente la plus forte variation genétique avec plus de 34% des positions du

géne mutées [216]. On y retrouve des positions fortement impactées (proportion
de mutations >70% ) : 10, 13, 15, 20, 34, 35, 36, 41, 43, 58, 62, 63, 64, 69, 71, 89

et 93 dont la majorité expriment un acide aminé associé a la résistance chez le

VIH-1/M [214,215,217] (Tableau 1).

Tableau 1. Fréquence (%) des mutations naturelles courantes des VIH-1/0 sur la PR.

N=83 séquences, interprétées par rapport a I'algorithme ANRS 2017 v27 et dont la

fréquence est > 10%

Résidu sauvage et
Mutations associées
a la résistance

Mutations décrites par
un algorithme autre
que I’ANRS (Rega et
Stanford)

L10
Vil
113
115
G16
K20
L33
E34
E35
M36
R41
K43
D60
Q58
162
L63
164
H69
K70
A71
V77
185
L89
193

V(75) 1(25)

V(91)
E(12)
C(100)

1(99)

N(29) S(11)
E(97)
V(100)

T(88)
R(88) K(12)

V(94)

1(88) M(12)

A(100)

N(77)
N(95)

K(83)
T(75)

V(84)

E(51) Q(10)

L(100)

En gras, les mutations présentes majoritairement a une fréquence >50%, *position de
résistance connue mais impact du résidu non décrit. Les positions associées a la
résistance non mutées, ne sont pas listées. Adapté de Depatureaux et al. 2011 [214]

35



e La TI des VIH-1/O est certes moins polymorphique que la PR, mais

présente les spécificités suivantes:

O

©)

©)

la mutation A98G associée a la résistance aux INNTI,
les mutations atypiques V179E et L210Y,

la mutation VV118C prise en compte comme mutation accessoire par

’algorithme de Stanford,

la mutation Y181C, pour une majorité de souches (54 a 79% selon

les études [59,214]), confére une résistance a 1’ensemble des
molécules de la classe des INNTI [214,215] (Tableau 2).

Tableau 2. Fréquence (%) des mutations naturelles courantes des VIH-1/0 sur la TI.
N=74 séquences, interprétées par rapport a I'algorithme ANRS 2017 v27,et dont la
fréquence est >10%

Positions et
Mutations associées a la

résistance

Mutations
atypiques*

Mutations décrites par un
algorithme autre que
I’ANRS (Rega et Stanford)

D67
T69
V90
A98
K101
K103
V106
V118
E138
V179
Y181
M184
G190
L210
T215
K219
H221
P225
M230

G(100)

R(28)
1(19)

E(100)
C(57)

Y(100)

C(100)

En gras, les mutations présentes majoritairement a une fréquence >50% ; *position de
résistance connue mais impact du résidu non décrit. Les positions associées a la
résistance non mutées, ne sont pas listées. Adapté de Depatureaux et al. 2011 [214]
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L’IN possede aussi un profil mutationnel singulier. L’étude de Leoz et al.
sur un panel de 96 séquences de virus de patients naifs d’anti-intégrase a
montré que 11 positions présentent des mutations naturelles de résistance,
dont 3 de maniere quasi constante (fréquence >99%) : L741, S153A et
T206S [25], polymorphisme confirmé par les résultats d’études ultérieures
[59,69,214]. On note aussi la présence naturelle a faible fréquence (<10%)
de mutations majeures (T97A, E157Q), phénomene observé de maniére
semblable chez les VIH-1/M (Tableau 3).

Tableau 3. Fréquence (%) des mutations naturelles courantes des VIH-
1/0 sur I'IN.

N=96 séquences, interprétées par rapport a I’algorithme ANRS 2017 v27,

et dont la fréquence est >10%

Positions et Mutations ~ Mutations décrites par un
Mutations associées atypiques*  algorithme autre que

a la résistance * I’ANRS (Rega et Stanford)
H51

L74  1(100)*§

T97

T112 V(56)* 1(39)*

T124 A (95)*

S153 A(99)*8

E157

G163 Q(96)*§

V201 1(96)*

T206 S(99)*§

En gras, les mutations présentes majoritairement a une fréquence >50% ;
**position de résistance connue mais impact du résidu non décrit. Les
positions associées a la résistance non mutées, ne sont pas listées. Adapté de *
Leoz et al. 2008 [25] et § Depatureaux et al. 2011 [214]

La quasi-totalité des séquences de gp41 présente la mutation de résistance
N42D (99%) [218]. Les autres mutations polymorphiques des VIH-1/O
sont atypiques, parfois mixtes et trés peu fréquentes (<0.5%) : N42NS,
N43K, L45LP [219].
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En I’absence de pression de sélection thérapeutique, le polymorphisme des VIH-
1/0 se caractérise donc par une fréquence élevée de mutations associées a la résistance

(MAR) sur les différentes régions étudiées.

La prise en compte du polymorphisme majoritaire naturelle retrouvé pour les
VIH-1/0 conduit ainsi, selon les 3 principaux algorithmes d’interprétation de la
résistance (ANRS, Stanford, Rega) [214] aux conclusions suivantes:

i) une sensibilité a la classe des INTI et des INI ;

i) une résistance ou sensibilité intermédiaire aux INNTI du fait de la MAR
majoritaire Y181C ; seul 1’algorithme de I’ANRS indiquerait une sensibilité
conservée a I’ETV, la discordance d’interprétation  étant liée a la
considération de la MAR V179E par Stanford et Rega et non par ’ANRS ;

iii) le profil majoritaire des mutations sur la PR (10V + 15V + 20C + 36l + 58E +
62V + 63T + 69R + 71V + 891), décrites par 1’algorithme ANRS, implique
une sensibilit¢ a I’ensemble des IP excepté une résistance ou sensibilité
intermédiaire au NFV, SQV et TPV (bien que ce dernier n’ait été validé que
pour le sous-type B du VIH-1/M) ;

iv) et une résistance ou sensibilité intermédiaire au T20 principalement portée par la

mutation signature N42D.

L’ensemble de ces données souligne I'importance du séquencage des régions
associées a la résistance avant la mise sous traitement. Et ceci d’autant plus que, comme
pour les VIH-1/M, le phénomene de transmission de virus résistants existe aussi pour les
VIH-1/0. Un cas de transmission d’une souche hautement résistante, au sein d’un couple

a été recemment décrit [220].
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4.3.2. Sensibilité phénotypique naturelle

Les données issues des études phénotypiques viennent confirmer 1’absence de
conséquence du polymorphisme génétique de la Tl des VIH-1/O sur la sensibilité aux
INTI [156]. Les CI50 de VIH-1/0 au 3TC, n’étaient pas différentes de celles obtenues
pour les VIH-1/M (p=0.145). Un seul isolat clinique retrouvé phénotypiquement résistant
(C150>6.25 nM par rapport a une moyenne de 0.05 £ 0.03 nM), présentait la mutation
M184V, vraisemblablement sélectionnée par une exposition antérieure a AZT+3TC
[215]. A TP’inverse, la résistance phénotypique des VIH-1/O aux INNTI, principalement
portée par la mutation Y181C, a été démontrée par plusieurs études [156,215,221], il
n’est donc pas recommandé d’utiliser cette classe dans la prise en charge des patients
infectés par un VIH-1/0 [169]. En s’intéressant au détail des résultats, on note cependant
que la sensibilité a ETV ne semble pas autant impactée (FC=10) que pour NVP (FC=89)
ou EFV (FC=42) [222]. De plus, il existerait un gradient de la réponse phénotypique aux
INNTTI en fonction du génotype des virus. Pour exemple, la mutation K103R, lorsqu’elle
est associée aux mutations naturelles A98G et V179E présente un effet 10 fois plus
marqué sur la sensibilité phénotypique a ETV et NVP [156,215]. En I’absence de la
mutation Y181C, on note une sensibilité phénotypique a ETV conservée, malgré la
présence d’autres mutations telle que la G190A [69].

Si Dinterprétation génotypique est rassurante concernant la classe des IP, la
premiére étude de sensibilité au SQV, réalisée sur 8 isolats cliniques VVIH-1/O, montrait
des différences de sensibilité par rapport a la CI50 des isolats de référence de groupe M et
semblait donc confirmer les données d’interprétation génotypique [223]. Le faible effectif
de souches étudiées n’a cependant pas permis de confirmer ce résultat statistiquement. La
sensibilité phénotypique au DRV d’un panel de 28 isolats cliniques VIH-1 dont 3 de
groupe O, a été étudiée en préambule de 1’étude ARTEMIS de phase III de DRV/r
800/100 mg vs LPV/r. Les résultats montraient une médiane de CI50 des VIH-1/M a 0.52
nM (<0.10 a 4.28 nM), alors que la médiane des VIH-1/0 était a 2.41 nM, soitun FC a 5
[224]. Alors que les auteurs concluaient a une bonne sensibilité de 1’ensemble des virus
testés, il n’en demeure pas moins des écarts de CIS0O importants entre les virus de groupe
M et O. Ainsi, la sensibilité phénotypique des VIH-1/0O aux IP nécessiterait encore d’étre

précisée par I’étude d’autres IP.
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Concernant la sensibilité aux INI, Depatureaux et al. ont mis en évidence une
moindre efficacité de ’enzyme des VIH-1/O sur I’activité de transfert de brin par rapport
au VIH-1/M, a rapprocher d’une modification de structure tertiaire induite par les motifs
polymorphiques en position 74 et 153 [225]. La forte affinit¢ de I’enzyme pour ses
substrats (dolutegravir, raltegravir ou elvitegravir) permet néanmoins le maintien de
I’efficacité de ces molécules, avec méme une meilleure inhibition de I’enzyme des VIH-
1/0 par rapport aux VIH-1/M par le raltegravir [69,225]. L’efficacité de I’elvitegravir sur
les VIH-1/O serait a nuancer : une différence de CI50 moyenne, de dix fois supérieure a
celle obtenue pour des virus de groupe M dans les mémes conditions, a été rapportée,
ainsi qu’une importante variabilité inter-souches [156].

Enfin, un trés large intervalle de CIS0 a été observé avec I’enfuvirtide et le
Mmaraviroc, avec des valeurs jusqu’a cent fois plus €levées que celles obtenues pour des
souches identifiées résistantes [156,219,226]. L’interprétation de ces importantes
variations de CI50 demeure bien délicate en I’absence de seuil de résistance clairement
défini pour ces souches.

Aucune information sur la sensibilité phénotypique aux ARV des VIH-1/N et P,

n’est actuellement disponible dans la littérature.

4.3.3. Réponse immuno-virologique des patients infectés par un VIH-1 non-M

Les données génotypiques et phénotypiques soulignent que la divergence
génétique importante des VIH-1/O par rapport aux VIH-1/M peut avoir un impact sur la
sensibilité naturelle aux ARV. Cela pose la question d’une possible réponse in vivo
différente de celle des patients infectés par une VIH-1/M. Les données de réponse
thérapeutique des variants divergents, actuellement disponibles sont éparses et sont pour
la plupart ancienne et réalisées sur trés faibles effectifs.

S’agissant de 1’unique patiente infectée par un VIH-1/P, cette derniére a bénéficié
d’un suivi thérapeutique depuis 2009 avec I’initiation d’une combinaison antirétrovirale
(cARV) de TDF+FTC+LPV/r, modifiée pour ABC+3TC+LPV/r a un mois de I’initiation,
pour cause d’intolérance au TDF. Les données virologiques et immunologiques issues du
suivi clinique de la patiente jusqu’en 2017 ne sont pas connues.

Concernant les VIH-1/N, trois études sont informatives, bien que non exhaustives.
La premiére décrit un couple asymptomatique, dont seul un partenaire, diagnostiqué VIH
en 2001 avec 92 CD4 mm™, avait recu un traitement par d4T+3TC+NVP. Sa compagne

infectée par la méme souche, présentait 411 CD4 mm™ au moment du diagnostic en
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2003. Une réduction de la réplication du virus apres 6 mois de CARV a pu étre montrée,
par mesure indirecte du volume de plasma utilisé pour I’extraction des acides nucléiques
lors des étapes de sequencage [56]. Le second cas fait référence a la persistance d’une
CVp élevée >3.5 Log cp/mL (HIV-1 RealTime, Abbott®) avec un taux de CD4 <350
mm pendant 18 mois d’un traitement par TDF+3TC+EFV. Devant 1’échec virologique,
un changement de traitement pour AZT+3TC+LPV/r a permis une reduction de 1 Log de
la CVp en 4 mois [57]. Enfin, le cas unique d’un patient en primo-infection, avec 219
CD4 mm™ au nadir, indiquait un plateau de CVp en I’absence de traitement a 4.4 Log
cp/mL en moyenne (Cobas Tagman HIV-1 v2.0, Roche®). L’initiation d’une
pentathérapie (TDF+FTC+DRV/r+RAL+MVC) a alors conduit & la suppression de la
réplication virale a 4 semaines (CVp <20 cp/ml) et sur la restauration immunologique
(483 CD4 mm™®) [58].

Les données in vivo concernant la réponse aux ARV des patients infectés par un
VIH-1/0 sont également peu nombreuses. La premiére mention d’un traitement ARV est
retrouvée pour le couple de patients ANT70. Aprés une séroconversion en mars 1987, la
patiente B a refusé tout traitement ARV jusqu’a son inclusion dans un essai thérapeutique
en 1995, ou elle recut un traitement par AZT+SQV+ddC, sans que sa réponse clinique ni
biologique n’ait été décrite. Les études ultérieures font mention d’une réponse
virologique et immunologique plutét favorable aux divers ARV administrés [227,228].
Ainsi parmi les 6 patients recevant une combinaison faite de 2INTI+IP/r pendant 32 mois
en moyenne (21 a 95 mois), tous sauf deux atteignaient 1’indétectabilité (<50 cp/ml) dans
les 3 mois suivant I’initiation et présentaient un gain significatif en CD4 en fin de suivi
atteignant entre 240 et 500 CD4 mm™ pour une moyenne de CD4 initiale & 88 mm™
[227]. Les deux patients en échec virologique étaient pour I’un en rupture thérapeutique
volontaire et I’autre avait subi plusieurs changements de traitement, du fait d’intolérances
mais aussi de la survenue d’événements cliniques classant SIDA associé a une
immunodépression profonde (nadir & 24 CD4 mm™). En 2010, une plus large série de 22
patients, présentée par Depatureaux et al. en 2010, rapportait 59% de succeés sous une
trithérapie associant majoritairement 2INTI+1IP/r. Quelques études ont montré
I’efficacité virologique et immunologique d’une thérapie de sauvetage par T20 [214] ou

RAL [229,230].
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PARTIE 1 :

ETUDE DE LA SENSIBILITE NATURELLE DES VIH-1 NON-M
AUX INHIBITEURS D’ INTEGRASE ET D’ ATTACHEMENT

Ce travail a fait I’objet d’une communication affichée :

XXV International Workshop on HIV Drug Resistance and Treatment Strategies (Boston,
Février 2016) : HIV-1 Non Group M Phenotypic Susceptibility to Integrase Inhibitors
(Dolutegravir, Elvitegravir and Raltegravir)

d’une double présentation en communication orale et affichée :

33°™ Réunions Interdisciplinaires en Chimiothérapies Anti-Infectieuses (RICAI, Paris,
Décembre 2013) : Natural Polymorphism in gp120 of HIV-1 Non Group M and in vitro
Resistance to Attachment Inhibitor BMS 626529

et d’un article original :
J Antimicrob Chemother 2017 Sep 1 ; 72 (9):2431-2437 : HIV-1 non-group M phenotypic

susceptibility to integrase strand transfer inhibitors, doi : 10.1093/jac/dkx190 (Annexe 4)

1. Problématique et objectifs
Le recours aux nouvelles classes thérapeutiques d’ ARV présente un intérét majeur

pour le traitement des patients infectés, a plusieurs titres : bénéficier des avancées en
matiere de tolérance et de puissance virologique, obtenir des profils de résistance distincts
de ceux sélectionnés par les ARV plus anciens, et proposer des thérapies de sauvetage
aux patients en échecs multiples. Aussi, les nouvelles classes thérapeutiques représentent
un atout pour le traitement des patients infectés par des variants divergents : outre les
mutations de résistance naturellement présentes chez les VIH-1/0, qui privent 1’arsenal
thérapeutique de certaines molécules ou classes d’ARV, la sélection de mutations de

résistance et/ou leur archivage, chez des patients ayant cumulé différentes lignes de
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traitement, restreignent d’autant plus les options. Les nouveaux ARV constituent dés lors
un potentiel thérapeutique supplémentaire des infections a VIH-1 non-M, qu’il est
nécessaire d’évaluer pour une utilisation fiable et maitrisée de ces molécules.

La récente classe des INI est, depuis peu, intégrée dans les nouveaux schémas
thérapeutiques internationaux : en initiation (4 stratégies sur 6 recommandent des INI), en
switch pour simplification ou allegement, et en cas d’échec virologique et/ou
immunologique aux autres classes d’ARV [169,189,231]. Pour autant, I’efficacité des INI
sur les VIH-1 non-M n’a été que trés peu étudiée. Seules trois études phénotypiques ont
montré ’efficacité in vitro de RAL et EVG sur un nombre limité de souches VIH-1/0
[69,156,232], et aucune ne s’est intéressée aux VIH-1/N et P.

Nous avons donc évalué 2 classes thérapeutiques récentes, la classe des INI,
disponible depuis la mise sur le marché en 2007 du RAL mais enrichie récemment par
deux nouvelles molécules (EVG et DTG), et celle des inhibiteurs d’attachement
représentés par le fostemsavir, actuellement en phase 3 d’essais cliniques.

Parmi les classes thérapeutiques encore en développement la classe des inhibiteurs
d’attachement de la gp120, avec le Fostemsavir, semble prometteuse. Les premiers
résultats des essais de phase Il ont montré chez des patients lourdement prétraités apres
une semaine de traitement, une réduction de la CVp significativement supérieure contre
placebo (0.79 Log cp/ml vs 0.17 Log cp/ml; p<0.0001) [233]. La forte divergence
génétique des VIH-1 non-M, par comparaison aux VIH-1/M, implique d’étudier
particuliérement 1’efficacité de la molécule sur ces virus, d’autant que les essais
phénotypiques préliminaires sur 2 isolats de VIH-1/O annoncaient des CI50 tres élevées
par rapport aux VIH-1/M [234].

Les objectifs de cette premiere partie expérimentale étaient d’étudier :
¢ la sensibilité phénotypique et génotypique a RAL, EVG mais aussi DTG, a
partir d’un large panel d’isolats cliniques représentatifs de la diversité des
VIH-1 non-M, et d’identifier les déterminants génotypiques corrélés aux
éventuelles différences de sensibilité,
e la sensibilité génotypique au fostemsavir, des VIH-1 non-M, a partir de
I’ensemble des séquences de gpl120 disponibles en ligne et au sein des

collections de notre laboratoire.
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2. Echantillons et méthodes

2.1. Echantillons
L’étude de sensibilité phéno-génotypique aux INI a été réalisée a partir de 39
isolats cliniques de VIH-1 non-M, issus de patients naifs d’INI et la souche de référence
M BRU-HXB2. L’¢tude de la sensibilité génotypique au fostemsavir a été effectuée a
partir d’une banque de 111 séquences de VIH-1 non-M.

2.1.1. Isolats cliniques

L’isolement des souches cliniques a été realisé sur des cellules mononucléées de
sang periphérique cibles (CMSP) par deux méthodes distinctes selon la nature du
prélevement d’origine (Annexe 1). La spinoculation consistait en la mise en contact de 80
pl de plasma, titrant au minimum a 3 Log cp/mL, et 20 millions de CMSP cibles par
centrifugation de 2 h a 1200g. La coculture de CMSP infectées a été réalisée par la mise
en contact avec les CMSP cibles (rapport 1:2) pendant 2 h. Une fois les infections
réalisées, les cellules étaient ensuite lavées en milieu RPMI (RPMI 1640 L-Glutamine,
Lonza, Verviers, Belgique) additionné d’antibiotique (Gentamicine 50 pg/mL,
Panpharma, Luitré, France), puis placées a 37°C sous 5% de CO, pendant 21 jours. Un
entretien bihebdomadaire des cultures était réalisé en renouvelant 50% du surnageant de
culture par du milieu composé de RPMI, Gentamicine a 50ug/mL, 10% de sérum de veau
décomplémenté 30 min a 56°C (SVF, PAA laboratories, Pasching, Autriche), IL-2r a 450
Ul/mL  (Proleukin, Novartis pharma, Rueil-Malmaison, France) et bromide
d’hexadimethrine a 2 pg/mL (Polybrene sigma, Sigma Aldrich, Saint Louis, Missourti).

Une mesure de 1’activité de TI (Lenti RT activity, Cavidi, Uppsala, Suede) a été
réalisée dans le surnageant de culture issu de chaque entretien, pour suivre la cinétique de
production virale. Le surnageant produit au pic d’activité viral définissait alors ’isolat
viral. 1l était aliquote et conservé a -80°C avant utilisation. Par ailleurs, dans le cadre du
maintien des stocks viraux, des amplifications ont été réalisées a partir d’un surnageant
déja produit. Le protocole d’infection était identique au précédent en utilisant 500 pg
d’activité TI (Lentivirus RT activity, Cavidi, Uppsala, Suede) pour 20 millions de CMSP
cibles. Les caractéristiques de chacune des souches sont présentées en Tableau 4.
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Tableau 4. Caractéristiques des 39 isolats cliniques VIH-1 non-M

et de la souche de référence BRU-HXB2.
Classement par groupe et valeurs d’activité de Tl au pic décroissante.

Isolat Groupe JOUI"dl.J pic Aqtivité Tlau
d’activité TI pic (pg/mL)
YBF38 VIH-1/0 J10 55921
YBF26 VIH-1/0 J7 52 156
BCFO006 VIH-1/0 J3-7 41 500
YBF16 VIH-1/0 J6 36 049
BCF057 VIH-1/0 J7 27 500
YBF32 VIH-1/0 J7 26 440
BCFO005 VIH-1/0 J5 25989
RBF125 VIH-1/0 J11 25060
BCF003 VIH-1/0 J7 22 113
BCFO009 VIH-1/0 J11 21 400
BCF100 VIH-1/0 J8 18 798
BCFO001 VIH-1/0 J7 13763
RBF130 VIH-1/0 J14 12 625
YBF17 VIH-1/0 J7 12 625
BCFO11 VIH-1/0 J10 11 375
YBF18 VIH-1/0 J7 11344
MVP5180 VIH-1/0 J19 11 082
BCF002 VIH-1/0 J10 11 045
BCF010 VIH-1/0 J7 11031
BCF183 VIH-1/0 J11 10 839
RBF206 VIH-1/0 J14 10 623
YBF37 VIH-1/0 J11 9625
BCF113 VIH-1/0 J7 9188
RBF189 VIH-1/0 J11 8 259
BCF120 VIH-1/0 J14-18 8184
YBF39 VIH-1/0 J7 8184
BCF178 VIH-1/0 J11 6 875
BCF101 VIH-1/0 J7 5670
BCF109 VIH-1/0 J14-17 4752
BCF112 VIH-1/0 J10-14 4333
BCF008 VIH-1/0 J14 3063
BCF177 VIH-1/0 J10-14 2 946
BCF111 VIH-1/0 J10 2 328
YBF35 VIH-1/0 J7-10 2315
BCF013 VIH-1/0 J7 2 052
BCF108 VIH-1/0 J17 316
YBF30 VIH-1/N J4-8 59 925
N1.FR.2011 VIH-1/N J15 9422
RBF168 VIH-1/P J7-11 5744
BRU-HXB2 VIH-1/M J11 587
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2.1.2. Séquences des régions cibles des INI et Inhibiteurs d’attachement

Les séquences ont été obtenues a partir de génomes viraux extraits soit de maniere
automatisée sur EZ1 (Qiagen, Courtaboeuf, France) pour les matrices liquides (plasma,
serum, surnageant), soit en méthode manuelle QlAamp ADN/ARN minikit (Qiagen) pour
les CMSP et les cellules de culture.

2.1.2.1. Geéne pol
Le sequencage de la région intégrase (codon 19 a 263) a eté realisé sur les 40

surnageants de culture du panel. Brievement, 1’amplification était réalisée par une
premiére RT-PCR externe utilisant le coffret Superscript Il One-Step RT-PCR (Life
Technologies, Carlsbdad, Californie) pour un volume final de 50 pl. Une PCR interne
était alors réalisée avec le coffret HotStar Taq Master Mix (Qiagen) dans un volume final
identique au précédent, selon les conditions opératoires déja décrites [25]. Les amorces
utilisées sont listées en Annexe 1. Les produits finaux ont ét¢ visualisés en gel d’agarose
a 1.5 % et purifiés avec le coffret Nucleospin and PCR clean up (Macherey Nagel, Duren,
Allemagne) selon les recommandations du fabricant. La réaction de séquence utilisait le
coffret Genome Lab DTCS Quick Start (Beckman Coulter, Galway, Ireland) et un
thermocycleur type GenAmp PCR System 9700. La révélation était réalisée par
électrophorese capillaire sur CEQ 8000 (Beckman Coulter, Galway, Ireland). Les
séquences obtenues ont été converties en acides aminés, et alignées sur la séquence de la
souche de référence BRU-HXB2 (K03455) grace au logiciel BIOEDIT 7.2.5 (lbis,
Biosciences, Carlsbad, Californie). Une analyse phylogénétique a été réalisée en utilisant
la méthode du plus proche voisin (Neighbor-joining), utilisant une robustesse de 500
bootstraps, calculée par le modele « a 2 paramétres de Kimura » dans le logiciel MEGA
6.0 [235].

L’arbre phylogénétique obtenu confirmait la représentativité de la diversité des VIH-1
non-M du panel avec 36 VIH-1/O dont 25 et 11 étaient de sous-groupe H et T
respectivement, 2 VIH-1/N et 1 isolat de VIH-1/P (Figure 12). La souche VIH-1/M,
BRU-HXB?2, a été utilisée comme référence dans tous nos essais.
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Figure 12. Arbre phylogénétique des 40 séquences d’intégrase du panel analysé
et de la séquence de référence VIH-1/0, ANT70 (soulignée).

2.1.2.2. Geéne env
Une banque de séquences correspondant a la région de la gp120 de 111 VIH-1

non-M a été constituée a partir des banques de séquences internationales disponibles en
ligne (http://www.hiv.lanl.gov/) (N=81: 70 VIH-1/O, 9 VIH-1/N, 2 VIH-1/P) et de

séquences obtenues au laboratoire et non encore publiées (N=30 VIH-1/O). Pour ces

derniéres, le séquencage du gene env (2577 pb) a été réalisé par trois RT-PCR
chevauchantes sur 5 pl d’extrait, en utilisant le coffret SuperScript III one step RT-PCR
(Life Technologie), 20 pmol de chaque amorce définie dans le tableau en annexe, pour un
volume final de 50 pl. Les conditions de cycle étaient les suivantes : 50°C pendant 30
min, 35 cycles de 30 s a 94°C, 30 s a 55°C, 1min 30 s a 68°C et une étape d’¢longation
de 7 min a 68°C. Sept PCR internes étaient alors réalisées sur 2 pl de produit amplifié
avec le coffret High Fidelity PCR master (Roche, Basel, Suisse), dans un volume final de
50pul. Les conditions de cycles étaient les suivantes : 2 min a 94°C, 10 cycles de 10 s a
94°C, 30 s a 55°C, 45 s a 72°C, puis 17 cycles de 15 s a 94°C, 30 s a 55°C, 45 s a 72°C
avec une incrémentation de 5 s a chaque cycle, une étape finale de 7 min a 72°C. Le
mode opératoire de séquencage était identique & celui décrit dans le paragraphe

précédent.
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Une analyse phylogénétique sur le modéle précédemment défini, a permis de
confirmer la classification des séquences réparties en 100 VIH-1/O (73 de sous-groupe H
et 27 de sous-groupe T), 9 VIH-1/N et 2 VIH-1/P (Figure 13).
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Figure 13. Arbre phylogénétique des 111 séquences de gp120 (2577pb) de VIH-1 non-M et de la séquence
de référence VIH-1/M BRU-HXB2.

2.2. Analyse de la sensibilité naturelle aux INI et au fostemsavir

2.2.1. Sensibilité phénotypigue aux INI

La sensibilité phénotypique a été évaluée par la croissance virale sur CMSP, issue
d’un inoculum de surnageant standardisé a 100 TCID50, en présence d’une gamme de
concentrations croissantes d’INI. Les molécules antirétrovirales ont été fournies par le
laboratoire de virologie de 1’hopital Bichat/Claude-Bernard, sous forme de dilutions
meéres a 200 000 nM pour le dolutegravir (DTG, ViiV Healthcare, Brentford, Royaume-
Uni) et I’elvitegravir (EVG, Gilead Sciences, Foster City, Californie) et 220 000 nM pour
le raltegravir (RAL, Merck & Co, Kenilworth, New Jersey), conservées a -80°C. Cing

points de dilution de raison 10 ont été nécessaires a la préparation des gammes de
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concentrations a testées en milieu RPMI (Lonza) : 0.2 ; 2 ; 20 ; 200 ; 2 000 nM pour DTG
et EVG et 0.22 ;2.2 ;22 ;220 ; 2 200 nM pour RAL.

Le test était basé sur une étape préliminaire d’infection, obtenue par la mise en
contact d’un surnageant non dilué et de 2 dilutions (1/10 et 1/100) et 6 millions de CMSP
saines stimulées 3 jours en PHA, pendant 2h en tube conique de 50 mL, a 37°C sous 5%
de CO,. Les cellules infectées étaient ensuite lavées, réparties en plaque 96 puits a une
concentration de 2x10° cellules/mL et mises en contact avec les dilutions des ARV a
tester dans un rapport 1:1, soit 100 puL de suspension cellulaire et 100 pL de dilution
d’ARV, réalisant une dilution finale au %, des gammes de concentrations d’INI (Figure
14 lignes BC). Chaque niveau de concentration d’ARV, noté par ordre croissant de C1 a
C5, etait testé de facon indépendante dans 4 puits distincts. Les cellules infectées issues
des surnageants dilués a 1/10 et 1/100 (ligne D) étaient utilisées pour la standardisation
du niveau d’infectiosité et de réplication des virus testés et un témoin négatif (ligne D)
non infecté servait a contréler la qualité des CMSP lors de la culture. Un contrdle de
mortalité cellulaire était aussi réalisé par la mise en contact des dilutions de drogue sur
des cellules non infectées dans les mémes conditions (ligne E). Une fois les dépdts

réalisés, la plaque était alors incubée 3 jours a 37°C, sous 5% de CO..
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Figure 14. Schéma des dépéts réalisés en plaque 96 puits lors du test phénotypique.
Ligne BC : CMSP infectées mis en contact avec les concentrations croissantes de drogues

Ligne D : CMSP infectées par des dilutions de SN (1/10 et 1/100) et par du RPMI (témoin négatif)
Ligne E : CMSP non infectées mises en contact avec les concentrations croissantes de drogues

En fin d’incubation, la révélation de la croissance virale était réalisée par

Mmoo W >

quantification du génome viral. L’extraction a été réalisée a partir de 100 pl de

surnageant, sur une prise d’essai finale de 1 mL diluée en PBS, avec le coffret MagNA
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Pure LC total Nucleic Acid Isolation Large Volume (Roche®, Meylan, France).
L’amplification par RT-PCR quantitative en temps réel a été adaptee a la nature du virus :
technique CNR ciblant I’intégrase pour les VIH-1/O [152], technique CNR ciblant le
LTR, pour le VIH-1/P [151], et le kit Generic HIV viral load (Biocentric, Bandol, France)
pour les VIH-1/N et VIH-1/M [236].

Pour valider la standardisation du titre infectieux de chaque souche testée a 100
TCID50, les puits deédiés devaient veérifier les critéres suivants : 4 puits positifs pour le
surnageant pur, au moins 3 puits positifs pour le surnageant a 1/10 et moins de 2 puits
positifs pour le surnageant a 1/100 ; la positivité d’un puits était arbitrairement définie
comme un titre de CV compris entre 7 et 8 Log cp/mL pour le surnageant pur. Une
différence d’au moins 1 Log était attendue entre chaque dilution. En cas de défaut de
validation, la prise d’essai ou le temps d’incubation des cultures étaient réévalués, de
maniére a fournir les criteres de validation attendus. La mortalité cellulaire était évaluée
par comptage en cellules de Kova aprés coloration au bleu trypan pour vérifier que les
ARV n’avaient pas d’effet toxique propre sur les cellules, en I’absence d’infection. Les
conditions de validation du test étaient une mortalité cellulaire <20% pour chaque
dilution d’ARYV testée.

La croissance virale en présence des ARV était révélée a partir du pool issu des 4
réplicats de chaque dilution. La courbe « dose-inhibition » a été obtenue avec les résultats
de CV des surnageants a 3 jours de culture, pour chaque point de la gamme de dilution de
la drogue. Le maximum de réplication virale (100%) était défini par la valeur de
quantification du point sans drogue (0 nM), et le point d’inflexion de la courbe (CI50)
correspondait a la quantité d’ARV nécessaire a obtenir 50% de réduction du niveau de
quantification sans drogue. Les résultats de CI50 qui présentaient des valeurs extrémes
étaient vérifiés de maniére indépendante lors d’un second essai.

Pour chaque souche, les résultats analysés étaient la valeur de CI50 (en nM) et le
Fold Change (FC) correspondant au ratio de la CI50 de la souche testée par rapport a
celle de la souche de référence. Les FC ont été analysés au seuil de 1 et interprétés par
rapport au seuil de 2.5, classiqguement retrouvé dans la littérature pour définir une
différence de sensibilité [237,238]. Les moyennes de CI50 ont été comparées par
molécule, en fonction du groupe (O, N et P). Une comparaison entre les sous-groupes (H
et T) des VIH-1/0, a été réalisée par I’application d’un test exact de Fisher et pour un
seuil de significativit¢ p<0.05. Les graphiques ont été réalisés a 1’aide du logiciel

GraphPadPrism (San Diego, Californie).
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2.2.2. Sensibilité génotypique aux INI et au fostemsavir
2.2.2.1. Sensibilité aux INI
L’¢étude de la sensibilité génotypique aux INI a été réalisée sur les séquences des

39 isolats cliniques au moment de 1’infection (JO) du test phénotypique. Elle a consisté a
rechercher la présence naturelle de mutations associées a la résistance (MAR). La liste
des MAR (Tableau 5) a été définie sur la base des principaux algorithmes d’interprétation
de la résistance (ANRS, REGA, Stanford), de la liste des mutations de résistance editée
par I'TAS et des MAR aux INI citées par les articles décrivant le polymorphisme de
I’intégrase des variants divergents VIH-1/0 [25,239] et VIH-2 [240].

Pour rechercher un éventuel déterminant génotypique corrélé aux niveaux de
sensibilité phénotypique, nous avons analysé toutes les positions des séquences de
I’intégrase avec le logiciel d’analyse VESPA (Viral Epidemiology Signature Pattern)
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/VESPA/vespa.html. Ce logiciel permet de

détecter les motifs signatures d’un ensemble de séquences cibles, selon leur niveau de
fréquence par rapport a un ensemble équilibré utilisé comme groupe comparateur. Dans
notre étude, les ensembles ont été définis sur la base du résultat de FC de chaque souche,
et selon les catégories arbitraires suivantes, représentatives des réalités phénotypiques
observées sur le panel : FC<2.5 ; 2.5 < FC <10 ; FC>10.

2.2.2.2. Sensibilité au fostemsavir

L’¢tude de la sensibilité¢ génotypique au fostemsavir a consisté a rechercher, parmi
les 111 séquences de VIH-1 non-M, la présence naturelle des mutations décrites comme
associées a la résistance dans la littérature. Ont été considérées les MAR suivantes :
L116P, A204D, S375H/M, MA426L, M434l, M4751 et V506M [241].
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Tableau 5. Liste des mutations de résistance aux INI prises en compte dans
Ianalyse de sensibilité génotypique aux INI.
ANRS* IAST Stanford® Rega" VIH-1/0°  VIH-27

A49 G

M50 T

H51 Y Y Y Y
V54 |

T66 ANIIK AIIK AIIK ANIIK IIM 1M
L68 Vv

V72 | [
L74 1M M IIM M IIMIA IIMIA
E92 Q QIG Q QIG QG Q
Q95 K

T97 A A A A A A
K111 T

T112 | |
H114 Y Y

G118 R R R

S119 G

F121 Y Y % Y Y Y
T124 A N

T125 K K
A128 T T T
E138 | AKIT AIK AIKIT AK AIK AIK
G140 AIS AIS AISIC AISIC AIS AIS
Y143 | RIC/H/SIGIA RICIH RIC/H RIC/H RIC RIC
P145 S S s

Q146 P K/IPIR/I/L K K
S147 G G G G G G
Q148 | E/GHI/K/IR HIK/IR  HIK/RIN HIK/R  HIRIK  HIKIRIE
V151 L ILIA | | [
S153 YIF YIF YIF YIA YIA
M154 | [
N155 | H/S/IT H H H/SIT S/H S/H
K156 N N N
E157 Q Q Q
K160 D D
G163 RIK K/R R R
V165 | [
S195 C

V201 | [
1203 M M
T206 s s s
S230 GIR R N RIN
D232 N

V249 [
R263 K K K K

La position 280 n’a pas été analysée.
* ANRS 2016 http://www.hivfrenchresistance.org/ ;
f1AS-USA 2017 update list https://www.iasusa.org/ ;

§ . . . - .
Stanford v8.1.1 http://hivdb.stanford.edu en rouge les mutations majeures primaires, en noir les
mutations majeures accessoires, en bleu les mutations primaires rares et en vert les mutations diverses ;

'Rega v.9.1.0 http://rega.kueleuven.be/cev/avd/software/rega-algorithm ;
$ [25,239] ; # [240] ; (pages internet consultées en mai 2017)



http://www.hivfrenchresistance.org/
https://www.iasusa.org/
http://hivdb.stanford.edu/
http://rega.kueleuven.be/cev/avd/software/rega-algorithm

3. Résultats
3.1.Sensibilité naturelle des VIH-1 non-M aux INI

3.1.1. Sensibilité phénotypique
Les détails des résultats obtenus pour les 39 isolats cliniques sont présentés dans

le Tableau 6 ci-apres.

Tableau 6. Résultats de CI50 et FC par ordre alphabétique d’isolat pour RAL, DTG et EVG.
RAL DTG EVG
CI50(hM)  FC CI50(hM)  FC CI50 (nM) FC
BRU-HXB2 VIH-1/M 1,68 2,09 0,20
BCF0O01 VIH-1/0-H 0,009 0,005 3,893 1,860 0,022 0,109
BCF002 VIH-1/0-H 0,003 0,002 0,867 0,414 <0,0001 <0,0001
BCF003 VIH-1/0-H 0,038 0,023 2,190 1,047 0,757 3,781
BCF005 VIH-1/0-T 1,319 0,786 0,629 0,301 0,943 4,712
BCF006 VIH-1/0-T 0,742 0,442 1,882 0,899 1,997 9,979
BCF008 VIH-1/0-H 0,024 0,014 0,089 0,042 1,459 7,291
BCF009 VIH-1/0-H 0,553 0,329 0,672 0,321 0,883 4,410
BCF010 VIH-1/0-T 2,348 1,399 0,105 0,050 0,432 2,159
BCFO11 VIH-1/0-T 0,664 0,396 0,058 0,028 2,611 13,043
BCF013 VIH-1/0-H 1,309 0,780 3,120 1,491 0,742 3,709
BCFO57 VIH-1/0-T 3,222 1,919 0,253 0,121 0,135 0,672
BCF100 VIH-1/0-H 0,528 0,315 2,147 1,026 0,001 0,003
BCF101 VIH-1/0-H 2,736 1,630 2,729 1,304 1,653 8,257
BCF108 VIH-1/0-H 0,239 0,142 0,195 0,093 0,017 0,084
BCF109 VIH-1/0-H 0,320 0,191 0,005 0,003 0,809 4,044
BCF111 VIH-1/0-H 2,827 1,684 1,543 0,737 2,089 10,438
BCF112 VIH-1/0-H 1,793 1,068 0,675 0,322 0,028 0,141
BCF113 VIH-1/0-H 0,010 0,006 0,170 0,081 2,881 14,394
BCF120 VIH-1/0-H 3,822 2,277 0,018 0,009 0,068 0,340
BCF177 VIH-1/0-H 0,812 0,484 0,888 0,424 0,515 2,570
BCF178 VIH-1/0-H 0,019 0,011 0,036 0,017 0,040 0,200

BCF183 VIH-1/0-H 0,027 0,016 <0,0001 <0,0001 0,059 0,295
MVP5180 VIH-1/0-T 0,654 0,390 0,184 0,088 0,134 0,672
N1.FR.2011 VIH-1/N 0,589 0,351 <0,0001 <0,0001 0,004 0,019

RBF125 VIH-1/0-T 0,774 0,461 0,007 0,004 <0,0001 <0,0001
RBF130 VIH-1/0-H 0,260 0,155 0,988 0,472 0,115 0,573
RBF168 VIH-1/P 0,978 0,583 0,041 0,020 1,137 5,678
RBF189 VIH-1/0-H 0,011 0,007 <0,0001 <0,0001 0,081 0,405
RBF206 VIH-1/0-T 0,021 0,013 <0,0001 <0,0001 0,478 2,388
YBF16 VIH-1/0-T 0,057 0,034 0,204 0,097 0,160 0,798
YBF17 VIH-1/0-H 0,352 0,209 1,861 0,889 1,147 5,729
YBF18 VIH-1/0-H 0,323 0,192 0,418 0,200 <0,0001 <0,0001
YBF26 VIH-1/0-H 0,488 0,291 0,853 0,408 0,632 3,159
YBF30 VIH-1/N 0,286 0,170 <0,0001 <0,0001 0,174 0,867
YBF32 VIH-1/0-H 0,007 0,004 0,085 0,041 0,093 0,466
YBF35 VIH-1/0-T 2,284 1,361 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,001
YBF37 VIH-1/0-T 1,055 0,629 <0,0001 <0,0001 2,114 10,560
YBF38 VIH-1/0-H 0,151 0,090 0,341 0,163 3,540 17,684
YBF39 VIH-1/0-H 1,271 0,757 0,938 0,448 1,225 6,122
Les FC>1 sont mentionnés en gras
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La CI50 au RAL de la souche de reférence de groupe M, BRU-HXB2, était de
1.68 nM (Figure 15). Concernant les échantillons non-M, les CI50 de la souche RBF168

(VIH-1/P) était de 0.98 nM, et de 0.44 nM en moyenne pour les 2 surnageants de groupe
N (0.59 et 0.29 nM respectivement pour N1.FR2011 et YBF30). La moyenne et la
médiane des 36 CI50 des VIH-1/O étaient de 0.86 et 0.51 nM respectivement, avec des
valeurs extrémes comprises entre 0.003 nM (BCF002) et 3.82 nM (BCF120). On notait
une moyenne des CI50 légérement supérieure pour les souches de sous-groupe T a 1.19

nM, par rapport au sous-groupe H, dont la moyenne était a 0.72 nM, sans que cette

différence ne soit significative (p=0.2). Aucune des souches ne présentaient un FC>2.5.

Le FC moyen observé pour les VIH-1/O était de 0.51, avec une médiane & 0.3 et un FC

maximal & 2.28 ; et 7 échantillons (18%) présentaient un FC compris entre 1.07 et 2.28.

Les FC obtenus pour les VIH-1/N et P étaient également sous le seuil de 2.5.
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Figure 15. CI50 des VIH-1 non-M obtenues avec RAL.
Les valeurs de CI50 de chaque échantillon sont représentées symboliquement par un cercle pour
les VIH-1/0 de sous-groupe H, un carré pour les souches de sous-groupe T, un triangle pour le VIH-
1/P et un triangle inversé pour les VIH-1/N. Les lignes noires horizontales représentent la moyenne
des CI50 du groupe d’échantillons et I'intervalle d’erreur standard autour de la moyenne. La valeur
de la CI50 de la souche de référence BRU-HXB2 est représentée par une ligne orange horizontale.
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Pour le DTG, I’échantillon de groupe P présentait une CI5S0 a 0.041 nM, 50 fois
plus faible que celle de la souche de référence (2.09 nM) (Figure 16). On observait pour
les deux échantillons de groupe N une chute de la réplication virale de 1’ordre de 80%
d’inhibition entre les points sans drogue et 0.1 nM, plus faible concentration testée.
Certains échantillons de groupe O, indifféeremment de sous-groupe H (RBF189) et T
(YBF35), empruntaient la méme tendance. La moyenne et la médiane de CI50 des VIH-
1/0 étaient 0.78 et 0.30 nM respectivement, pour des valeurs comprises dans I’intervalle
<0.0001nM a 3.89 nM. La différence de CI50 moyenne était supérieure pour le sous-
groupe H (0.99 nM) par comparaison au sous-groupe T (0.30 nM), inversement a ce qui
était observé précédemment avec le raltegravir (p = 0.05). En termes de FC, les valeurs
moyenne et médiane obtenues pour les VIH-1/0O étaient respectivement de 0.37 et 0.14,
avec 5 souches (13%) dont le FC était compris dans I’intervalle [1.03 (BCF100) — 1.86
(BCF001)], 4 d’entre elles étant distinctes de celles a FC>1 avec RAL. Parallelement au

RAL, aucune souche n’avait de FC>2.5.
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Figure 16. CI50 des VIH-1 non-M obtenues avec DTG.
Les valeurs de CI50 de chaque échantillon sont représentées symboliquement par un cercle pour
les VIH-1/0 de sous-groupe H, un carré pour les souches de sous-groupe T, un triangle pour le
VIH-1/P et un triangle inversé pour les VIH-1/N. Les lignes noires horizontales représentent la
moyenne des CI50 du groupe d’échantillons et I'intervalle d’erreur standard autour de la
moyenne. La valeur de la CI50 de la souche de référence BRU-HXB2 est représentée par une
ligne orange horizontale.
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La CI50 de BRU-HXB2 a EVG était de 0.2 nM dans notre étude. Les CI50 des
échantillons VIH-1/N étaient inférieures a la CI50 de la souche de référence de groupe M,
0.0037 et 0.17 nM pour N1.FR.2011 et YBF30 respectivement (Figure 17). La souche
VIH-1/P, RBF168 présentait a I’inverse une CI50 a 1.14 nM, a plus de 5 fois la référence
(FC=5.68). La CI50 moyenne des VIH-1/O était a 0.77nM, la C150 médiane a 0.46 nM.
avec un maximum a 3.54 nM (YBF38). Alors que la répartition des valeurs de CI50
obtenus pour EVG, qui semblent proches de ce qui était observé avec RAL et DTG, les
valeurs de FC étaient hétérogenes. En effet, 20 échantillons (52%) présentaient un FC>1
dont 17 (44%), 4 de sous-groupe T et 13 de sous-groupe H, étaient au-dessus de la valeur
seuil de 2.5. La moyenne des FC>2.5 était de 7.53, pour un intervalle compris entre
2.57 et 17.68.

Parmi les 6 souches avec des valeurs de FC > 10 pour EVG, seule la souche
BCF101 présentait aussi un FC>1 pour les 2 autres drogues (DTG et RAL) et quatre
avaient un FC>1 pour au moins une drogue : RAL pour BCF111 et BCF010 ou DTG
pour BCF003 et BCF013 (Tableau 6).
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Figure 17. CI50 des VIH-1 non-M obtenues avec EVG.
Les valeurs de CI50 de chaque échantillon sont représentées symboliquement par un cercle pour les
VIH-1/0 de sous-groupe H, un carré pour les souches de sous-groupe T, un triangle pour le VIH-1/P
et un triangle inversé pour les VIH-1/N. Les lignes noires horizontales représentent la moyenne des
CI50 du groupe d’échantillons et I'intervalle d’erreur standard autour de la moyenne. La valeur de la
CI50 de la souche de référence BRU-HXB2 est représentée par une ligne orange horizontale.
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3.1.2. Sensibilité génotypique

Afin d’étudier le polymorphisme naturel des VVIH-1 non-M, nous avons recherché
les MAR de la liste des 44 mutations considérés pour ce travail, dans les 39 séquences
des isolats testés phénotypiquement (Annexe 3). L’analyse a montré un important
polymorphisme des séquences VIH-1/O avec 19 positions (41%) concernées par des
mutations (Tableau 7). L’ensemble des souches présentaient notamment 5 MAR (L74l,
T124A, S153A, V2011 et T206S) retrouvées a des fréquences supérieures a 94% et des
MAR moins prévalentes (<50%): M50T, L68V, V721, T97A, T1121, 1203M. D’autres
mutations atypiques, correspondant a des résidus non décrits sur des positions associées a
la résistance, ont été recensées a fréquence élevée (>89% pour S119P, K160S, G163Q,
S195T).

A T’inverse, le polymorphisme des séquences de groupe N et P semblait moins
important sur cette région avec seulement 11 positions (25%) associées a la résistance
concernées par des mutations (Tableau 7). La mutation de résistance V1651 était
uniquement retrouvée dans les séquences des VIH-1/N.

Bien que présentant un polymorphisme différent, les 3 groupes partageaient des
MAR : V721, T124A et V2011 et des mutations atypiques : T112V, S119P et S195T. Le
domaine catalytique DDE de I’enzyme, si¢ge de 1’activité catalytique, était quant a lui,

trés conservé pour I’ensemble des VIH-1 non-M.

Selon les algorithmes (ANRS, REGA, Stanford), les polymorphismes
majoritairement retrouvés n’avaient pas d’impact sur la résistance génotypique aux INIL.
Seules quelques souches présentaient ponctuellement une mutation conférant a elles
seules, une résistance. Ainsi, une souche (YBF37) présentait la MAR T97A, conduisant a
une résistance au RAL et 8 EVG. Retrouvée chez 7 souches, la L68V a été decrite comme
une mutation accessoire par ’algorithme de Stanford. Enfin les mutations T124A et
T206S, plus freqguemment retrouvées sur I’ensemble du panel (>94%) rendaient un score

faible par 1’algorithme de Rega pour DTG et RAL respectivement.
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Tableau 7. Fréquence des mutations retrouvées aux positions associées a la résistance aux INI

parmi les 39 isolats VIH-1 non-M.

Résidu observé (Fréquence %)

Mutations VIH-1/0 VIH-1/N

VIH-1/P

A49G
M50T
H51Y
V54l
TE6AIK/M
L68V V (19) A®6) | (3 T(8)

V72l (42) IV (3) | (50)
L74UMA | (100) | (50)
E92Q/GIV

Q95K

T97A A (3

K111T
T112I
H114Y
G118R
S119G
F121Y
T124AN A (94) AT(3) A (100)
T125K A (28) S (3)

A128T

E138A/K/T

G140A/S/C EG (3)

Y143RICIHIK/SIGIA

P145S

Q146K/P/R/IL

S147G

Q148E/GIHIK/IR

VIS1L/A

S153Y/F/A A (100)

M1541

N155H/S/T

K156N

E157Q

K160D S (97) A (3)

G163R/K Q (97) E (3)

V165 | (100)
S195C T (100) T (100)
V201l I (97) L (3) | (100)
1203M M (3 T @3

T206S S (97)

S230G/RIN

D232N

V249

R263K

-

(6)
(14) 1 (47) R (3)

—

(33) IV(3) V(64 V (100)

-

(89) T (6) PT(3) P (50)

En gras, sont représentés les MAR dont la fréquence est >50% chez les VIH-1/0.
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3.1.3. Recherche de déterminants génotypiques liés aux niveaux de sensibilité
phénotypique
Au vu de I’hétérogénéité des résultats de FC de I’EVG, nous avons recherché un
lien éventuel entre la présence de mutation et le niveau de FC. Trois catégories de

sensibilités phénotypiques ont été distinguées: les souches de FC>10; les souches de

2.5<FC<10 et les souches de FC<2.5 (Tableau 8).

Tableau 8. Nombre de souches présentant des mutations aux positions associées a la résistance selon leur
niveau de FC et fréquence (en % par rapport a I’'ensemble du panel N=39).
Position associée a la résistance et nature du résidu muté

49 50 68 72 74 97 112 119 124
GP T IR VATI I M | A |1 MWV GPP*T N AAT
FC>10 (N=6) 13 1 4 6 1 2 4 4 1 1 6
2.5<FC<10 (N=12) 261 313 3 11 5 7 12 12
FC<2.5 (N=21) 2 28 411 10 1 20 5 1 15 18 1 19 1
Fréquences (%) 0 5 13443 185103 44 3 95 3 31 367 087 3 5 095 3
125 140 153 160 163 165 195 201 203 206
K ASASCEG* YF A DSA RKQLE | CT IL MT S
FC>10 (N=6) 2 6 6 6 6 6 6
25<FC<10 (N=12) 4 11 10 1 1011 12 12 1 1
FC<2.5 (N=21) 51 1 19 19 19 2 21 201 1 18

Fréquences (%) 0283 0 3 0 92 0903 0 9033 5 0100 973 33 90
En gras sont représentées les MAR (par opposition aux résidus atypiques, non en gras), *Résidus mixtes.

Dans le groupe FC>10, parmi les 15 positions associées a la résistance, 9
présentaient des MAR (M50T, V721, L74l, T97A, T112l, T124A, S153A, V201l,
V206S), mais celles-ci pouvaient aussi étre retrouvées dans les 2 autres catégories de FC,
a I’exception de la T97A présente ponctuellement sur la souche YBF37. Plusieurs
mutations atypiques (M50R, K160A, G163L/E, 1203T) étaient uniquement présentes
parmi les souches de la catégorie 2.5<FC<10, mais pas pour toutes les souches de cette
catégorie. L’analyse sur les positions de résistance considérées dans les différents
algorithmes n’a pas permis de mettre en évidence de déterminant génétique associé aux
différences de sensibilité 8 EVG. Nous avons alors analysé I’ensemble de la séquence de

I’intégrase.
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L’analyse de toutes les positions a été réalisée par le logiciel en ligne VESPA,
selon différentes catégories de FC (Tableau 9). La comparaison des séquences cibles par
rapport au groupe comparateur, a fait ressortir un ensemble de 4 mutations (V72I, 1200L,
N222K et R224Q) présentes uniquement dans la catégorie FC>10. En effet, elles

n’étaient pas retrouvées pour la catégorie 2.5<FC<10.

Tableau 9. Résultats de 'analyse VESPA en fonction des catégories de FC des souches a I'EVG.

Séquences cibles Comparateur M50 L63 V72 K173 1200 N222 R224
2.5=<FC<10 EVG FC<2.5 | | R
FC>=10 EVG FC<2.5 EVG | | L K Q
FC>=10 EVG 2.5=<FC<10 EVG M K L K Q
FC>=10 EVG FC<10 EVG I M L K Q

En gras, sont représentées les positions décrites comme associées a la résistance.
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3.2.Sensibilité génotypique des VIH-1 non-M au fostemsavir

L'analyse des 111 séquences en acides aminés de VIH-1 non-M, sur les 7
positions prises en compte (116, 204, 375, 426, 434, 475 et 506) a montré que les résidus
aux positions 116, 204 et 475, étaient majoritairement identiques a ceux de la souche de
référence de groupe M BRU-HXB2. En effet, les résidus 116L, 204A, 475M étaient
retrouvées pour 100% des VIH-1/P ; 100%, 88.9%, 100% respectivement pour les VIH-
1/N (Figure 18) et 94%, 96%, 100% respectivement pour les VIH-1/O (Figure 19). Les
mutations atypiques présentes a ces positions (L116F/I/S, A204S/T) étaient exprimées a
une fréquence faible (<4%) et principalement chez les VIH-1/0.

La fréquence des MAR était différente selon la nature des variants. Les 2
séquences de VIH-1/P possédaient naturellement la MAR S375H et des mutations
atypiques aux autres positions : M426S, M434L et V5061 (Figure 18). Les 9 séquences
(100%) de VIH-1/N présentaient le profil de MAR suivant : S375M + M426L + M434l,
conduisant alors a une résistance génotypique naturelle de I’ensemble du groupe au

fostemsavir.
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Figure 18. Fréquence (%) et nature des résidus retrouvés pour les VIH-1/N et P, sur les
positions associées a la résistance des VIH-1/M au fostemsavir.

Les résidus naturel et associé a la résistance sont représentés pour chaque position, en premier et
en dernier, respectivement. Les fleches rouges symbolisent la présence d’'une MAR.

Le nombre important de séquences de VIH-1/0O (N=100) a permis de montrer des
profils mutationnels différents: les MAR S375H, M426L et M4341 étaient
respectivement présentes a 95%, 1% et 10% des séquences (Figure 19). Pour chacune de
ces mutations, la proportion respective de chaque sous-groupe était globalement de 1/3 de
séquences de sous-groupe T pour 2/3 issues du sous-groupe H, correspondant
grossierement a la répartition des sous-groupes dans notre panel. Les mutations atypiques
M426S, M434L et V5061 étaient tres fréqguemment retrouvées (respectivement a 90%,
87% et 97%). Ainsi, le profil de mutations naturelles prédominant des VIH-1/0 était le
suivant : 116L+204A+375H+426S+434L+475M+5061. Il ne semblait pas lié a un sous-
groupe particulier dans la mesure ou il était exprimé indifferemment par les souches H
(N=50; 75%) ou T (N=17; 25%).
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Figure 19. Fréquences (%) et nature des résidus des VIH-1/0 selon le sous-groupe H ou T, sur les positions a la
résistance des VIH-1/M au fostemsavir.

Les résidus naturel et associé a la résistance sont représentés pour chaque position, en premier et en dernier,
respectivement. Les fleches rouges symbolisent la présence d’'une MAR.
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4. Discussion
Dans les étapes précoces du développement de nouvelles molécules, les études de

sensibilité sont systématiquement réalisées sur des panels de souches de laboratoire et
d’isolats cliniques représentatifs de la diversité génétique des VIH. La faible
représentativité des virus non-M dans ces études -généralement une a deux souches de
VIH-1/0 et dont I’affiliation phylogénétique aux sous-groupes H ou T n’est généralement
pas connue- ne permet qu’un apercu grossier de la réponse des variants divergents aux
nouveaux ARV. Notre démarche était donc fondée sur I’évaluation du plus large panel
actuel d’isolats cliniques de VIH-1 non-M, incluant notamment des souches des groupes
rares N et P.

Dans les précédentes études sur la sensibilité phénotypique aux INI des VIH-1
divergents, le nombre trés limité (N=3) de souches testées, uniquement VIH-1/0O [225],
ne permettait pas une comparaison appropriée des CI50 entre les 3 molécules. Les
résultats de notre étude sur un large panel d’isolats cliniques ont tout d’abord montré que,
malgré des intervalles de CI50 identiques pour les 3 molécules, il existait une distribution
différente des valeurs de FC des VIH-1 non-M en fonction des INI et de la nature du
sous-groupe (H ou T) pour les VIH-1/0. Les valeurs de FC obtenues avec RAL et DTG
étaient relativement homogenes, par rapport a la distribution hétérogene des FC observée
pour EVG. En effet, I’ensemble du panel présentait des valeurs de FC<2.5 pour RAL et
DTG alors que 44% du panel avait un FC>2.5 avec EVG.

Ce résultat était associé a une valeur de CI150 de la souche de référence BRU-
HXB2 10 fois plus basse pour EVG (0.2 nM), que pour les autres molécules (1.68 et 2.09
nM pour RAL et DTG respectivement). En conséquence, les hypotheses d’une
hypersensibilité de notre souche de référence a EVG ou d’une « anomalie » lors de
I’expérimentation pouvaient étre évoquées. La comparaison de nos résultats de CI50 avec
d’autres études est délicate du fait de la pluralité des méthodes phénotypiques et de
I’absence de standardisation de ces tests, basés notamment sur 1’utilisation de CMSP. On
retrouve dans la littérature des méthodes aussi diverses que la transfection plasmidique
d’un vecteur du VIH [242], I'utilisation de virus recombinant dans des essais MAGI
(multinuclear activation of galactosidase indicator) [243], le test commercial
Phenosense® [244], etc. Cependant, en prenant en compte les résultats issus d’une
méthode strictement identique a la n6tre et utilisant la méme souche de référence BRU-
HXB2, nos valeurs de CI50 sont similaires a celle de la littérature, quelle que soit la
molécule testée : 1.68 nM vs 2.17 nM pour RAL [245] ; 0.2 nM vs 0.4 nM pour EVG
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[240] et 2.09 nM vs 1.86 nM pour DTG [245]. Ces observations valident donc nos
résultats de FC, mais ne permettent pas d’exclure une éventuelle hypersensibilité
specifiquement liée a cette souche de référence. Les données des dossiers déposes aux
instances de sécurisation du médicament (EMEA et FDA), indiquent des intervalles de
CI50 pour I’EVG en concordance avec nos résultats, bien que la méthodologie ne soit pas
connue et que les résultats aient été obtenus a partir de panels de souches de laboratoires
EVG [0.02 — 1.7 nM], ou d’isolats cliniques EVG [0.1 — 1.3 nM]. Il n’y aurait donc pas
de biais lié au choix de notre souche de référence. De plus nos résultats sont similaires a
ceux de Tebit et al. qui ont récemment compareé la sensibilité a EVG et RAL de 19 VIH-
1/0 a 9 souches de VIH-1/M [156]. La methodologie était certes trés différente de la
notre, mais la valeur moyenne de CI50 du panel de VIH-1/M, a 0.14 nM, était proche de
de la nbtre (0.2 nM) obtenue avec une seule souche. De plus, les résultats obtenus
montraient une sensibilité au RAL similaire entre les deux groupes de VIH, avec des
CI50 moyennes de 40.1 = 7.6 et 23.7 + 3.8 nM pour les VIH-1/0O et M respectivement, et
une sensibilité & EVG variable avec une CI50 moyenne des VIH-1/O significativement
10 fois supérieure (1.57 nM) au panel de référence (0.14 nM). Une importante dispersion
des CI50 des VIH-1/0O étaient également observée pour cette molécule, avec des valeurs
comprises dans I’intervalle [0.03 nM — 10 nM], plus étendu par rapport a celui obtenu
pour les VIH-1/M [0.01 nM — 0.6 nM]. Ainsi, bien que non strictement superposables a
nos valeurs, ces résultats confirment une sensibilité phénotypique des VIH-1 non-M
différente vis-a-vis de EVG, seule molécule pour laquelle nous avons d’ailleurs observé
des FC>10.

Notre analyse des séquences de I’'IN a confirmé le polymorphisme naturel déja
décrit pour les VIH-1/O (L741, T124A, S153A, V201l, T206) [25,214] mais a aussi
permis de présenter pour la premiere fois des données sur celui des VIH-1/N et P. Bien
que décrit a partir de 3 souches, le profil de mutations naturelles des VIH-1/P, dont
’origine simienne (VISgor) est proche des VIH-1/O, est plus proche du profil observé
pour les VIH-1/N, qui trouvent pourtant leur origine dans les VIScpz [40]. De plus
I’interprétation de ce polymorphisme, par les algorithmes prédictifs ne conduit pas a une
résistance génétique aux INI. Les séquences des échantillons avec des FC>2.5 ont ensuite
été étudiees pour rechercher une éventuelle association avec un déterminant génétique. Si
I’analyse des MAR décrites pour les VIH-1/M n’a pas permis d’identifier de mutations
systématiquement associées aux valeurs ¢élevées de FC, I’analyse de toutes les positions

de l’intégrase a montré un profil associant les mutations V721 (listée comme MAR),
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1200L, N222K et R224Q, plus fréquemment retrouvé pour les souches exprimant un
FC>10 avec EVG. Toutefois, les effectifs restreints des groupes de comparaison
n’avaient pas la puissance statistique suffisante pour atteindre un seuil de significativite.
Notre travail a donc montré que les VIH-1 non-M étaient phénotypiquement
sensibles au RAL et au DTG bien que quelques souches aient presenté des FC>1, mais
toujours <2.5, seuil habituellement utilisé dans les études phénotypiques [212,238]. Ces
résultats étaient corrélés a nos données de sensibilité génotypique, basée sur I’analyse des
MAR décrites pour les VIH-1/M. Pour ’EVG, les résultats sont plus nuancés ; si des
différences de sensibilité phénotypiques ont été observeées, elles ne semblent pas corrélees
directement au polymorphisme des positions de résistance. Il n’y aurait donc pas de
corrélation entre FC éleveé et les MAR décrites pour les VIH-1/M, mais il pourrait exister
un lien avec un profil de mutations, non décrites pour le VIH-1/M. Des études de
mutagenese dirigée seraient maintenant nécessaires pour démontrer 1’association de ce
profil a une diminution de sensibilité des VIH-1 non-M a EVG. De méme, il serait
pertinent d’analyser les échecs in vivo d’un traitement incluant EVG, pour déterminer

I’impact de ce profil sur I’émergence de résistance.

Le second objectif de ce travail était d’étudier la sensibilité génotypique des VIH-
1 non-M au fostemsavir, molécule de la classe des inhibiteurs d’attachement,
actuellement en phase 3. Les données de sensibilité génotypique des VIH-1/M déja
publiées, indiquaient une résistance naturelle des virus CRF01_AE [234] et dans une
moindre mesure pour 46% des virus D, 7% des CRF02_AG et le CRF30_cpx [246]. Par
contre, les données concernant les VIH-1 non-M faisaient état, uniquement, de 2 isolats
cliniques de VIH-1/0O (BCF01 et BCF03) montrant des CI50 tres élevées, >2 000 nM
[234]. Ces valeurs, 2 000 fois supérieures a la valeur moyenne obtenue pour la souche de
référence LAl (0.7 +- 0.4 nM) indiquaient une probable résistance génotypique de
I’ensemble du groupe. Dans notre étude, la comparaison a la sensibilité phénotypique n’a
pas été possible du fait de 1’indisponibilité de la molécule pour réaliser les essais in vitro,
mais nous avons pu mettre en évidence un polymorphisme naturel distinct selon le groupe
(N, O ou P). Ainsi, le polymorphisme génétique des VIH-1/N présentait naturellement le
profil des MAR S375M+M426L+M4341 au fostemsavir. Le r6le de ces mutations dans la
résistance a €té identifié lors d’un essai de 8 jours de monothérapie impliquant 50 sujets
[241]. Cinqg des 6 virus isolés des sujets non répondeurs qui présentaient des CI50 trés

élevées (>100 nM) étaient porteurs de la mutation M426L. Cette mutation était également
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retrouvée isolément chez 2 sujets répondeurs, soulignant donc, que sa seule présence
n’est pas suffisante a induire la résistance et qu’elle nécessite d’étre associée a d’autres
MAR. Seul un virus isolé d’un sujet non répondeur ne portait pas la MAR M426L mais
cumulait les mutations S375M et M4341. Des études précédentes de génétique inverse
avaient d’ailleurs déja montré la contribution des mutations en position 375 sur
I’émergence de la résistance [247]. Aussi, I’effet de la MAR M4341 sur la réduction de
sensibilité, a ét¢ démontré bienqu’il semble inférieur a celui de la M426L : les virus
porteurs de la M426L présentaient un FC moyen a 81, alors qu’il était a 11 avec la M4341
[248]. Au final, I’association des 3 MAR issues du profil génétique des VIH-1/N, malgré
un impact phénotypique variable sur la réduction de sensibilité, implique une résistance
naturelle certaine de I’ensemble du groupe au fostemsavir.

Le polymorphisme le plus important a été mis en évidence pour les VIH-1/0, lié
au nombre plus important de séquences analysées (N=100), avec le profil de mutations
majoritaires S375H+M426S+M4341/L+V5061, également partagé avec le groupe P. Dans
le détail, une et 10 séquences VIH-1/O présentaient les associations de MAR
S375H+M426L et S375H+M4341 respectivement, conduisant a une résistance
génotypique au fostemsavir des souches correspondantes. C’est d’ailleurs ce second
profil que I’on retrouve pour la souche BCF003 de notre panel, et qui est une des 2
souches utilisées dans 1’étude de Nowicka-Sans et al. présentant une CI50>2 000 nM
[234]. Concernant la seconde souche de I’étude (BCFO1) avec une CI50>2 000 nM,
I’analyse de la séquence BCFO1 disponible dans notre panel, montrait la MAR S375H
isolément, comme les 2 VIH-1/P et 95% des VIH-1/0 étudiés. Il a déja été observé pour
les virus porteurs de la mutation S375H isolément, une réduction de sensibilité de plus de
135 fois [248]. D’ailleurs, en association a la MAR M475I, c’est cette mutation qui avait
montré un impact délétére sur la sensibilité de I’ensemble des VIH-1 CRFO1_AE [234].

En conclusion, les 3 MAR (M426L, S375H, M4341) retrouvées dans notre étude
conduisent a la résistance génotypique naturelle des VIH-1 non-M au fostemsavir mais
dans des proportions variables selon les groupes de virus : la mutation M426L identifiée
comme le déterminant majeur de la résistance de I’ensemble des VIH-1/N ; la mutation
S375H associée a la résistance naturelle des VIH-1/P et présente pour 95% des VIH-1/0,
indépendamment du sous-groupe H ou T et enfin la mutation M4341, dont I’effet est plus
modérée, présente pour 10% des VIH-1/0. L’impact des profils de mutations naturelles
identifiés dans ce travail sur la sensibilité au fostemsavir, nécessite maintenant d’étre

confirmé par des essais phénotypiques et de mutagénése  dirigée.
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PARTIE 2 :

REPONSES IMMUNOLOGIQUE ET VIROLOGIQUE AUX
ANTIRETROVIRAUX DES PATIENTS INFECTES PAR DES VIH-1 NON-M

1. Problématique et objectifs
Si les conséquences de I’importante diversité génétique des infections a VIH-1/0

sont maintenant bien décrites sur le plan du diagnostic et du suivi virologique, leurs
répercussions sur la réponse immuno-virologique sous pression thérapeutique sont mal
connues. La prise en charge thérapeutiqgue de ces infections est calquée sur les
recommandations émises pour les infections a variants pandémique, avec pour seule
réserve la résistance naturelle aux INNTI, mais sans savoir si cette stratégie est
parfaitement adaptée a la diversité génétique des VIH-1/O. En effet il n’existe pas
d’étude a grande échelle de la réponse immunologique et virologique des patients VIH-
1/0, du fait de I’absence de cohorte dédiée. Les seules données disponibles sont pour la
plupart anciennes et sur un nombre tres limité de patients [22,135], elles concernent
essentiellement des trithérapies incluant des molécules maintenant désuétes (zalcitabine,
didanosine, indinavir...). Quelques observations de cas ont cependant permis
d’incrémenter des données in Vvivo plus récentes, avec 1’utilisation des INI notamment
[69,229,230]. Au global, ces résultats concernaient 14 patients VIH-1/O et pour 11
d’entre eux la mise sous INI, exclusivement RAL, correspondait a une thérapie de
sauvetage. Par ailleurs, les cas d’échecs virologiques décrits dans ces séries, n’ont pas
tous fait ’objet d’une analyse génotypique pour identifier les MAR. C’est pourquoi, le
laboratoire de virologie du CHU de Rouen, associé au CNR du VIH, a mis en place en
2005, un réseau (RES-O) de surveillance viro-clinique des variants divergents en France.
Ce sont 135 cas de mono-infections a VIH-1/0 (données CNR, a I’exclusion des doubles
infections VIH-1/M + VIH-1/0, et formes recombinantes VIH-1/MQO) qui ont pu étre
répertoriées depuis le 1% cas décrit en 1992 [74]. Ainsi notre laboratoire dispose d’une
importante collection d’échantillons de plasma, sérum, sang total, CMSP et de données

cliniques, immunologiques et virologiques (charge virale, génotypage et séquencage de
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résistance) des patients identifies et suivis au sein du RES-O. Ce répertoire
d’informations a permis 1’élaboration du projet SIDACTION/ANRS EP50 : Observatoire
de la Réponse Immuno-Virologique aux ARV des patients infectés par un VIH-1/O en
France (ORIVAO), basé sur une large cohorte de patients.

Parallelement au suivi des patients VIH-1/O, le RES-O a également permis
d’identifier la souche RBF168, prototype d’un nouveau groupe de VIH-1: le groupe P
[29]. La patiente infectée par cette souche est d’origine camerounaise et vit en région
parisienne depuis 2004, année du diagnostic d’infection a VIH. Les 13 ans de son suivi
clinco-biologique étaient une occasion unique de décrire 1’évolution naturelle et sous
pression thérapeutique, de cette infection extrémement rare (deux cas décrits a ce jour,
dont un seul suivi), mais aussi d’évaluer les conséquences de la forte divergence

génétique de cette souche singuliére.

Les objectifs de ce travail étaient donc :

e d’étudier sur une large population de patients infectés par un VIH-1/0, la
réponse immunologique et virologique a une premiere combinaison
d’ARV (cARV) ;

e de décrire spécifiquement la réponse virologique des patients recevant une
trithérapie incluant des INI et les mutations présentes a 1’échec
virologique ;

e et de caractériser 1’évolution immuno-virologique naturelle et sous CARV
de l’infection a VIH-1/P, ainsi que certaines propriétés virologiques in
vitro de la souche RBF168.
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2. Réponses immunologique et virologique aux ARV des patients infectés par
un VIH-1/0

Ce travail a fait I’objet, d’une communication affichée

21°' AIDS International Conference (Durban, Juillet 2016) : Immuno-virological response
to cART of HIV-1 group O infected patients -ANRS EP50 ORIVAO study-

et de deux publications (en premier et deuxiéme auteur respectivement)
AIDS 2015 Jun 19;29(10):1271-3 : HIV-1 group O resistance pathway with raltegravir is
similar to HIV-1 group M ; doi: 10.1097/QAD.0000000000000703 (Annexe 5)

Clin Inf Dis 2017 Dec 21, epub: HIV-1 group O infection in France: clinical features and
immunovirological response to antiretrovirals ; doi: 10.1093/cid/cix1087 (Annexe 6)

2.1. Etude SIDACTION/ANRS EP50 ORIVAO
Le projet ORIVAO est une étude non-interventionnelle non-comparative dont
I’objectif principal était de mesurer la réponse immuno-virologique a un cARV et la
durée pour atteindre le succes thérapeutique, chez tous les patients infectés par un VIH-

1/0 et suivis en France.

2.1.1. Patients inclus

Tous les patients du RES-O, pour lesquels un diagnostic d’infection a VIH-1/0
avait été établi, étaient éligibles, quelle que soit I’ancienneté de 1’infection. Le diagnostic
virologique reposait sur un sérotypage, test immuno-enzymatique développé par le CNR,
permettant la discrimination des VIH-1, VIH-2 et des différents groupes de VIH-1 (M a
P), et une confirmation moléculaire (sur plasma réplicatif ou a défaut sur ADN proviral a
partir de CMSP/sang total) [60]. Les patients qui manifestaient leur opposition a la
requalification des prélevements issus des soins vers la recherche, ou les patients
doublement infectés (VIH-1/M + VIH-1/0), infectés par un virus recombinant (VIH-
1/MO), ont été exclus de 1’étude.
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2.1.2. Méthodes

2.1.2.1. Recueil des données
Les données demographiques, biologiques (immunologiques et virologiques),

cliniques et thérapeutiques ont été recueillies entre avril 2012 et mai 2014, via trois types
de cahiers d’observation : un « cahier JO » rempli a I’inclusion, un « cahier rétrospectif »
concernant toutes les données antérieures au JO (unique cahier concernant les données des
patients décédés ou perdus de vue) et des « cahiers de suivi » pour chacune des visites
ultérieures des patients. Toutes les données recueillies ont fait I’objet d’un monitoring sur

site, puis ont été validées par le clinicien référent de 1’étude.

2.1.2.2. Suivi virologique
Le suivi virologique des patients inclus était réalisé soit par le laboratoire de

Rouen, disposant d’une technique de mesure de la charge virale plasmatique (CVp),
spécifique de groupe O ciblant I’intégrase avec un seuil de détection a 40 cp/mL [152],
soit par le laboratoire de virologie du site de prise en charge du patient, au moyen de
techniques commerciales adaptées a la quantification des VIH-1/O : HIV-1 RealTime
avec un seuil de détection a 40 cp/mL (Abbott®, Des Plaines, Illinois, USA) ou Cobas
ampliprep/Tagman HIV-1 V2 au seuil de détection de 20 cp/mL (Roche® Diagnostics,
Meylan, France). Du fait des conséquences de la diversité génétique des VIH-1/O sur les
mesures de quantification de ’ARN, les résultats recueillis ont nécessairement fait I’objet
d’une validation au cas par cas pour chaque souche de patient. Cette validation tenait
compte des résultats de CVp prospectifs, mais aussi rétrospectifs, et s’effectuait selon le

schéma suivant :

- Les résultats obtenus par des techniques connues comme non adaptées a la
quantification des VIH-1/O (Tableau 10) déclenchaient une ré-anlayse sur fond de tubes,

par une technique adaptée ou a défaut, exclus des analyses.

Tableau 10. Liste des techniques commerciales non adaptées a la quantification des VIH-1/0.

Nom commercial de la technique Fabricant
NASBA HIV-1 RNA amplification Organon Teknika®
Amplicor HIV-1 Monitor v1.0 Roche®

Amplicor HIV-1 Monitor v1.5 Roche®

Cobas ampliprep/Tagman HIV-1 v1 Roche®

Versant HIV-1 RNA 3.0 Siemens®

Versant HIV-1 RNA 1.5 Siemens®
Quantiplex HIV-1 RNA v2.0 Bayer®
Quantiplex HIV-1 RNA v3.0 Bayer®
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- Les résultats de CVp positifs obtenus avec les techniques non spécifiques de groupe O
étaient comparés a ceux obtenus avec la technique CNR, sur un point élevé de CVp et sur
un point plus faible (autour du seuil de quantification de la technique CNR a 40 cp/mL
soit 1.6 Log). L’observation d’une discordance de plus de 0.5 Log, conduisait a la
quantification de I’ensemble des échantillons du suivi virologique encore disponibles, par
la technique la plus adaptée, c’est-a-dire la méthode donnant la valeur la plus élevée. En
cas d’indisponibilité du matériel réplicatif, la concordance d’indétectabilité entre les 2
techniques (technique commerciale sur site vs techniqgue CNR) était testée, par defaut.
Les résultats et conclusions de ces vérifications faisaient 1’objet d’un courrier
d’information aux cliniciens et biologistes sur site qui orientait, le cas échéant, vers un

suivi par notre laboratoire.

2.1.2.3. Analyses statistiques

2.1.2.3.1. Analyse longitudinale
Les analyses ont été menées dans un premier temps de maniere longitudinale,

chez les patients naifs d’ARV qui initiaient une cARV d’au moins trois molécules,
considérée dans 1’étude comme la premiére ligne de traitement ARV, quels que soient la
date d’initiation et les changements effectués au cours du suivi. Toute interruption de plus
d’un mois de la cARV ou switch vers une mono ou bi-thérapie étaient interprétés comme
un arrét de cCARV. Les résultats de phénotypage lymphocytaire et CVp obtenus entre les 2
mois précédents et les 7 jours suivants l’initiation de la cARV, étaient considérées
comme données de statut initial.

La réponse immunologique a été analysée par un modele a effets mixtes pour
estimer les pentes de remontée des CD4, elles-mémes nécessaires a I’estimation du gain
en CD4, pour des patients initiant une cCARV & 200 CD4 mm™. La réponse virologique a
été analysée chez tout patient présentant au moins une CVp disponible au cours de la
premiére année de traitement et indépendamment de la disponibilité d’un résultat de CVp
a linitiation. Le temps médian nécessaire a atteindre I’indétectabilité a été calculé au
seuil de 200 cp/mL en concordance avec les performances des différentes techniques, et a
40 cp/mL en prenant en compte uniquement les techniques indiquant ce seuil.

Du fait de la résistance naturelle des VIH-1/O aux INNTI, une analyse a été
menée plus spécifiquement chez les patients a I’initiation d’une premiére ligne de
traitement incluant un INNTI, par comparaison a ceux initiant un traitement incluant un

IP/r. Pour cette analyse, la fin de ligne de traitement était définie par un arrét de ’INNTI
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ou de I’'IP/r. L’objectif était de comparer la réponse immunologique, estimée par le gain
en CD4 dans chaque groupe de patients et de déterminer la réponse virologique dans le
groupe INNTI, au dernier point de suivi disponible sous la ligne. Chez ces patients qui
disposaient d’une CVp>200 cp/mL soit 2.3 Log cp/mL et quelle que soit la durée du
traitement, un séquencage des régions PR et RT était systématiquement réalisé selon les
modalités précédemment décrites [214]. Le détail des amorces utilisées est disponible en
Annexe 1. En I’absence d’algorithme d’interprétation spécifique des VIH-1/O, les MAR
¢taient interprétées par rapport a 1’algorithme ANRS 2017 v27 défini pour le VIH-1/M.

2.1.2.3.2. Analyse transversale
Dans un second temps, une étude transversale du statut immunologique et

virologique a été réalisée parmi les patients encore suivis entre 2007-2014, période
correspondant a 1’arrivée des INI (classe thérapeutique antirétrovirale la plus récemment
commercialisée) et du DRV (dernier IP en date sur le marché). Les analyses ont été faites
sur le dernier point de suivi disponible pour chague patient et indépendamment des lignes

thérapeutiques précédentes.

Le logiciel STATA® (release 13 ; Stata Corp, College Station, Texas) a été utilisé

pour I’exploitation statistique des résultats.

2.1.3. Résultats

Entre avril 2012 et mai 2014, 101 patients, issus de 48 centres cliniques francais,
ont été¢ inclus dans 1’étude. Les principales caractéristiques de la population d’étude sont
décrites dans le Tableau 11. Soixante-et-onze patients (71.7%) étaient originaires du
Cameroun ou d’autres pays d’Afrique (9%). L’année médiane du diagnostic d’infection a
VIH et spécifiquement de I’infection a VIH-1/O étaient 2001 et 2004 respectivement. Le
plus ancien diagnostic avait été posé en 1989 pour le VIH et en 1997 pour le VIH-1/0. La
durée médiane entre ces deux diagnostics était de 21.3 mois (calculée a partir des données
disponibles pour 76 patients) ; cette durée etait allongée pour les 31 patients pris en
charge avant 2000 (65.5 mois, en médiane), par rapport a ceux pris en charge entre 2000
et 2006 (7.3 mois N=33) ou a partir de 2007 (2.75 mois, N=12).
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Tableau 11. Caractéristiques épidémiologiques des patients inclus dans I'étude ORIVAO.
Patients inclus

N=101

Age au diagnostic, années Médiane (IQR) 36.5 (27.4; 43.0)

Sexe, % (n) Femme 65.4% (66)
Sexuel 82.2% (83)
(Hétérosexuel)

Groupe de transmission % (n) Sanguin 11.9% (12)
Meére-enfant 3.0% 3
Non connu 3.0% 3)

N 99

Cameroun 71.7% (72)
France 19.2% (19)
Congo (RDC) 2.0% 2

Pays de naissance, % (n) zzr;)%gnal ig;ﬁ gg
Guinée 1.0% (1)
Libéria 1.0% (1)
Tchad 1.0% @
Tunisie 1.0% (1)

Année du diagnostic VIH Médiane (IQR) 2001 (1997 ; 2004)

Durée entre le diagnostic VIH et N 76

le diagnostic VIH-1/0, mois Médiane (IQR) 21.3 (2.2 ;77.8)

Durée entre 1’arrivée en France et N/N nésa 63/80

le diagnostic VIH-1/0, I’étranger

mois Médiane (IQR) 46.8 (5.0 ; 130.6)

Nombre de CD4 au diagnostic*, N 65

mm’® Médiane (IQR) 250 (150 ; 404)

CVp au diagnostic *, N 39

Log cp/mL Médiane (IQR) 4.0(3.6;4.7)

* dans I'année ayant suivi le diagnostic

2.1.3.1. Analyse longitudinale
Au moment du diagnostic d’infection a VIH, les patients naifs pour lesquels au

moins un résultat de CD4 était disponible (N=65), présentaient une médiane de CD4 a
250 mm™ et 40% d’entre eux avaient un taux <200 mm>. La médiane de CVp au
diagnostic était de 4.0 Log cp/mL (N=39, Tableau 11).

A T’initiation de la cARV, la médiane des CD4 et de CVp des patients (N=80)
étaient respectivement de 201 CD4 mm™ et 4.1 Log cp/mL. La combinaison initiée en
médiane a 6.1 mois du diagnostic d’infection a VIH, associait majoritairement
2INTI+11IP/r (51.3%) et dans une moindre mesure 2INTI+INNTI (18.8%). La réponse
immunologique sous ARV a été analysée pour 74 patients, présentant une médiane de
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suivi de 44 [17; 90] mois. Le modele utilisé estimait que les patients initiant un
traitement avec 200 CD4mm™ avaient un gain moyen de 147 [324 ; 370] et 170 [344 ;
396] CD4 mm™, respectivement aprés 12 et 24 mois de traitement (toute combinaison
confondue). Concernant la réponse virologique, I’analyse possible pour 49 patients a
montré que 45 (91.8%) atteignaient une CVp < 200 cp/mL en 3.1 mois en médiane
(IC95: 1.4; 4.9). Le modele montrait également que 89.3% des patients atteignaient
I’indetectabilité au seuil de 40 cp/mL, en un temps médian de 3.8 mois [2.0 ; 5.5].

Nous avons ensuite voulu analyser la réponse immunologique et virologique des
patients naifs, initiant une CARV comprenant un INNTI (N=14) par comparaison a ceux
initiant un CARV comprenant un IP/r (N=37). Le gain moyen en CD4, aprés un an de
CARV initié avec 200 CD4 mm, était significativement plus faible (p=0.02) pour les
patients ayant initié un cARV incluant un INNTI (+79 CD4 mm™) par rapport & ceux
recevant un IP/r (+177 CD4 mm™). La durée de traitement était en médiane de 6.7 mois
[0.2; 30].

L’analyse de la réponse virologique n’a été possible que pour 4 (EFV N=3 ; RPV
N=1) de ces 14 patients, par comparaison entre un résultat de CVp naif d’ARV et au
moins un résultat de CVp au cours du traitement. La médiane de CVp avant I'initiation
du cARV, était de 4.0 Log cp/mL et la médiane de durée de traitement, de 6.4 mois
(Tableau 12). L’indétectabilité (au seuil de 40 cp/mL) était atteinte a 2.5 mois en médiane
[0.5; 5.1]. Au dernier point de suivi, on observait une CVp indétectable pour 3 patients
sur 4. Ces résultats étaient mesurés relativement précocement par rapport a I’initiation de
la cARV ; seul le succes virologique a 30 mois du patient RBF230, parait donc
interprétable. Les données du patient RBF236, a défaut de CVp disponible a 1’état naif,
ont été ajoutées car le dernier point de suivi virologique correspondait a un échec

virologique de fin de la premiére ligne thérapeutique, d’une durée de 12 mois (Tableau

12).
Tableau 12. Données virologiques et thérapeutiques des patients initiant une cARV avec INNTI.
Sous- CVp Delai* CVp au Délai*
groupe . Durée  moyenne  avant 1°° dernier au dernier
(résidu$ Com:;en\z;lson CARV avant CVp point de point de
en 181) (mois) INNTI  indétecatble suivi suivi
(Log cp/mL) (mois) (Log cp/mL) (mois)
RBF137 H (C) EFV+TDF+3TC 6.7 4.0 5.1 <1.6 5.1
RBF230 H (C) EFV+AZT+3TC 30 2.8 3.7 <1.6 28.2
RBF220 H (C) EFV+TDF+FTC 6.4 3.5 0.5 2.9 3.2
RBF233  H(Y) RPV+TDF+FTC 1.8 4.6 14 <1.6 14
RBF236 H (C) NVP+TDF+3TC 12.0 DM DM 4.0 11.8
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Y Tyrosine, C : Cystéine, sur la ou les séquences disponibles ; *par rapport a l'initiation de la cARV ; DM : Données manquantes

Associées aux données d’échec virologique du patient RBF220 ; les données du
patient RBF236 ont permis 1’étude des mutations de résistance (Tableau 13). Le
séquencage pour RBF236 a montré en plus des mutations classiques de polymorphisme
naturel des VIH-1/0O (198G, L210Y), la présence des MAR K103R, Y181C et G190A
associées aux INNTI; K65R et M184V associées aux INTI. La souche RBF220
présentait en plus la MAR V1061 et la mutation de polymorphisme naturel, V179E.
L’ensemble de ce profil induisait une résistance génotypique a I’ensemble de la classe des

INNTI et a tous les INTI sauf AZT.

Tableau 13. Profil de résistance des deux patients en échec d’une premiére ligne d’INNTI.
Mutations
associees au MAR sous
polymorphisme CARV
naturel™*

Interprétation sur la

sensibilité aux ARV
d’aprés ANRS v27

K65KR
K103R
A98G, V1T79E, V106l R INNTI
L210Y Y181C R :INTI, sauf S : AZT
M184V
G190AG
K65R
K103R
RBF236  A98G, L210Y M184V
Y181C
G190A

R : Résistant, S : Sensible ; *prévalence de 100% sur les séquences de VIH-1/0

RBF220

R : INNTI
R :INTI, sauf S: AZT

2.1.3.2. Analyse transversale
La seconde analyse transversale sur la période plus récente de 2007-2014, a été

réalisée sur 85 patients (84%) toujours suivis et sous CARV. Parmi eux, 57 (67%) avaient
initié une cARV avant 2007, 37% avec 2INTI+IP/r, 32% avec 2INTI+IP, 18% avec
2INTI+INNTI et 14% avec 3INTI. A D'initiation, la médiane de CD4 était a 213 mm™ et
la mediane de CVp a 4.3 Log cp/mL. A la derniére visite, qui avait lieu en médiane a 12.8
ans de traitement, les patients avaient recu en médiane 8 lignes de traitement (5 ; 12). Les
principales combinaisons de traitement au point le plus récent incluaient majoritairement
un IP/r ou un INI (40.3% et 36.8% respectivement). La mesure de CD4 la plus récente

était en médiane & 498 mm™ et 85.2% des patients avait une CVp <40 cp/mL.
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Pour les 28 (33%) autres patients ayant initié des ARV aprés 2007, les CARV
incluaient pour 78.6%, 17.9% et 3.6%, un IP/r, un INNTI et un IP respectivement. A
I’initiation, les médianes de CD4 et CVp étaient respectivement de 256 mm™ et 4.1 Log
cp/mL. A la derniére visite, les patients recevaient majoritairement un traitement a base
d’IP/r (78.6%) ou d’INI (14.3%). La valeur la plus récente de CD4 atteignait en médiane
506 mm™ et le succés virologique (CVp <40 cp/mL) était obtenu pour 91.3 % des

patients.

2.2.Réponse virologique des patients recevant un traitement incluant un INI
En paralléle de nos analyses phéno-génotypiques réalisées in vitro, nous avons
entrepris d’étudier la réponse virologique des patients infectés par un VIH-1/O recevant
un traitement incluant un INI. L’objectif principal était de déterminer la fréquence du
succes ou de I’échec virologique d’une cARV incluant un INI, quelles que soient les
lignes thérapeutiques précédentes (mono, bi ou trithérapie) et le motif d’instauration de
cette ligne (switch, échec d’un précédent traitement ou arrét de traitement). L’objectif

secondaire était de décrire le profil de mutations présentes sur I’IN a I’échec virologique.

2.2.1. Patients inclus

Tout patient identifié par le RES-O du CNR et/ou inclus dans 1’étude ORIVAO,
naif d’INI mais pas d’ARV, et qui initiait pour la premiére fois un traitement incluant
RAL, EVG ou DTG en cours de prise en charge, était inclus dans I’étude. Les donnees
thérapeutiques (nature des ARV et motifs éventuels de changement), de CVp et de
séquencage de résistance ont été recueillies jusqu’en mai 2017, correspondant a la fin du
suivi des patients de 1’étude. Pour les patients perdus de vue en cours d’étude, la date de

fin de suivi correspondait a la date des dernieres informations disponibles.

2.2.2. Méthodes

Nous avons d’abord analysé la réponse virologique a une premicre cARV incluant
un INI. La notion de succes virologique était définie par une CVp inférieure a 20 cp/mL
ou 40 cp/mL (respectivement pour les techniques Cobas Tagman HIV-1 V2 (Roche®) ou
HIV-1 RealTime (Abbott®) et la technique spécifiqgue du CNR). Pour ce travail, nous
avons consideré :

- Les patients en succes virologique de la ligne précédant 1’introduction des INT.
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En I’absence de données de CVp a la date d’introduction des INI, le succes était extrapolé
si I’on disposait d’un résultat de CVp indétectable datant de moins de 3 mois avant INI,
avec un motif autre qu’un échec immuno-virologique (lipodystrophie, allegement, souhait
du patient...).

- Les patients en échec virologigue (CVp > 20 ou 40 cp/mL) de la ligne précédant

I’introduction des INL

Puis, nous avons analysé la réponse virologique au dernier point de suivi
disponible pour tous les patients sous cARV incluant des INI, qu’ils aient été prétraités ou
non par des INI.

L’étude de résistance sur la région IN a été systématiquement réalisée pour toute
CVp>200 cp/mL soit 2.3 Log cp/mL (voir protocole et détail des amorces précédemment
décrits et disponibles en annexe 1). L’interprétation des mutations était ensuite réalisée

par rapport a 1’algorithme ANRS v27 (2017).

2.2.3. Résultats

2.2.3.1. Caractéristiques des patients a I'inclusion
Trente-neuf patients ont initié une combinaison thérapeutique incluant un INI

(RAL, EVG ou DTG), a un moment de leur prise en charge. Tous étaient d’origine
camerounaise ou avait un lien avec ce pays (partenaire(s) camerounais) ; 69.2% étaient
des femmes, sans que ’une d’elles n’ait été enceinte au moment de 1’administration
d’INT ; la médiane d’age était de 52 ans [15 ; 77]. En I’absence de traitement, la médiane
de CVp (37 points), calculée chez 15 patients, était de 3.69 Log cp/mL [3.10 ; 6] et les
données immunologiques (115 mesures) disponibles pour 25 patients, indiquaient un taux
de CD4 & 395 mm™ [41 ; 987] en médiane. A I’inclusion, aucun des patients n’était naif
d’ARV : les 39 patients avaient regu, en médiane, 4 lignes d’ARV [1; 12] entre
novembre 1992 et Juillet 2013, avant d’initié une premicre cARV incluant RAL
majoritairement (N=26 ; 66.7%), DTG (N=7 ; 18%) ou EVG (N=6 ; 15%).

Parmi ces 39 patients, 21 (54%) étaient en succes de leur précédente ligne d’ARV,
alors que 15 (38%) ¢étaient en situation d’échec virologique avec une CVp en moyenne a
3.62 Log cp/mL (de 1.8 a 5.1 Log c/mL) ; les données manquaient pour 3 patients (8%)
(Figure 20).
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Figure 20. Statut virologique a l'introduction d’une cARV avec INI (N=39 patients) en fonction
des molécules prescrites (RAL, EVG, DTG).

La composition des molécules ARV associées a I'INI dans les cARV, est
présentée en Tableau 14, selon la nature de I’INI administré. Outre la diversité des
associations rencontrees, 72% (N=28) des patients recevait une trithérapie. Toutes les
combinaisons comprenaient généralement au moins une molécule de la classe des INTI,
quelle que soit la nature de I’INI associé. Parmi les 7 combinaisons contenant du DTG, 6
concernaient 1’association fixe de TRIUMEQ (ABC+3TC+DTG). Les combinaisons
associées au RAL étaient aussi diverses en terme de composition qu’en nombre de classes
associees, mais le socle de la combinaison était généralement fait de 2 INTI. Il est a noter
que les quadri et pentathérapie faites de 2INTI+1INNTI+1IP+/-11F, correspondaient a

des schémas d’intensification de traitement.

Tableau 14. Détails des classes thérapeutiques des cARV, a linitiation des INI (N= 39).

Composition des cARV par INI N

DTG 7
2INTI 7

EVG 6
2INTI 6

RAL 26
2INTI 11
2INTI + 1IP
1INTI + 1IP
2INTI + 1IP + IF
2INTI + 1INNTI + 1IP + 1IF
2INTI + 1INNTI + 1IP

3INTI + 1IP
INTI: Inhibiteur nucléos(t)idique de la TI; INNTI : Inhibiteur
non nucléosdique de la TI (ici ETV pour les 3 cas) IP:
Inhibiteur de protéase ; IF: Inhibiteur de fusion

PPN~ D
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2.2.3.2. Réponse virologique des patients a la premiére ligne d’IN/

Parmi les 21 patients ayant une CVp indétectable a I’initiation, 19 (90%) était
toujours en succes virologique au dernier point de suivi de la premiére ligne d’INI, d’une
durée de traitement de 10.6 mois en médiane [3.7 ; 96.1]. Deux patients (RBF144 et
BCF172), respectivement sous STRIBILD (20 mois) et TRIUMEQ (11 mois), étaient en

situation d’échec virologique, avec des CVp a 55 cp/mL et 673 cp/mL (Tableau 15).

Tableau 15. Caractéristiques virologiques et thérapeutiques des patients avec CVp positive au
dernier point de suivi de la premiére ligne d’INI.

Nombre Score de
Identité patient de lignes sensibilité  Durée Dates (JJ/MM/AA) CVp cp/mL
. . , . ) Dernier point de CVp
cARV thérapeutiques génotypique (mois) 30 INI (Log cp/mL)
précédentes (Gss)
RBF144 20/06/16 55 (1.7)
EVG+cobi+FTC+TDF ! DM 200 20/10/14 ind
BCF172 01/06/16 673 (2.8)
DTG+3TC+ABC o oM 110 01/07/15 ind
BC.F182 6 DM 291 27/07/16 986 (3.0)
EVG+cobi+FTC+TDF 10/12/14 69 (1.8)
RBF236 1 1 20 15/01/14 2970 (3.5)
RAL+FTC+TDF ' 15/11/13 9620 (3.9)
RBF229 2 3 03 16/04/12 32 (1.5)
RAL+DDI+DRV/r ' 06/04/12 115 715 (5.1)
BCF160 13/05/16 33(1.5)
RAL+3TC+ABC 12 DM 428 15/10/12 DM

Ind : CVp indétectable (<40 cp/mL); DM : Données manquantes ; En rouge et en italique, les résultats de CVp
positive mais <200cp/mL

Les 15 patients en échec de leur précédente ligne de traitement avaient recu une
combinaison avec INI pendant 11.9 mois en médiane [10 jours ; 7.9 ans]. Douze d’entre
eux (80%) étaient en succes virologique au dernier point de suivi de la premiere ligne
d’INI. Sur les trois patients toujours en échec, deux (BCF182 et RBF236), traités par
STRIBILD et TDF+FTC+RAL pendant 22.1 mois et 2 mois respectivement, avaient des
CVp proches de 3 Log cp/mL. Le troisieme patient, RBF229, présentait un échec relatif
avec une CVp au dernier point de suivi a 32 cp/ml. En effet, la durée de sa premiere ligne
de traitement par INI n’était que de 10 jours (0.3 mois) avec une CVp initiale a 5.1 Log
cp/mL (Tableau 15).

Parmi les trois patients pour lesquels les données de CVp manquaient, deux
étaient en succes de leur premiére ligne d’INI, d’une durée respective de 17.6 mois et 4.4
ans. Le dernier patient (BCF160) présentait une CVp 33 cp/mL a la fin d’un traitement de
3.6 ans par RAL+3TC+ABC (Tableau 15).
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2.2.3.3. Réponse virologique des patients au dernier point de suivi
A la derniére visite de suivi, deux patients étaient sous une combinaison incluant

du DRV/r et 37 patients (95%) recevaient toujours un traitement incluant un INI : RAL
pour 46% (N=17), DTG pour 38% (N=14) ou EVG pour 16% (N=6) ; parmi lesquels 19
(51%) étaient toujours sous leur premiére ligne d’INI. Les 18 autres patients avaient recus

en médiane 2 et au maximum 7, cARYV différentes incluant un INI.

Au dernier point de CVp disponible, 31 patients (84%) étaient en succes
virologique sous une cARYV incluant RAL (N=13), EVG (N=5) ou DTG (N=13), quelle
que soit la ligne instaurée, dont 15 (48%) étaient toujours en premiere ligne d’INI (Figure
21). Les 6 cas d’échecs virologiques correspondaient :

- aux 4 patients (RBF144, BCF172, RBF229, BCF160) préecédemment décrits lors de leur
échec de fin de premiére ligne d’INI qui correspondait également au dernier point de
suivi ;

- aux patients BCF101 et RBF230 qui étaient en seconde ligne d’INI au dernier point de
suivi. Le patient BCF101 avait recu une quadrithérapie incluant du RAL (11eme ligne de
traitement ARV) pendant 6.5 ans, et présentait une CVp a 439 cp/ml (2.6 Log). Le patient
RBF230, traité par une bithérapie RAL+DRV/r (9¢me ligne d’ARV) et présentait une
CVp a 10 400 cp/mL (4 Log) au dernier point de suivi, a 32 mois du début de cette ligne.

35
30
23 13
20
15 5

10

Succeés Echec

EMRAL BEVG " DIG

Figure 21. Statut virologique au dernier point de suivi des patients recevant
une cARV avec INI (N=37 patients), selon la molécule recue (RAL, EVG ou DTG).
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2.2.3.4. Analyse des mutations de résistances aux INI présentes a I'échec
Nous avons analysé les séquences disponibles pour les 8 situations d’échec au

dernier point de suivi disponible, recensées dans ce travail (6 échecs de premiere ligne et
2 échecs de seconde ligne). Nous avons pu étudier la sélection de MAR par comparaison
a une séquence obtenue a 1’état naif d’ARV (N=2 patients ; BCF101, RBF230) et a
défaut, sous une ligne de traitement précédente sans INI (N=4 patients; BCF160,
BCF172, BCF182, RBF236). Pour 2 patients (RBF144 ; RBF229), le faible niveau de
réplication sous INI (55 et 32 cp/ml respectivement), n’a pas permis de réaliser un
séquencage sur ces échantillons (Tableau 16).

Les mutations de polymorphisme naturel associées au VIH-1/O (L741 et S153A
sans impact génotypique sur la résistance), étaient retrouvées sur 100% des séquences
(Tableau 16). Pour 2 patients (BCF160 et BCF182) on observait la présence naturelle de
la MAR T97A avant I’instauration des INI ; celle-ci n’était donc pas sélectionnée par
RAL, contrairement aux 2 profils associant d’une part les MAR E138K+Q148R et la
mutation atypique E157T (BCF160), et d’autre part les MAR NI5S5H+E157EQ
(BCF182). Les patients RBF230 et RBF236 avaient sélectionné sous RAL les MAR
Y143CHRY et Q148QR respectivement. Concernant les patients BCF101 et BCF172,
aucune MAR prise en compte dans 1’algorithme de I’ANRS n’a été observée a ’échec,
seul un résidu atypique sous forme de population mixte en position 230 (S230SN), était
sélectionnée sous RAL (BCF101). En I’absence d’information génotypique sous INI, une
séquence du patient RBF144 a I’état naif montrait la présence naturelle de la MAR
E157Q, impliquant une résistance a RAL, EVG et une sensibilité intermédiaire au DTG
d’apres 1’algorithme ANRS v27. Cette mutation n’est pas prise en compte dans les scores
d’interprétation des autres algorithmes (REGA et Stanford).

Au final sur les 8 patients concernés, 1’analyse génotypique montrait :

e une résistance a ’ensemble de la classe des INI pour 3 patients (BCF160, BCF182
et RBF236), du fait de la sélection de deux voies de résistance principales
décrites pour les VIH-1/M (N155H, Q148R) ;

e une sensibilité conservée voire intermédiaire au DTG pour 3 patients, avec la
sélection des mutations en positions 143 et 157 de I’IN, pour RBF230 et RBF144
respectivement ; et la sélection de la mutation S230N pour le patient BCF101,
définie comme atypique avec I’algorithme de I’ANRS mais associée a un faible

score génotypique de résistance au RAL, selon I’algorithme de Rega.
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Concernant les 2 derniers patients (BCF172 et RBF229), les données disponibles ne

permettaient pas de conclure.

Nous avons également analyse les séquences par rapport a la liste de mutations

associées aux FC ¢levés de 1’étude phénotypique précédente (V721, 1200L, N222K et

R224Q). Il est a noter que seule la mutation N222K était présente chez tous les patients

ayant developpé une MAR aux INI sauf un (BCF101) ayant développé la mutation

S230N. Les séquences de ces patients présentaient ces mutations a des fréquences

variables et n’exprimaient jamais le profil complet, en dehors du patient RBF230. On

observait chez celui-ci en plus de la présence naturelle des mutations N222K et R224Q,

I’émergence des mutations 721 et 200L (sous forme de résidus mixtes) a 1’échec d’un

traitement par RAL.

Tableau 16. Mutations présentes lors des 8 échecs aux INI sur les positions associées a la résistance
selon 'algorithme ANRS v27 et aux positions identifié¢es comme associées aux FC élevés.

Date de prélevement A° T V. L E T G F E G Y P S Q V S N E | N R S R
Statut* JIMM/AAAA 49 66 72 74 92 97 118 121 138 140 143 145 147 148 151 153 155 157 200 222 224 230 263
BCF101  naif 10/09/1997 | A
BCF101  naif 11/05/1999 | A
BCF101  naif 11/05/1999 | A K Q
BCF101 RAL 22/10/2012 | A K Q .
BCF101  RAL 17/05/2016 . . A . K Q SN
BCF160 ARV 02/05/2005 [ A A L
BCF160 ARV 09/11/2005 [ A A L
BCF160 RAL 01/03/2013 [ A . . A . L K
BCF160 RAL 08/03/2016 [ A K R A T L K
BCF172 ARV 22/08/2005 [ A
BCF172 DTG 01/06/2016 . [ . A
BCF182 ARV 07/11/2005 P | A A . L
BCF182 EVG 27/07/2016 P .| A A H EQ L K
RBF144  naif 11/12/2002 [ A Q
RBF229 ARV 21/02/2012 | | A . . .
RBF230  naif 28/11/2000 | A K Q
RBF230 ARV 16/09/2011 | A K Q
RBF230 RAL 23/03/2016 o . A . K Q
RBF230 RAL 16/03/2017 VI CHRY A IL K Q
RBF236 ARV 08/11/2013 [ A K .
RBF236 RAL 27/11/2013 | | . A K
RBF236 RAL 15/01/2014 [ . . . . . QR A . . . K . . .
Les statuts thérapeutiques sont définis par « naif » : naif d’ARV; « ARV »: ligne thérapeutique ne comprenant pas d’INI;

« RAL/EVG/DTG » : nature de I'INI compris dans la ligne d’ARV ; En gras, les MAR aux INI, En italique le panel des 4 substitutions
associées aux FC>10 pour EVG de notre étude phénotypique (V72l, 1200L, N222K, R224Q)
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2.3. Discussion

Si quelques études ont permis d’obtenir des données de sensibilité naturelle géno-
phénotypiques des VIH-1 non-M aux ARV qui mettent en lumiere les conséquences
potentielles de leur diversité génétique [156,219,225], les données concernant la réponse
immunologique et virologique sous traitement, sont pour la plupart anciennes et ne
concernent que la description de cas isolés d’infection a VIH-1/0 [22,135,136].

Le projet non interventionnel ORIVAO, avait donc pour objectif d’étudier la
réponse immunologique et virologique a toute ligne d’ARV sur un nombre important de
patients, représentatifs de la population infectée et de la diversité des souches infectantes.
Les 101 patients inclus représentaient ainsi la plus importante file active de patients
infectés par un VIH-1/O, mais avec la réserve de résider en France. Ceux-ci ne reflétent
donc pas exactement la population touchée qui vit principalement au Cameroun, car les
patients étudiés avaient slirement les moyens et I’état de santé permettant de se déplacer
jusqu’en France. Par ailleurs, les données ont été recueillies depuis les premiers
diagnostics d’infection et jusqu’en 2014, elles étaient donc trés hétéroclites. Elles
témoignaient en effet de 1’évolution au cours du temps des stratégies thérapeutiques, des
molécules antirétrovirales et des techniques de quantification du virus. Malgré ces
limites, les résultats ont permis de montrer qu’avant la mise sous traitement, la médiane
de CVp était de 4.1 Log cp/mL pour 201 CD4 mm™. Cette valeur semblait intermédiaire
par rapport a celle du VIH-2 et de VIH-1/M, avec des plateaux de CVp au diagnostic a
2.6 et 4.4 Log cp/mL respectivement [249]. Concernant la réponse a une premiére CARV,
elle était globalement favorable avec un gain de 147 et 170 CD4 respectivement a 12 et
24 mois de I’initiation et le succés virologique (200 cp/mL) était atteint en 3.1 mois, en
médiane. S’agissant des suivis les plus récents (a partir de 2007), le succes virologique au
seuil de 40 cp/mL était obtenu chez 87% des patients et atteignait 90.5% en cas de
traitement associant un INI. Le taux médian de CD4 était de 498 mm™ au dernier point de
suivi, pour 213 CD4 mm™ a Iinitiation. Ces observations sont similaires aux données de
I’infection a VIH-1/M sur la méme période. En effet, sur 8714 patients francais de la
cohorte NADIS de 7 centres universitaires francais (Marseille, Martinique, Nantes, Nice,
Paris, Toulouse, Tourcoing), étudiés de maniére transversale en 2006, le taux médian de
CD4 sous ARV était de 478 mm™ et 84.8% de patients avaient une CVp < 400 cp/mL
[250]. De méme sur la cohorte frangaise FHDH ANRS CO4 de patients infectés nés a
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I’étranger dont 80% sont d’Afrique sub-saharienne, 47% des patients avaient plus de 500
CD4 mm™ et 84% avaient une CVp<50 cp/mL [251]. Ainsi, les recommandations de
traitement francaises édictées pour les infections a VIH-1/M, semblent permettre
d’atteindre un contrdle immunologique et virologique des infections a VIH-1/0

quasiment comparable a ce qui est observé pour les VIH-1/M.

Une particularité épidémiologique de notre population d’étude était ’origine
africaine de 80% des patients et plus spécifiquement, le Cameroun (72%), pays identifié
comme |’épicentre des infections a VIH-1/O [60,252]. Cette observation a toute son
importance, car dans ce pays, le diagnostic d’infection a VIH-1/0 n’est possible que dans
les grandes villes (principalement Yaoundé et Douala) qui bénéficient des moyens et des
compétences techniques. Or, les recommandations de I’OMS privilégient en premicre
intention un traitement ARV inaugural incluant un INNTI (EFV ou NVP) [253], classe
thérapeutique non recommandée pour les VIH-1/0. De plus, comme dans les pays du Sud
I’acceés aux examens de biologie est coliteux et peut étre aux frais des patients, les
infections a VIH-1/O ne sont pas systématiquement diagnostiquées. Le suivi clinique
demeure alors le recours majeur pour I’adaptation thérapeutique. Alors que 1’essai
STRATTAL (ANRS 12110/ESTHER) n’a pas montré la non-infériorité du suivi clinique
des patients infectés par rapport a un suivi clinique et biologique, il existait par ailleurs
une différence significative sur le nombre de patients qui initiaient une seconde ligne de
traitement lorsqu’ils bénéficiaient d’un suivi biologique, par rapport a ceux qui n’avaient
qu’un suivi clinique [254]. Ainsi, la méconnaissance de 1’appartenance au groupe O et
I’absence de suivi biologique régulier pourraient impliquer, pour ces patients vivant au
Cameroun et injustement traités par INNTI, un probable taux d’échec immuno-
virologique supérieur.

Nos observations, certes issues de tres faibles effectifs, montrent déja une moindre
restauration immunologique sous NVP, EFV ou RPV, mais il n’a pas été possible
d’établir de conclusion interprétable sur la réponse virologique. Par ailleurs, nous n’avons
pas observé de trithérapie inaugurale incluant ETV, pour laguelle la réponse virologique
aurait été intéressante a analyser. En effet, Tebit et al. a montré un profil phénotypique
des isolats cliniques de VIH-1/O a ETV tres proche de celui des VIH-1/M (p=0.196), a
I’inverse de celui obtenu pour NVP (p<0.005) [156]. Cette variabilité de reponse est
probablement portée en partie par la mutation naturelle Y181C, car les données
phénotypiques d’un isolat clinique de VIH-1/O 181Y (K103R, V179E, G190A)
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indiquaient une sensibilité a ETV (FC a 3) alors que la souche était résistante a NVP (FC
a 42) [156]. Ainsi, il pourrait exister une moindre sensibilité de certaines souches,
probablement en lien avec un déterminant génotypique particulier. Une étude a plus large
échelle de la réponse clinique et virologique des patients VIH-1/O aux INNTI en fonction
de leur génotype, bien qu’épistolaire, paraitrait intéressante pour proposer un ARV de
recours aux patients en multi-échecs (notamment d’INI).

En Europe et en France, ou le diagnostic d’infection a VIH-1/O est probablement
plus accessible, les recommandations thérapeutiques actuelles attribuent aux INI une
place de choix dans les stratégies d’initiation des ARV [169,189]. Il est donc apparu
opportun d’étudier la réponse virologique des patients VIH-1/0O a cette classe d’ARV.
Nous n’avons observé aucun patient naif qui initiait une premiere trithérapie incluant un
INI, reflet indirect de la tres faible prévalence des nouveaux diagnostics d’infections a
VIH-1/O en France actuellement [73]. Deux-tiers des patients recevaient des cARV
incluant du RAL, aprés un passé thérapeutique d’en médiane 4 lignes d’ARV et on
relevait méme chez un patient en onziéme ligne d’ARV, une sextathérapie incluant des
INI. Ces données ne sont pas surprenantes, RAL ayant été le premier INI sur le marché et
donc le premier INI accessible aux patients infectés par un VIH-1/O, suivant ainsi une
évolution de prise en charge similaire aux patients infectés par un VIH-1/M. Les résultats
indiquaient une proportion importante de succes virologique au dernier point de CVp
disponible sous premiére ligne d’INI, comme en fin de suivi, avec respectivement 90% et
84% d’indétectabilité. Ces résultats nécessitent encore d’étre complétés par des données
sur le temps nécessaire pour atteindre 1’indétectabilité et la durée du succes. On observait
aussi quelques situations pour lesquelles 1’indétectabilité n’était pas atteinte au dernier
point de suivi, quelle que soit la ligne d’INI. Parmi ces situations, considérées selon nos
criteres comme des échecs virologiques, on distinguait :

e les patients qui bénéficiaient d’une trés courte durée de traitement (de 1’ordre d’une
dizaine de jours a 2 mois), chez qui la réponse virologique a la cARV n’était pas
interprétable, selon les critéres d’évaluation en vigueur [169]. Toutefois pour 1’un
d’eux (RBF229), la cinétique rapide de décroissance de 4 Log cp/ml a 10 jours de
traitement témoignait déja d’une réponse trés favorable a la cARV incluant un INT ;

e les patients infectés par un virus porteur de MAR (T97A ou E157Q) a I’échec, mais
déja présentes avant I’instauration des INI. Ainsi, I’initiation d’une cARV avec
EVG en 2014 chez le patient BCF182, semble en contre-indication avec la présence
naturelle de la T97A, MAR a EVG (d’apres ANRS v27). 1l faut cependant
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reconnaitre que cette MAR n’est apparue dans les algorithmes d’interprétation de la
résistance qu’a partir de 2016, alors que I’initiation avait eu lieu en 2014. Ce cas
illustre aussi D’importance de la réalisation d’un séquencage de résistance
systématique en amont de la mise sous INI (et plus largement sous ARV), pour
rechercher non seulement les mutations naturelles mais aussi les mutations
transmises, comme décrit trés récemment pour les VIH-1/O. Par ailleurs, il est
probable que certaines MAR naturelles aient un réle facilitateur, voire accélérateur
d’acquisition de la résistance, comme en témoignent non seulement le cas du
patient BCF182 mais aussi le patient BCF160, tous deux porteurs de la MAR T97A
avant la mise sous INI, mais chez qui on observait, en plus des mutations de
polymorphisme naturel, 1’apparition des MAR A49P+N155H+E157EQ sous EVG
et E138K+Q148R sous RAL, respectivement.

o les patients pour lesquels on observait une sélection, sous INI, de virus porteurs de
MAR. L’analyse des différentes MAR a permis de montrer qu’il existait déja des
voies de résistance identiques a celles des VIH-1/M (Y143, N155, Q148), a défaut
d’avoir pu rechercher des voies supplémentaires, spécifiques des VIH-1/0. L’étude
des voies de sélection de la résistance des VIH-1/O par Depatureaux et al. a
justement consisté a étudié 1’émergence de MAR de 4 isolats sous pression de
sélection d’INI [255]. Les résultats indiquaient I’apparition de MAR déja
identifiées pour les VIH-1/M : T97A, Q148R, V151A/I sélectionnées par RAL,
T661, E92Q, E157Q avec EVG et M50I, R263K avec DTG. Contrairement a ce que
nous observons in vivo dans notre étude, aucune des MAR N155H et Y143C n’était
sélectionnée, méme aprés 40 semaines de pression de sélection. Le faible effectif
d’étude ne reflétait probablement pas completement la diversité génétique intra-
groupe O et ne permettait donc pas de montrer toutes les voies possibles
d’acquisition de la résistance.

Par ailleurs, en 1’absence d’information de résistance génotypique aux autres
molécules entrant dans la cARV (INTI et/ou IP), il est difficile d’identifier la
cinétique de sélection des MAR aux INI. Toutefois, le cas du patient RBF236, mis
précipitamment sous cARV en amont des résultats de séquencage de résistance,
montre qu'un GSS bas conduit a I’échec d’une monothérapie de RAL, par la
sélection rapide de la MAR Q148R (Annexe 5).

e les patients pour lesquels on n’observait pas de sélection de MAR sur les séquences

de la région de I’IN, la résistance ayant probablement été sélectionnée par les autres
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molécules associées dans la cARV. Il faudrait ainsi rechercher des MAR sur les
régions de la TI et PR pour analyser plus en détails ces situations. L’absence
d’information sur 1’observance et les niveaux de concentrations plasmatiques en
principe actif, géne ¢galement notre interprétation de ces cas. On notait I’absence
de mutation sur I’IN pour I'unique patient de notre étude en échec d’un traitement
par DTG (BCF172). Ce cas intéressant mériterait une investigation phénotypique
pour connaitre le niveau de sensibilité au DTG de la souche infectieuse. Un résultat
de sensibilit¢ diminuée évoquerait I’existence d’un probable déterminant
génotypique non encore decrit, et qui pourrait étre spécifique des VIH-1/0. Le
travail de Depatureaux et al. a ainsi envisage la sélection de mutations jamais
décrites pour les VIH1/M: F121C, V751 et S153V/M50l. A T’inverse, une
sensibilité conservée ferait rechercher le profil génotypique des autres régions PR et
RT pour identifier des mutations associées a effet protecteur sur la sensibilité au
DTG [256].

Nos travaux montrent donc une bonne réponse immunologique et virologigque des
VIH-1/0 aux ARV et un essai interventionnel randomisé comparatif serait néanmoins
nécessaire pour le confirmer. Un premier essai thérapeutique, ANRS 12168 DYNAMO, a
d’ailleurs été récemment proposé, visant a comparer la réponse immunologique et
virologique de I’initiation d’un traitement par AZT+3TC+LPV/r chez des patients VIH-
1/0 naifs d’ARV camerounais, appariés a des patients VIH-1/M (1 : 2) sur des criteres
d’age, de sexe et de niveau de CD4. Le critere de jugement principal était le pourcentage
de patients présentant une CVp indétectable (<60 cp/mL) a M24. L’analyse des résultats
montrait 95% d’indétectabilité dans le groupe VIH-1/O, contre 84% dans le groupe VIH-
1/M (p ajusté = 0.14), concluant & une réponse virologique équivalente entre les 2
groupes. Le gain en CD4 était par contre significativement plus élevé dans le groupe
VIH-1/M (+2 CD4/mois, p=0.04) [257].

En conclusion, la prise en charge thérapeutique actuelle des infections a VIH-1/0
en France, calquée sur les recommandations émises pour les infections a VIH-1/M,
semble donner des résultats globalement satisfaisants. 1l existe toutefois des écueils a
considérer comme une probable variabilité de réponse des VIH-1/O a EVG et la contre-
indication de 1’'usage des INNTI, pour lesquels nous montrons, pour la premicre fois, un

impact cliniqgue. Au Cameroun, les INNTI ont une place prépondérante dans les
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recommandations de traitement. On pourrait ainsi envisager le recours a la classe des INI,
molécules certes tres peu accessibles aux pays du Sud, pour les patients infectés par un
VIH-1/0 en switch ou apres un échec virologique, situations pour lesquelles nous avons

démontré une bonne efficacité in vivo, sous réserve d’un génotype compatible.
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3. Réponses immunologique et virologique aux ARV de la patiente infectée
par la souche prototype VIH-1/P RBF168 et caractéristiques phénotypiques
de la souche

Ce travail a fait ’objet de 2 communications affichées

18" international HIV Dynamics & Evolution (Galway, Mai 2011): Immuno-virological

response of RBF168 prototype strain to antiretroviral therapy

et d’un article en révision

AIDS, soumis en octobre 2017 : HIV-1 group P infection: Towards a dead-end
infection ? (Annexe 7)

3.1. Problématique et objectifs

Notre équipe a identifie en 2009 un nouveau variant divergent chez une patiente
d’origine camerounaise de 62 ans, dont le diagnostic d’infection a VIH avait été pos¢ en
France, en 2004 [29]. La caractérisation moléculaire de la souche RBF168 a montré
qu’elle présentait un lien phylogénétique tres étroit avec les VISgor, et a conduit a la
définition du groupe P.

La divergence génétique de RBF168 par rapport aux VIH-1/M mais également sa
proximité phylogénétique avec les VIH-1/O, nous ont conduits a étudier son profil de
résistance naturelle aux ARV et parallelement la réponse immunologique et virologique
de la patiente infectée. A ce titre, la prise en charge de cette derniere au sein du service de
maladies infectieuses de 1’hopital Louis Mourier de Colombes (92) pendant 13 ans, a
permis de collecter des données d’évolution naturelle, puis sous traitement.

Parallélement, I’isolement en culture cellulaire du virus RBF168 a donné
I’opportunité d’étudier certaines de ses propriétés phénotypiques, notamment son pouvoir
infectieux (évalué par la dose nécessaire a infecter 50 % des cellules de culture ou
TCID50) et ses capacités d’adaptation a I’lhomme. Nous avons ainsi analysé 1’évolution
du résidu situé en position 30 du géene gag, précédemment identifié comme marqueur
d’adaptation a I’hote humain [258]. Ce résidu est de type methionine ou lysine dans les
lignées simiennes (VIScpz et VISgor), et a évolué vers un acide aminé basique (arginine

ou lysine) dans la plupart des lignées de VIH-1.
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3.2. Patiente et méthodes

3.2.1. Suivi et prise en charge thérapeutique de la patiente RBF168

Les données immunologiques et virologiques ont été collectées prospectivement
entre Mars 2004 et Mars 2017. Le typage lymphocytaire était réalisé sur site par
cytométrie en flux (Beckman Coulter, Brea, Californie) et le suivi virologique, par notre
laboratoire, avec la trousse HIV-1 RealTime (Abbott®). Un séquencage de résistance aux
ARV a été effectué avant ’instauration du traitement en février 2009, selon les
recommandations [259]. Le procédé d’amplification consistait en une premiére étape de
XL RT-PCR comme décrit précedemment [29] ; des PCR nichées ont été définies pour
cibler les régions PR-TI, IN et gp41. Le détail des amorces utilisées pour 1’amplification
et la réaction de séquence est disponible en Annexe 1. La séquence de la seconde souche
de groupe P, 06CMU14788, (HQ179987) a également été utilisée pour une analyse
comparative des positions associées a la résistance aux ARV. Les séquences en acides
aminés ont ainsi été alignées avec le logiciel MEGAG6® [235]. L’interprétation des MAR
a été faite a I’aide de 1’algorithme ANRS 2017 v27.

3.2.2. Caractéristiques phénotypiques de la souche prototype

Nous avons réalisé 6 passages successifs de la souche RBF168, initialement isolée
sur CMSP a partir d’un échantillon de plasma de février 2009 ; ces passages ont été
effectués selon la méthode précédemment décrite (82.1.1, Partie 1 et Annexe 1).

Le titre infectieux dans les 6 surnageants de culture a été calculé par la dose
nécessaire a infecter 50% des cellules (CMSP) ou TCID50, selon la méthode de
Spearman-Karber [260]. Parallelement, le calcul de TCID50 a été réalisé sur 7 isolats
primaires représentatifs de la diversité génétique des VIH (4 VIH-1/M ; 2 VIH-1/O et 1
VIH-2).

La détermination de la nature du résidu en position 30 du géne gag, a été réalisée
pour les 6 surnageants. Pour se faire, un fragment de 493 pb a été amplifié par RT-PCR.
Briévement, une extraction de I’ARN était réalisée a partir de 200ul de surnageants dilués
au 1/100, avec le QIAmp viral RNA Minikit (Qiagen, Hilden, Allemagne).
L’amplification était réalisée avec le kit Superscipt III one step RT-PCR, contenant une
Taq polymerase Platinum (Invitrogen, Carlsbad, Californie), 20 pmol de chague amorce
(Annexe 1) et 1.5 mM MgSO,. Les conditions de cycle en thermocycleur Gene Amp
PCR System 9700, Perkin Elmer, étaient les suivantes : 50°C for 30 min, 94°C for 2 min
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and 35 cycles of 94°C for 30s, 55°C for 30s, 68°C for 1 min. Une étape d’extension
finale etait réalisée pendant 10 min & 72°C.

3.3. Résultats

3.3.1. Suivi de I'évolution immunologique et virologique de la patiente RBF168

Au moment du diagnostic d’infection a VIH en mars 2004, la patiente RBF168
n’a pas été mise d’emblée sous traitement ARV, conformément aux recommandations de
traitement de 1’époque [259]. En effet, celle-ci présentait globalement un bon contréle
immunologique depuis la découverte de I’infection avec 350 CD4 mm™ en mars 2004,
jusqu’en février 2009 avec 270 CD4 mm’>. Sur cette période exempte d’ARV, la CVp et
le taux de CD4 étaient en médiane, & 4.7 Log cp/mL et 315 mm™ respectivement, avec un

nadir & 260 CD4 mm™ en juin 2004, et un zénith & 430 CD4 mm™ en décembre 2005
(Figure 22).

Figure 22. Suiviimmunologique et virologique de la patiente RBF168 sur la période sans ARV.
Le taux de CD4 (mm'3) et la valeur de CVp (Log cp/mL) sont respectivement représentés par un
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En février 2009, les recommandations nationales préconisaient 1’instauration d’un
traitement chez tout patient qui présentait un taux de CD4<350 mm™, méme
asymptomatique. Ainsi, en amont de I’initiation d’un traitement ARV, un séquencage de
régions cibles a été réalisé sur un échantillon de plasma et interprété sur la base des
mutations de résistances décrites pour les VIH-1/M.

Les résultats montraient un fort polymorphisme de la PR, avec 11 MAR (Tableau
17) entrainant une résistance génotypique a I’ATV, au TPV et une résistance possible au
SQV. On notait aussi deux mutations atypiques K20C et L63K, dont I’impact sur la
sensibilit¢ aux IP n’est pas connu. Sur la TI, étaient présentes les MAR T69S, A98G,
K103R et la mutation atypique V179E, mais sans conséquence sur la résistance aux
INNTI et INTI. Aucune mutation aux positions associées a la résistance sur I’IN n’était
retrouvee. La présence de la MAR L44M sur la gp4l était quant a elle, associée a une
résistance génotypique a I’enfuvirtide. Par comparaison, la souche 06CMU14788
partageait sur la PR 10 des 11 mutations trouvées pour RBF168, conduisant a la méme
interprétation génotypique sur la résistance aux IP. A I’inverse, on retrouvait sur la TI,
deux mutations atypiques supplémentaires, K101Q et E138D mais sans conséquence sur
la résistance génotypique. Associée a la région IN, la MAR T97A prédisait une résistance
génotypique a EVG. Enfin, cette seconde souche partageait la substitution L44M sur la

gp4l.

Tableau 17. Polymorphisme naturel des régions PR, RT IN et GP41 des souches RBF168 et 06CMU14788.
Mutations identifies sur des positions

Region cible Type_de associées a la résistance*
mutation
RBF168 En commun 06CMU14788
L10V, V11l, L33V,
MAR** 115V M36L, Q58E, D60E,
PR 162V, H69R, A71V, L89I
Mutation K20C, L63K
atypique
MAR T69S, A98G, K103R
Tl Mutation K101Q,
atypique V179E, L210Y £138D
IN MAR** TI7A
gp4l MAR** L44M

* Algorithme ANRS 2017 v27 ; ** MAR : Mutations Associées a la Résistance
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Sur la base de ces résultats, un traitement par TDF+FTC+LPV/r a alors été
instauré. En Avril 2009, aprés 2 mois de traitement, on observait une rapide diminution
de la CVp a 2.43 Log cp/mL. A cette méme date, la combinaison fixe (TDF+FTC) a
nécessité un remplacement par (ABC+3TC), du fait d’effets indésirables imputables au
TDF. L’indétectabilité (au seuil de quantification de 40 cp/mL) a été atteinte au mois
suivant, en mai 2009. Le succes virologique a été maintenu des lors et pendant les 8
annees qui ont suivi (Figure 23). Sur cette période, les moyenne et médiane du taux de
CD4 étaient respectivement de 648 mm™ et 683 mm™. La valeur au zénith était de 858
CD4 mm™ en ao(it 2015 et on observait un taux de 687 CD4 mm™ au dernier point de

suivi en mars 2017.
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Figure 23. Suiviimmunologique et virologique de la patiente RBF168 sur la période avec ARV
Le taux de CD4 (mm'a) et la valeur de CVp (Log cp/mL) sont respectivement représentés par un
histogramme et un triangle noir.

3.3.2. Caractéristiques phénotypiques de la souche RBF168

En regard de ces données in vivo, nous avons étudié certaines caractéristiques
phénotypiques de la souche, in vitro. Pour cela, nous avons realisé 6 passages consécutifs
de I’isolat primaire obtenu a partir d’un échantillon de plasma de février 2009, aprés 17
jours de culture et titrant a 13227 pg RT/mL (RT Lentivirus assay). Les résultats

d’infectiosité des 6 surnageants ont montré une trés faible valeur moyenne, 261
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TCID50/mL, par comparaison a celles des VIH-1/M (N=4) a 250 625 TCID50/mL, mais
également a celles des VIH-1/0 (n=2) a 22 627 et d’un VIH-2 titrant a 1171
TCID50/mL.

Nous avons également cherché a étudier la capacité d’adaptation a I’homme par
I’analyse de 1I’évolution de la nature du résidu en position 30 du géne gag lors des 6
passages successifs sur CMSP [258]. Les résultats ont montré qu’une méthionine était
exprimée de maniere constante par les 6 surnageants de la souche RBF168, contrairement

a la seconde souche VIH-1/P, qui exprimait constitutivement une lysine [30].
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3.4. Discussion

La découverte de la souche prototype RBF168 a ¢té¢ a 1’origine du groupe P,
phylogénétiquement lié aux VIH-1/O. Cette observation nous a conduits a rechercher les
caractéristiques génotypiques et phénotypiques communes a ces 2 groupes. D’autre part,
I’unique suivi clinique de I’un des deux patients connus a ce jour, a donné I’opportunité
de mieux connaitre [’évolution naturelle de cette infection, de comparer Ie
polymorphisme génétique des VIH-1/P a celui des VIH-1/O, pour définir son impact sur
’utilisation des ARV et la réponse aux ARV.

Des similarités génétiques ont été constatées et concernées un haut degré de
polymorphisme sur la PR et la présence des mutations naturelles A98G, K103R, V179E
et L210Y sur la TI. Toutefois, certaines différences étaient également observées : la
mutation Y181C, majoritairement présente chez les VIH-1/0, était absente des séquences
des souches de groupe P ; la MAR L44M sur la région de la gp41, remplacait la mutation
signature N42D bien connue des VIH-1/O, mais toutes deux contre-indiquaient 1’usage
de I’enfuvirtide. La région de I’intégrase, était conservée dans les deux groupes, mais
avec un polymorphisme plus important pour les VIH-1/O. La MAR T97A, exprimée
naturellement, était observée uniquement pour la souche 06CMU14788.

En termes d’histoire naturelle de I’infection, ce polymorphisme était associé¢ chez
la patiente infectée, a un niveau de réplication virale supérieur a celui des VIH-1/0O de
I’étude ORIVAO (4.7 Log cp/mL vs 4 Log cp/ml), voir plus proche de celui des VIH-1/M
(4.4 Log cp/ml) [249] ; et & un niveau basal de CD4 également plus élevé (315 mm™ vs
250 mm™). Cette comparaison est cependant limitée par I’absence de date précise de
contamination et donc, de connaissance de la durée réelle de la maladie chez les individus
infectés. Pour autant, sur 13 ans de suivi médical, la patiente semblait conserver un bon
état général malgré une co-infection par le virus de I’hépatite C, découverte parallélement
au VIH mais non traitée du fait d’un trés faible score de fibrose hépatique. On peut aussi
noter que 1’état immunitaire de la patiente ne s’est pas fortement dégradé pendant les 5
années sans traitement ARV, et ce, malgré une réplication active du virus.

Sous une cARV pleinement active, on observait un maintien a long terme du
contrble virologique (CVp indétectable pendant 8 ans) et un gain d’environ 600 CD4
mm™ en fin de suivi. La réponse virologique et immunologique aux ARV au long cours

semble donc favorable, en dépit de 1’age avancé de la patiente (70 ans). On aurait
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effectivement pu s’attendre a une moindre restauration immunitaire, comme c’est le cas
pour les patients de cette tranche d’age [261,262]. Ces donneées viro-cliniques pourraient
indiquer que cette infection ne présente pas de difficulté thérapeutique.

La rareté du groupe P, comparativement aux VIH-1/O dont la fréquence est
estimée a 0.6% au Cameroun [59], est probablement de nature multifactorielle. Une des
hypothéses concerne la relative émergence du groupe P dans I’espéce humaine. L’ancétre
commun le plus récent du groupe P a été estimeé entre 1950 et 1990 par Sauter et al. [45],
estimations recalculées par notre équipe entre 1939 et 1983 (Annexe 7). Le MRCA du
groupe P semblerait donc plus tardif par rapport aux estimations des groupes M et O,
respectivement entre 1909-1930 [43] et 1914-1944 [27]. Mais le faible nombre de
séquences de groupe P (N<5), incrémentées dans le calcul d’horloge moléculaire, ne
permet pas d’obtenir un calcul fiable.

Parmi les autres hypotheses, non exclusives mutuellement, la faible capacité du
VIH-1/P a contrecarrer 1’action des facteurs de restriction, telle la tetherine, a été
avancée. En effet, les protéines Vpu, Nef et Env n’agissent pas sur la tetherine, au
contraire de Vpu pour les VIH-1/M et dans une moindre mesure Nef pour les VIH-1/0
[164]. Aussi, la moindre diffusion du virus pourrait étre liée a une moindre capacité
d’adaptation de ce groupe. C’est ainsi que la souche RBF168 présente en position gag-30
une méthionine, de maniere identique a la plupart des virus simiens ; ce qui contraste
avec la lysine marqueur d’adaptation a ’homme, exprimée par la seconde souche de
groupe P, 06CMU14788, comme par les séquences ancestrales de VIH-1/M [258]. Par
nos travaux, nous avons montré que 6 amplifications successives de RBF168 sur PBMC
humains ne semblaient pas favoriser le phénoméne d’adaptation a 1’hdte, probablement
plus lent encore. De plus, en dépit d’un isolement ais¢ sur CMSP a partir d’échantillons
de plasma et cellules (le surnageant obtenu titrait a environ 14 000 pg RT/mL),
I’infectiosité de la souche RBF168 était trés faible, a moins de 250 TCID50/mL pour les
6 surnageants, de maniére reproductible. Par comparaison aux autres groupes de VIH (de
1171 a 250 625 TCID50/mL), ces résultats confirment une trés faible infectiosité. Enfin,
I’absence de dépistage spécifique du groupe P pourrait contribuer a sa rareté dans la
mesure ou les travaux précédents ont montré que la diversité génétique du groupe P
n’impactait ni les tests sérologiques, ni la quantification virale par les méthodes
commerciales [29]. Les investigations menées jusqu’alors pour rechercher ces variants
ont été menées sur des collections d’échantillons cliniques récents [30,51] et n’ont pas

permis d’identifier de nouvelles souches (2 réactivités sérologiques non confirmées

96



moléculairement sur 13 700 échantillons testés). C’est pourquoi nous avons réalisé une
recherche rétrospective dans des collections d’échantillons simiens et humains datant des
années 1990 (N=1 083), parallélement & une recherche prospective parmi les échantillons
diagnostics recus au Centre Pasteur du Cameroun (N=28 415) entre mars 2013 et juin
2015 (Annexe 7). Notre stratégie comportait un screening sérologique, sur le principe
précédemment décrit [146], associé a une confirmation moléculaire spécifique du groupe
P. Au final, aucun virus de groupe P n’a été mis en évidence lors de cette étude, ces
résultats confirmant bien qu’il s’agit d’une infection extrémement rare et qui a

problablement diffusé¢ de maniére limitée dans I’espece humaine.

En conclusion, I’ensemble de nos résultats montrent que 1’infection a VIH-1/P
semble répondre favorablement aux ARV, dans le cadre d’une prise en charge similaire a
celle des VIH-1/M, tout comme observé pour les infections a VIH-1/0O dans 1’étude
ORIVAO. Malgré des similarités entre groupes P et O, certaines distinctions persistent :
concernant le polymorphisme génétique, les propriétés d’infectiosité et d’adaptation a
I’héte. En ce sens, la souche RBF168 semble se rapprocher de ses ancétres simiens et il
aurait été tres informatif d’avoir des données viro-cliniques sur la souche 06CMU14788,
qui elle, semble plus adaptée a I’homme. Bien des pistes sont encore a explorer pour
étudier les mécanismes liés a cette infection : les corécepteurs, les facteurs de restriction
(autre que la tetherine) et comprendre ce qui a conduit a la probable impasse

épidémiologique des VIH-1/P.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

La problématique de la divergence génétique des variants non-M du VIH-1, n’est
plus, ces dernieres années en France, a la caractérisation et au suivi virologique, mais a la
prise en charge thérapeutique des patients, et a 1’évolution au long cours sous cARV,
notamment avec les classes thérapeutiques les plus récentes, pour lesquelles les données
sont peu nombreuses.

Nos travaux ont étudié a partir d’un large panel la sensibilité phénotypique et
génotypique des VIH-1 non-M a deux nouvelles classes d’ARV (INI et inhibiteurs
d’attachement, représentés par le fostemsavir). En dépit de la variabilité génétique de ces
variants, nous avons observé une bonne sensibilité globale aux INI (en particulier RAL et
DTG) mais aussi une résistance naturelle, groupe-dépendante au fostemsavir. Les
résultats issus de notre étude in vivo chez des patients infectés par un VIH-1/0, ont quant
a eux mis en évidence une réplication virale de 4 log qui semble intermédiaire par rapport
aux VIH-1/M et aux VIH-2. Cette observation fait écho a de précédents travaux qui ont
montré ’infériorité des VIH-1/O en termes de capacité réplicative [163] ou d’activité
enzymatique, en particulier pour I’intégrase, au niveau de 1’étape de transfert de brin
[225]. Ces différences sont probablement a rapprocher des origines simiennes différentes,
de chacun de ces variants a savoir des VIS issus d’espéces distinctes : chimpanzés,
gorilles et mangabeys enfumés, respectivement pour les VIH-1/M, VIH-1/0 et VIH-2. La
moindre production virale et la faible intégration des génomes du groupe O, nous donnent
maintenant pour perspectives d’étudier les réservoirs cellulaires, notamment par la
quantification spécifique de ’ADN intégré.

Par ailleurs, notre travail a mis en évidence une trés bonne réponse immuno-
virologique aux ARV (particulierement aux INI) des patients infectés par des VIH-1/0,
mais également de la patiente infectée par un VIH-1/P, ce qui est bien différent des
infections a VIH-2 qui présentent une évolution sous traitement bien moindre [263,264].
Concernant le VIH-1/P, virus déecrit comme le plus proche des VISgor sur un plan
phylogénétique, sa faible diffusion associée a une faible pathogénicité le rapproche des
VIH-2 et font évoquer une probable impasse épidémiologique de cette infection (comme

certains groupes rares de VIH-2). Pour autant son important niveau de réplication, en
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I’absence de déterminants décrits comme facteurs d’adaptation a 1’homme, pose encore
question...

Les recommandations frangaises et européennes actuelles, préconisant I'utilisation
des INI ou du DRV/r pour le traitement des adultes infectés par un VIH-1/M, satisfont
globalement a la prise en charge des infections a VIH-1 non-M, et peuvent étre suivies en
I’absence d’une identification spécifique du variant [169,189]. Il n’en demeure pas moins
que seuls les schémas de trithérapies vraies, ou les 3 ARV associés sont pleinement
actifs, ont été évalués. Les stratégies actuelles d’allégement en mono ou bithérapie
doivent encore étre étudiées. Notre travail a permis de montrer que le polymorphisme
génétique des variants sur la région de I’IN ne semble pas avoir d’impact sur la sensibilité
naturelle aux INI et que des voies de résistance identiques aux VIH-1/M sont
sélectionnées a 1’échec. Il est également possible qu’il y ait des MAR spécifiques des
VIH-1/O et/ou que les mutations naturelles aient un effet facilitateur sur la sélection
d’autres voies de résistance ou méme un caractére épistatique. D’autre part, des données
récentes démontrent qu’il existe des déterminants de la résistance en dehors des régions
cibles des ARV. En effet, de fortes concentrations en DTG induisent, in vitro, la sélection
d’un motif dans le géne accessoire nef (3’PPT) générant un haut niveau de résistance a
tous les INI [265]. Ces résultats pourraient indiquer qu’il existe encore de nouveaux
motifs génétiques a décrypter pour mieux comprendre comment le virus, dans son
ensemble, déjoue la pression thérapeutique. Les essais phénotypiques, loin d’élucider
completement cette question, peuvent néanmoins contribuer a 1’éclaircir. En effet, la
méthode choisie pour nos essais, est basée sur I’infection de CMSP humaines par des
isolats cliniques, virions complets infectieux. Elle semble donc étre le reflet le plus
approchant de la réalité virale in vivo. Mais nos résultats soulignent deux points
importants : ’utilisation d’un panel large pour obtenir la meilleure représentativité de la
diversité virale intra-groupe ; le choix de la souche prise pour référence et de la valeur
seuil de FC, socles de [Iinterprétation des résultats. Malgré des propositions
d’harmonisation maintenant anciennes [260], il n’existe pas actuellement de
standardisation des études phénotypiques, ce qui engendre une comparaison relativement
limitée des résultats. Il est vrai que la disponibilité de tests phénotypiques commerciaux,
basé sur I’utilisation de virus recombinant, a rendu ces explorations bien plus accessibles,

mais aucun n’a été validé sur les variants divergents du VIH-1/M.
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L’ensemble de nos données a finalement contribué a améliorer les connaissances
sur la prise en charge thérapeutique des infections a variants divergents du variant
pandémique. Nous avons ainsi analysé I’efficacité de molécules récentes ou en
développement sur ces virus. Mais 1’évaluation des ARV pour lesquels ils existent peu de
données (DRV, maraviroc, etc) et d’autres molécules récentes (cenicriviroc, bictegravir,
cabotegravir, doravirine, elsulfavirine...), doit maintenant étre poursuivie. Dans cette
optique, un premier projet visant a étudier la réponse phénotypique au maraviroc et
cenicriviroc sur un large panel d’échantillons VIH-1/O, est actuellement en cours (étude
TROPI-CO).

En conclusion, méme si la diversité des variants divergents est maintenant bien
connue pour son impact sur les techniques moléculaires et de diagnostic, ses
conséquences sur la réponse immuno-virologique avec les stratégies thérapeutiques
actuelles restent a surveiller. Ceci est particulierement important dans le contexte clinique
moderne, qui tend a une prise en charge la plus adaptée possible au virus infectant, mais

surtout au patient, a son observance et a sa qualité de vie.
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Annexe 1: Protocoles techniques

1. Préparation de CMSP cibles

Les cellules cibles sont extraites d’un pool de 3 concentrés leuco-plaquettaires
qualifiés par I’Etablissement frangais du sang et issus de donneurs distincts. Un gradient
de densité en milieu séparateur sur ficoll, composé polysaccharidique hydrophile de forte
densité (Ficoll-Paque Plus, GE Healthcare Europe, Velizy-Villacoublay, France), permet
de recueillir, aprés centrifugation, la fraction cellulaire correspondant aux CMSP. Une
fois lavés en milieu RPMI (RPMI 1640 L-Glutamine, Lonza, Verviers, Belgique) et
antibiotique (Gentamicine 50 pg/ml, Panpharma, Luitré, France), une suspension
cellulaire a 1 million de CMSP/ml est réalisé en milieu d’entretien (RPMI, gentamicine
50 pg/ml, 10% de sérum de veau foetal décomplémenté 30 min a 56°C (SVF, PAA
laboratories, Pasching, Autriche). La phytohémagglutine (PHA, Remel Europe, Dartford,
Royaume-Uni) est utilisée a 0,2 pg/ml, comme agent mitogéne pendant 72 heures a 37°C
sous 5% de CO,. Avant infection les cellules sont activées par I’ajout d’IL-2r & 450 Ul/ml
(Proleukin, Novartis pharma, Rueil-Malmaison, France) et de bromide d’hexadimethrine

a 2 pg/ml (Polybrene sigma, Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri).

2. Amorces d’amplification et de séquencage
2.1. Gene pol, région de I'IN

dEetaFE)g; Amorces Séquences en nucléotides (5' - 3') f-: :Slrie(g?gig;l
PCR POL O 3679 U23 GCCTCCCACACAAATGAKATAAG 1438
VIH-1/O externe  pOL 05117 L23 CTGTCCACTTGCCATACTATCAG
PCR POL 04297 U22 ATAGAYCAGGCACARGAAGATC 798
interne*  po| 0 5095 L21 ACC TGCCATCTGTTTTCCATA
PCR POL N 3753 U24 CWGCACAYAAAGGTATTGGAGGAA 1367
VIH-L/N externe  aAcc N 5097 L23 GGTGGCTTTCTCTTCTTTGCTCC
PCR POL N 3806 U29 GGAATTAGAARAGTRTTATTCYTAGATGG 849
interne*  polL 05095 21 ACCTGCCATCTGTTTTCCATA
PCR POL O 3388 U22 GGAAARYTRAATTGGGCAAGTC 2633
VIH-L/P externe  aAcc 06021 L20 GCTTCTTCCTGCCATRGGAG
PCR POL M 4151 U20 ATGGGTACCAGCACAYAAAG 944
interne*  polL 05095121 ACCTGCCATCTGTTTTCCATA

*amorces identiques pour la réaction de séquence



2.2. Gene env, région de la gp120

Etapes de PCR Amorces

Séquences en nucléotides (5' - 3")

Taille (pb) du
fragment final

ACC O 5880 U22

AAGAAGAAATGGATCCAGTAGA

ENV 06912 L19 CAWATCCTGCTGGAGCACA 1051
ENV O 6897 U24 ATTCCAATACACTATTGTGCTCCA
RT-PCR 1698
ENV O 8574 .21 TAAGTTGCTCAAGAGGTGGTA
ENV O 8391 U22 AACATTAGGCAGGGATATCAAC 1359
LTR O 559 L20 TCAAGGCAAGCTTTATTGAG
ACC 0 6020 U21 ATCTCCYATGGCAGGAAGAAG 469
ENV O 6468 21 TTGTGMTGCCCAAATATTATG
ENV O 6341 U21 TTTGMTAACCCCATGTTTGA 590
ENV 06912 119 CAWATCCTGCTGGAGCACA
ENV O 6341 U20(2) TTTGMTAATCCCATGTTTGA 684
ENV O 7000 L24 CTGTTGGCTTGATGCCATGTGTAC
PCR nichées ENV O 6897 U24 ATTCCAATACACTATTGTGCTCCA 519
chevauchantes gnv O 7392 L24 AAAGAATTCTCCATGACAGTTAAA
ENV O 7038 U21 ATAYTHAATGGRACACTCTCT 981
ENV O 8000 L19 CAGGCGAGCTCGGAGYTGT
ENV O 7846 U22 TAAGTGCAGCAGGTAGCACTAT 249
ENV O 8574 L21 TAAGTTGCTCAAGAGGTGGTA
ENV O 8391 U22 AACATTAGGCAGGGATATCAAC 801
ENV O 9169 L23 GAGTAAATTAACCCWTCCAGTCC
2.3. Géne pol, régions de la PR et RT
*amorces identiques pour la réaction de séquence
Taille (pb
EtaF[;‘)g;de Amorces Séquence en nucléotides (5' - 3") du fragg:e%t
final
PCRinterne GAG O 1295 U18 GCATGGGTAAAGGCAGTA 3170
PRIRT*  pOLM4363L31 TCTACTTGTCCATGCATGGCTTCTCTCCTTTTA
ViH.1yp PCRinteme  POL O 3304 U20 CTCCAYCCAGACAARTGGAC 1720
IN* POL O 5005L20 CCYTCACCTTTCCACAGGAG
PCRinterne ENV G 6804 U22 GCACTCTTCTATAGAACAGACC 1884
GP41*  ENVGS8662120 GTTAGGAGGTCCTTGATCCC
2.4. Gene gag, position 30
Etaé)g;de Amorces Séquences en nucléotides (5' - 3") ;ggﬁéﬁ?%ig§|
VP RTPCR g o e




Annexe 2 : Algorithme d’interprétation génotypique des mutations associées
a la résistance, ANRS 2017 v27

Pour les références, voir http://www.hivfrenchresistance.org/
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ANRS - AC 11: RESISTANCE GROUP
GENOTYPE INTERPRETATION: NUCLEOSIDE AND NUCLEOTIDE REVERSE TRANSCRIPTASE INHIBITORS

Mutations associated with resistance

Mutations associated with « possible resistance »

ZDV

T215A/C/D/E/G/H/IILIN/ISIVIYIF [1, 2, 3, 4]

At least 3 mutations among: M41L, D67N, K70R, L210W, K219Q/E [1, 2, 3, 4]
Q151M

Insertion at codon 69

3TC/IFTC

K65R [11, 12, 16]
M184VIi
Insertion at codon 69

e Q151M

ddl

At least a score of + 2 among: M41L + T69D + 215Y/F + K219Q/E — K70R — M184
VI [5, 14, 15,17, 18]

K65R [11, 12]

L74V/I [19]

Q151M

Insertion at codon 69

d4T

V75A/M/S/T

T215A/C/D/E/G/H/IILIN/SIVIYIF [6]

At least 3 mutations among: M41L, D67N, K70R, L210W, K219Q/E [4, 7, 14, 15]
K65R [30, 31, 32]

Q151M

Insertion at codon 69

ABC

At least 3 mutations among: M41L, D67N, M184V/l, L210W,
T215A/C/D/EIG/H/V/ILINISIVIYIF [8, 19, 29]

K65R [9, 11, 12]

L74VII [24, 25, 26, 27, 28, 29]

Y115F

Q151M
Insertion at codon 69

e 2 mutations among: M41L, D67N, L210W,
T215A/C/D/E/IG/H/IILIN/ISIVIYIF [8, 19, 29]

o M184VI/lI [36]

TDFITAF

At least 4 mutations among: M41L, E44D, D67N, T69D/N/S, L74VII, L210W,
T215A/C/D/EIG/H/I/LIN/SIVIYIF [13, 20, 33, 37, 38]

K65R/E/N [9, 10, 11, 12, 34, 35, 37, 38]

Insertion at codon 69

K70E [21, 22, 23]

e 3 mutations among: M41L, E44D, D67N, T69D/N/S, L74VII,
L210W, T215A/C/D/E/G/H/IILIN/SIVIYIF [13, 33, 37, 38]

ZDV: zidovudine,

For DNA provirus, impact of stop codons and G->A mutations on ARV resistance is unknown

3TC: lamivudine, FTC: emtricitabine, ddl: didanosine, d4T: stavudine, ABC: abacavir, TDF: tenofovir, TAF: tenofovir alafenamide
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ANRS - AC 11: RESISTANCE GROUP
GENOTYPE INTERPRETATION: NON-NUCLEOSIDE REVERSE TRANSCRIPTASE INHIBITORS

Mutations associated with resistance Mutations associated with « possible resistance »

L1001
K101E
K103H/N/S/T [1]
V106M [2]

E138K [12, 13]
Y181C/I

Y188C/L
G190A/C/E/QISITIV
P225H

M230L

EFV

A98S (for HIV-1 subtype C only) [3] . E138K [13]
L100I

K101E
K103H/N/SIT [1]
V106A/M [2]
Y181CII

Y188C/H/L
G190A/C/EIQISITIV
M230L

NVP

ETR At least 3 among: V90I, A98G, L100l, K101E/H/I/P/R, V106, i .

E138K [12, 13] V179D/F/I/LIM/T, G190A/S, M230L [4, 7, 8, 9, 10, 11]

e Y181C/IIV 5, 6] « E138A/G/Q/R/S [5, 6, 7, 8]
e H221Y [12,16]

RPV

K101E/P [9, 13] e V179D [9,15, 17]
E138A/G/KIQ/R/S [12, 13, 14]
VA79L [9]

Y181C/IIV [13]

Y188L [9]

F227C [9]

H221Y [13]

M2301/LIV [9]

L1001 + K103N/S [9, 15]
L1001 + K103R + V179D [15]

EFV: efavirenz, NVP: nevirapine, ETR: etravirine, RPV : rilpivirine

For DNA provirus, impact of stop codons and G->A mutations on ARV resistance is unknown
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ANRS - AC 11: RESISTANCE GROUP
GENOTYPE INTERPRETATION: PROTEASE INHIBITORS

Mutations associated with resistance

Mutations associated with « possible resistance »

IDV

o M46I/L

o V82A/F/M/SIT [11]

o I84A/V [8]

o L90M and at least 2 among: K20M/R, L24I, V32I, M36I,
I54VILIMIT, A7T1VIT, G73SIA, V77

e L90OM

SQV/RTV

1000/100 mg
BID

G438V
o At least 3 mutations among: L10F/I/IM/R/V, I15A/V, K20I/M/R/T,
L24l, 162V, G73S/T, V82A/F/SIT, 184V, L90M [9]

2 mutations among: L10F/I/M/R/V, I15A/V, K20I/M/R/T, L24l,
162V, G73S/T, V82A/F/SIT, 184V, L90M [9]

NFV : :?;i%lv ] « V82A/FISIT and at least 2 among: L101, M36l, M461/L,
A I54VILIMIT, A7AVIT, V771 [1]
e LI9OM
LPVIr o At least 4 mutations among: L10F/I/R/V, K20M/R, L24l, L33F, ¢ 3 mutations among: L10F/I/R/V, K20M/R, L24l, L33F,
M46I/L, 150V, F53L, I54M/L/TIV, L63P, A71I/LIVIT, V82A/F/SIT, M46I/L, 150V, F53L, I54M/L/TIV, L63P, A7AI/LIVIT,
184V, LOOM [3, 4, 5, 21] V82A/FISIT, 184V, L9OM [3, 4, 5, 21]
o I47A[15, 16]
L76V [18, 19]
FPV/RTV 150V

700/100 mg BID

[ ]
e V32l and 147ANV [2, 13, 14]
o At least 4 mutations among: L10F/I/V, L33F, M36l,

o I54A/LIMI/SITIV, 162V, V82A/C/FIG, 184V, L90M [2, 20]

ATVIRTV
300/100 mg QD

o 150L [6]
o NB88S [28,29,30]

o Atleast 3 mutations among: L10F/I/V, G16E, L33F/I/V, M46I/L,
D60E, A71VIT, 184V, 185V, L90M [7, 12, 22, 31]

e 2 mutations among: L10F/I/V, G16E, L33F/l/V, M46I/L,
D60E, A71VIT, 184V, 185V, L90M [7, 12, 22, 31]

TPVIRTV
500/200 mg BID

e At least a score of + 3*: 36l/L/V — 53L/W/Y + 58E +
691/K/N/Q/R/Y + 89I/M/R/T/V [10, 23]

e A score of + 2*: 36l/LIV — 53L/W/Y + 58E + 69/K/N/Q/R/Y +
89I/M/RIT/V [10, 23]
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e 3 mutations among: V11l, V32I, L33F, 147V, 150V, 154L/M,

DRV/RTV** ¢ At least 4 mutations among: V11I, V32I, L33F, 147V, 150V,
T74P, L76V, 184V, L89V [17, 24, 25, 26, 27]

600/100 mg BID 154L/M, T74P, L76V, 184V, L89V [17, 24, 25, 26, 27]

e 2 mutations among: V11I, V32I, L33F, 147V, 150V, I54L/M, T74P,
800/100 mg QD L76V, I84V, L8IV [17, 24, 25, 26, 27]

IDV: indinavir, SQV: saquinavir, NFV: nelfinavir, RTV: ritonavir, FPV: fosamprenavir, LPV: lopinavir, ATV:atazanavir, TPV: tipranavir, DRV : darunavir

* Insufficient data for HIV-1 subtype non-B
** Please note that rules are different for DRV/RTV 600/100 mg BID and 800/100 mg QD

For DNA provirus, impact of stop codons and G->A mutations on ARV resistance is unknown
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ANRS - AC 11: RESISTANCE GROUP
GENOTYPE INTERPRETATION: FUSION INHIBITOR

Mutations associated with resistance

ENF
T20

G36A/D/IEISIV[1, 2, 3,4, 5,6, 7]
V38A/E/KIM

Q40H/K/PIT

N42D/T

N43D/H/K/S

L44M

L45Q/M

ENF (T20): enfuvirtide
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ANRS - AC 11 : RESISTANCE GROUP
GENOTYPE INTERPRETATION: INTEGRASE STRAND TRANSFER INHIBITORS

Mutations associated with resistance Mutations associated with « possible resistance »

T66K [10]

E92Q[1, 2]

G118R [10, 17]

F121Y [10,17]

G140A/S [7]

Y143A/CIGHIR/S [1, 3, 4, 5, 8, 14]
Q148E/G/H/KIR [1, 2]

V151L [9]

N155H/S/T [1, 2, 9]

E157Q [2]

A49G + S230G/R + R263K [18]

RAL

T66I/A/K [6]
E92Q [6]

T97A [21,22]
G118R [17]
F121Y [9,17]
E138K
G140C/S
Y143A/CIG/H/R/S [14]
P145S [9]
$147G [21]
Q148H/R/K [6]
V151L [9]
N155H/S/T [6,9]
E157Q [11]
R263K [18]

EVG
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DTG*
50 mg BID

50 mg QD

G118R [12,13]
F121Y [17]
V151L [9,25]
S153Y [9, 25]
R263K [16]
T66K + L74M [9]
E92Q + N155H [9, 23, 24]
Q148H/K/R + at least 2 mutations among: L74l
or E138A/KIT or G140A/C/S [15]
Q148H/K/R + N155H [9, 29,30]

G118R [12,13]
F121Y [17]
E138A/KIT
G140A/C/S
Q148H/K/R
V151L [9,25]
S153Y [9,25]
N155H [18]
S230R [31]
R263K [16]
T66K + L74M [9]
L741 + E92Q [32]

T66K [9]

S153F [9, 28]

E157Q [19, 20]

Q148H/K/R + 1 mutation among: L74l or E138A/K/T or
G140A/C/S [15]

T66K [9
S153F [9, 28]
E157Q [19, 20]

CAB

Q148KIR [25, 26, 27]
T66K + L74M [25]
E92Q + N155H [25]
G140S + Q148H [25]
Y143H + N155H [25]

RAL: raltegravir, EVG: elvitegravir, DTG: dolutegravir, CAB: cabotegravir
* Please note that rules are different for DTG 50 mg BID and 50 mg QD

For DNA provirus, impact of stop codons and G->A mutations on ARV resistance is unknown
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Annexe 3: Alignement des séquences en acides aminés des 39 isolats cliniques
de VIH-1 non-M de I'étude phénotypique selon le niveau de FC (>10; >2.5; >1

et <1), par rapport aux séquences de référence BRU-HXB2 (VIH-1/M) et ANT-
70 (VIH-1/0)

Les positions sur le génome sont notées « p » ; les points (.) symbolisent une absence de différence par
rapport a la référence BRU-HXB2 ; les tirets (-) indiquent les positions non mentionnées car identiques a la
souche de référence pour I'ensemble du panel.
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Abstract

Objectives: To obtain reliable data on the clinical features of HIV-1/0 infection, and on the immunological
and virological responses to cART, based on a large series of 101 patients.

Methods: Piecewise linear models were used to estimate CD4 cell count before and after cART initiation.
Kaplan-Meier survival curves were used to estimate time to reach clinical stage CDC C before ART, and to
analyze the time to achieve a plasma viral load (pVL) <40 cp/mL following cART initiation. Immuno-virological
response was also assessed at the most recent visit in patients on active follow-up.

Results: Data on natural course of the infection showed a 16.6% cumulative probability of reaching stage C
within 5 years following HIV diagnosis, and a mean decrease of CD4 count of -30.5 cells/mm3/year. cART
initiation in ART-naive patients led to a mean gain of +147 CD4/mm3 after 12 months, and to a median pVL
of <40 cp/mL after 3.8 months for 89.3%. Initiation with a non-recommended NNRTI- versus a Pl/r-based
regimen resulted in a much smaller gain of around 100 CD4/mm? after one year. Patients still on follow-up

since 2007 had a median CD4 of 498/mm3 and 87% had a pVL<40cp/mL at the most recent follow-up visit.

Conclusion: This work provides unique data on HIV-1/0 infection, in favor of a milder natural evolution
relative to HIV-1/M, and of a highly efficient current management, based on HIV-1/M guidelines, despite the
genetic divergence. Studies of comparable HIV-1/M and HIV-1/0 populations are now needed to confirm
these results.

Introduction

Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1) is subdivided into four genetically distinct groups: M (HIV-
1/M, for Major), O (HIV-1/0, for outlier), N, and P. HIV-1/0, discovered in Belgium in 1990 in a Cameroonian
couple [1], is endemic in west-central Africa, especially Cameroon, with an estimated prevalence between
0.6% and 1% of all HIV infections [2-4]. HIV-1/0 infections have also been detected elsewhere in Africa,
Europe, and the US [5]. In France, the first HIV-1/0 virus was isolated from a woman who died of AIDS in
1992, who had no known links with Africa [6]. Several cases were further diagnosed, mostly in Cameroonian
patients or patients living in France, but with connections to Cameroon [7, 8]. Owing to continuous
virological survey of HIV genetic diversity, the French National Reference Center (NRC) of HIV reported 134
cumulative cases of HIV-1/0 mono-infection in 2017 (NRC data, [9]).

HIV-1/0 strains are genetically and antigenically distinct from HIV-1/M [10]. The impact of this divergence on
serological screening [7, 8, 11, 12] and virological monitoring is well known, and has led to the development
of appropriately adapted tools [13-15]. This high genetic divergence raises other questions, in particular on
the clinical features and natural evolution of the infection. While occurrence of clinical AIDS has been
reported in HIV-1/0 patients [7, 16-18], case reports described follow-up of only one or two patients [18-21],
with observations limited to showing a decrease in CD4" T cell (CD4) levels. Analyses of HIV-1/0 sequences
from antiretroviral (ARV)-naive patients also showed a high level of natural polymorphism in ARV targets,

with phenotypic consequences, such as natural resistance to Non-Nucleoside RT Inhibitors (NNRTI) [22, 23],



and prediction of genotypic resistance for some protease inhibitors [24]. However, the impact on in vivo
virological and immunological responses to ART is not well-known [24-30]. This lack of data on bio-clinical
outcomes has led to empiric therapeutic management, similar to that of HIV-1/M infection, without knowing
if it is well adapted.

The aim of this study, based on a large series of 101 HIV-1/0 infected patients living in France, was to obtain
unique and reliable data on the clinical features of this population, and on the immunological and virological
responses to cART.

Patients and Methods

ANRS EP50 ORIVAO

The ANRS EP50 ORIVAO study was performed between April 2012 and May 2014 in 48 French clinical
centers. Inclusion criteria were: all HIV-1/0 positive patients (irrespective of the year of diagnosis) followed
in France. Data on routine clinical care, available in the clinical file, were collected and included plasma viral

load (pVL), CD4, ART history, and clinical AIDS events.
The study was approved by the North-West Il Ethics committee.
HIV-1/0 diagnosis and monitoring

HIV-1/0 diagnosis was established by env serotyping that is an ELISA using synthetic peptides as antigens
(supplementary methods), followed by molecular confirmation and phylogenetic characterization, using HIV-

1/0-specific (RT-) PCRs (supplementary methods).

Plasma viral loads (pVL) were monitored using non-group-specific commercial kits - LCx or RealTime HIV-1
(Abbott Molecular, Rungis, France), Cobas TagMan HIV-1 Version 2.0, (Roche, Meylan, France) - or HIV-1/0-

specific qRT-PCR developed by NRC, targeting either the LTR or integrase regions (supplementary methods).
Statistical analysis

Patient characteristics were described by continuous variables expressed as medians and interquartile ranges
(IQRs), and qualitative variables expressed as frequencies and percentages. Immunological and virological
characteristics at diagnosis were defined as the first CD4 cell count and pVL obtained within the first year

after HIV diagnosis, and before any ART initiation.

Three different calendar periods taking into account evolution of ARV classes were considered: (1) 1996 to
2000 (before widespread use of PI/r), (2) 2000 to 2006 (widespread use of Pl/r), and (3) 2007 to 2014

(availability of the new class of Integrase Inhibitors and new PI/r: Darunavir).

The natural evolution of HIV-1/0 infection was explored by monitoring progression to clinical stage CDC C

and decrease in CD4 counts before treatment initiation. The time to reach clinical stage CDC C before ART,



among patients diagnosed at stage A or B, was analyzed by using Kaplan-Meier survival curves. This method
was used, since only two patients were lost to follow-up (LTFU) and no death was observed before the
occurrence of the outcome. Decreases in CD4 between diagnosis and treatment initiation (or before LTFU)
were modeled among patients with at least one CD4 value while still untreated. These decreases were
studied using a piecewise linear mixed-effects model to account for the correlation between values in a given
subject. CD4 decreases were modeled during the first 64 months following HIV diagnosis, as this corresponds
to the third quartile of the distribution of times between HIV diagnosis and the last available CD4

measurement while still untreated.

Immunological and virological responses to cART (defined as a treatment regimen with at least three ARV
drugs) were analyzed using two approaches: (i) a longitudinal approach, and (ii) a cross-sectional approach

(Figure 1).

In the longitudinal approach, responses to cART were analyzed in ARV-naive patients starting from cART
initiation. CD4 counts and pVL values obtained between 2 months before and 7 days after cART initiation
were considered as baseline values. cART was considered to have ended if it was interrupted for more than
one month, or in case of a switch to mono- or dual-therapy. Immunological response to cART was analyzed
for patients with at least one CD4 value. All values available from the initiation to the end of cART were
considered. The gain of CD4 was modeled using a piecewise linear mixed-effects models, with two slopes and
both fixed and random effects for the intercept and the slopes. The best model was chosen using Akaike
information criteria. CD4 cell count kinetics were analyzed using a square root scale to obtain a normal
distribution for the description of the evolution of CD4 counts. Virological response was analyzed for patients
with at least one pVL value within the first year of cART, aside from the initiation pVL. Kaplan-Meier survival
curves were used to analyze the time to achieve a first pVL below 200 cp/mL; this threshold was chosen to
take into account the limit of quantification of some older assays (supplementary methods). The analysis was
repeated in the subset of patients monitored by a more recent assay with a threshold of 40 cp/mL. Kaplan
Meier survival methods were used since no mortality or lost to follow-up events occurred before the
occurrence of the outcome.

Owing to the natural in vitro resistance of HIV-1/0O to NNRTI we focused on responses to NNRTI-based
regimens taken as first-line cART and compared them to the responses to first-line Pl/r-based regimens.
NNRTI-based and Pl/r-based immunological responses were compared by introducing a variable “treatment”
in the model, and testing interaction terms between treatments and slopes. For this analysis, patient follow-
up data were censored at the end of first-line ARV treatment, i.e. at the end of the NNRTI- or Pl/r-based
regimen. Virological response could not be compared between the two groups owing to the insufficient

number of pVL measurements for patients initiating the NNRTI-based regimens.



In the cross-sectional approach, immunological and virological responses were determined for all patients
still being followed during the most recent calendar period (2007 to 2014), regardless of the previous ART
regimens they received. Two groups were described to account for the impact of having received several
regimens before 2007: patients with treatment initiated either (i) before 2007 or (ii) in 2007 or thereafter.

Immunological and virological responses were assessed at the most recent available visit.
Analyses were performed using STATA software (release 13; Stata Corp, College Station, Texas).
Results

Clinical features of the HIV-1/0 patients

Between April 2012 and May 2014, 101 patients identified in 48 clinical centers were enrolled in the study
(Table 1; supplementary results).

The median CD4 count at HIV diagnosis was 250 CD4/mm? (Table 1), and 40% patients had less than 200
CD4/mm?; the median pVL value at HIV diagnosis was 4.0 log cp/mL. At diagnosis, 89.1% patients were stage
A or B and 10.9% were stage C . Among the stage A or B patients, ART was initiated in 5 at diagnosis and in
82 within a median of 0.7 (IQR: 0.2; 5.0) years after HIV diagnosis; three were LTFU before initiating ART,
within a median of 2.1 (2.1; 8.0) years following diagnosis. Among the 85 stage A or B patients without
treatment initiation at diagnosis, 8 reached stage C before ART initiation and one before being lost to follow-
up, due to the development of opportunistic infections. The cumulative probability of reaching stage C was

9.0% (95%Cl: 3.7; 21.0) and 16.6% (7.7; 33.7), 1 and 5 years after HIV diagnosis, respectively.

We analyzed the natural evolution of CD4 counts for the 66 patients who had at least one CD4 measurement while still untreated (median of 2 (IQR:

1; 4) measurements before treatment initiation, measured over a median period of 26.9 (5.1; 63.6) months following

diagnosis). The estimated average decrease of CD4 counts Was -30.5 (95%C|: -40.3; -18.7) ceIIs/m m3/yea r.

Immunological and virological responses to cART

We focused on the 80 naive patients with cART initiation; Table 1; Figure 1). cART was initiated after a
median of 0.51 years after HIV diagnosis (Table 2), and the median year of cART initiation was 2004 (IQR:
2002; 2009). At cART initiation, the median CD4 count was 201 CD4/mm?, and median pVL 4.1 log cp/mL
(Table 2). The regimens initiated were preferentially 2NRTI+1PI/r (51.3%), followed by 2NRTI+1NNRTI
(18.8%); initiation with an NNRTI-based regimen was related to later diagnosis of HIV-1/0 status
(supplementary results).

We analyzed the immunological response to cART of the 74 patients who had at least one available CD4
measurement since cART initiation (median of 12 CD4 (5; 22) measurements per patient, during a median
follow-up of 44 (17; 90) months). The modeled CD4 dynamics during cART is shown in Figure 2. The best
model was obtained using two slopes (0-4 months and > 4 months), showing a mean CD4 cell count increase

of 1.02 (95%Cl: 0.86; 1.17) VCD4/month between 0 and 4 months and 0.05 (0.03; 0.07) VCD4/month after 4
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months of treatment. For example, the model predicted that a patient who started cART at a mean of 200
CD4/mm?® would reach a mean of 347 (324; 370) and 370 (344; 396) CD4/mm? after 12 and 24 months of
cART, respectively.

Owing to the natural in vitro resistance of HIV-1/0 to NNRTI, we specifically analyzed the immunological
response of the 14 patients who received a first-line NNRTI-based regimen and compared their response to
that of the 37 patients who received a first-line Pl/r-based regimen. The modeled CD4 dynamics are shown in
Figure 3. The first increase tended to be smaller for patients on an NNRTI-based regimen than patients on a
Pl/r-based regimen, although the difference was of borderline significance (p=0.09). After these first 4
months, the slope for the Pl/r group continued to increase significantly (p<0.01), whereas there was no
further gain of CD4 within the NNRTI group (p=0.6) (Table 3). The model predicted that after 12 months of
cART, a patient starting cART at 200 CD4/mm? would reach a mean of 377 (343; 414) CD4/mm?® for the PI/r-
based regimen versus 279 (214; 354) CD4/mm? for the NNRTI-based regimen (p=0.02).

We analyzed the virological response for the 49 patients who had at least one pVL available within the first
year of cART, except at initiation. Forty-five (91.8%) patients reached a pVL<200cp/mL; the median time
taken to reach a pVL<200 cp/mL after cART initiation was 3.1 (IQR: 1.4; 4.9) months. The cumulative
probability of having a viral load <200cp/mL after 6 and 12 months of cART was 0.81 (95%Cl: 0.69; 0.91) and
0.85 (0.74; 0.94), respectively (Figure 4). In the 28 monitored patients with a virological threshold of
40cp/mL, 25 (89.3%) reached a pVL<40cp/mL within a median of 3.8 (IQR: 2.0; 5.5) months following cART
initiation. The cumulative probability of having a pVL<40cp/mL after 6 and 12 months of cART was 0.78
(95%Cl: 0.65; 0.94) and 0.96 (0.81; 0.99), respectively. There was a trend towards a faster virological

response in patients who started cART in 2007 or thereafter, (supplementary results).

Current management of HIV-1/0 patients

Between 2007 and 2014, 84% (85) of the 101 enrolled patients were still on active follow-up and were all
receiving CART. At the most recent follow-up visit, the median CD4 count was 498 (IQR: 381; 612) CD4/mm?>;
48% of the patients (41/85) had CD4 counts above 500 CD4/mm?>. Among the 77 patients with treatment
initiation more than 6 months before, 87% had a pVL<40cp/mL, which rose to 90.5% among the 21 patients

with an ongoing regimen that included INSTI.

Among these 85 patients, cART was initiated in 57 before 2007: 37% with 2NRTI+1PI/r, 32% with 2NRTI+1P!I,
18% with 2NRTI+1NNRTI, and 14% with 3NRTI. At cART initiation, they had a median of 213 CD4/mm?3and the
median pVL was 4.3 log cp/mL (Table 4). Their most recent visit occurred after a median 12.8 (10.3; 16.7)
years of treatment, a period during which they received a median of eight (5; 12) different ART regimens. The
most recently received treatment was a Pl/r-or INSTI-based regimen (40.3% and 36.8%, respectively; Table

4). The most recent CD4 measurement was a median of 498/mm?; 85.2% of the patients had a pVL<40cp/mL.



In 28 patients, cART was initiated in 2007 or thereafter, 78.6%, 17.9% and 3.6% (n=1) with a Pl/r-based, an
NNRTI-based, and a Pl-based regime, respectively. At treatment initiation, they had a median of 256
CD4/mm?® and a pVL of 4.1 log cp/mL. At the most recent follow-up visit, 78.6% were receiving a Pl/r-based
and 14.3% an INSTI-based regimen. The most recent CD4 count was a median of 506/mm?and among the 23

patients with cART initiation more than 6 months before, 91.3% had a pVL <40cp/mL.
Discussion

The HIV genetic diversity surveillance system, implemented at the end of the 90s in France, resulted in the
identification of many HIV-1/0 cases outside the endemic area in Cameroon. This allowed us to follow the
largest series of HIV-1/0 patients to date, and thus to better characterize this particular population and

evaluate its immunovirological response to cART.

We observed that 80% of the 101 patients originated from Cameroon or another sub-Saharan African
country. This characteristic can be explained by strong and historical links between France and Cameroon,

and suggests absence of a current secondary epidemic in France.

The only available data concerning the natural evolution of HIV-1/0 infection, resulted from four cases,
which only described CD4 progression [19],[18],[21]. Here, we quantified the spontaneous decrease of CD4
and clinical progression. Among the 101 patients, 89% were diagnosed at stage A or B, with an estimated
16.6% probability of becoming stage C 5 years after diagnosis (95% Cl: 7.7; 33.7). This estimate is close to
that based on the natural history of the virus in HIV-1/M subjects [31, 32], determined in populations with
known seroconversion dates. However, a formal comparison is difficult, due to the low number of AIDS
defining events in our population and to unknown seroconversion dates. We also estimated that the rate of
CD4 decrease before ART initiation was -30.5 ceII/mms/year. This decrease was less pronounced than for
HIV-1/M (from -49 to -63 cells/mm?®/year) [33], but more than for HIV-2 (-11 cells/mm3/year), a major
variant known to be less pathogenic than HIV-1 [34]. Our data suggest that the spontaneous evolution of
HIV-1/0 infections may be between that of HIV-1/M and HIV-2. This could be linked to a median pVL of 4.0
log cp/mL at HIV-1/0 diagnosis, between 2.6 log cp/mL for HIV-2 and 4.4 log cp/mL for HIV-1/M patients
[34]. This apparently lower value relative to HIV-1/M requires confirmation in clinical studies with
comparable group O and group M populations, and exploration by complementary in vitro analyses focusing

on group O fitness, since it was previously reported as lower than for group M and HIV-2 [35].

This work also provided the opportunity to evaluate immunological and virological responses to cART in the
specific context of care standards in high-income countries. Previous cases have been reported, but with
early generation ART [26, 29, 30] or recent drugs in the context of salvage therapies [25, 27, 28]. Here, we
show that cART initiation led to a large mean gain of 147 CD4/mm? after 1 year and an overall mean of 200

CD4/mm?. A virological response below 40cp/mL was achieved for almost 90% of patients, after a median of



3.8 months following cART initiation, and even earlier (3.1 months) in patients with cART initiation in 2007 or
thereafter, i.e. with the most recent cART regimens (supplementary results). Fifty percent of patients
followed between 2007 and 2014 had more than 500 CD4/mm? and 87% had a pVL<40 cp/mL at their last
visit (reaching more than 90% in the most recently treated patients). Our data are in accordance with current
observations in the overall HIV population followed in France, with 56.7% of patients with more than 500
CD4/mm?® and 88.5% with a pVL<50 cp/mL in the ANRS-VESPA2 study [36], and in patients born outside
France in the FHDH cohort, including 80% of patients from Sub-Saharan Africa, with 47% with more than 500
CD4/mm? and 84% with a pVL<50 cp/mL [37]. These data demonstrate that current management of HIV-1/0

infection based on to HIV-1/M guidelines is highly efficient despite genetic divergence.

However, we found an unexpectedly high frequency (18%) of cART initiation with an NNRTI regimen,
although this therapeutic class is not recommended, due to natural resistance of HIV-1/0 [22, 23]. This was
clearly linked to the delayed knowledge of HIV-1/0 status at cART initiation, as previously observed for HIV-2,
the other major variant that is naturally resistant to NNRTI [38]. Initiation with an NNRTI-based regimen
resulted in a smaller gain of CD4, than initiation with a Pl/r-based regimen one year after initiation, with a
difference of around 100 CD4/mm?3. This is likely related to virological failure although the insufficient
number of pVL measurements for these patients prevented us from demonstrating it. A similar evolution of
CD4 increase was observed in HIV-2 patients receiving NNRTI, with a sharp halt in the CD4 increase after 2
months of treatment [38]. These results highlight the importance of identifying the variant before cART

initiation.

In conclusion, this work allowed us to obtain unique and reliable data on HIV-1/0 patients, their clinical
features, and therapeutic management, in France. These results also underline that ad hoc studies between
M and O populations with similar clinical and demographic characteristics are needed to definitively compare
HIV-1/M and HIV-1/0 natural and under cART courses. Finally, although most of our study population was
from sub-Saharan Africa, our results are not necessarily representative of the situation for the population
living in Cameroon, where medical care and treatment are different to those available in France.
Furthermore, our Cameroonian population living in France may be a selected population due to the well-
known healthy migrant effect [39]. A local observatory is therefore needed to evaluate the current situation
in the endemic area, in particular due to the frequent use of NNRTI-based first-line regimens, without

systematic identification of HIV-1/0.
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Figure Legendary:

Figure 1: Flow chart of the selection of HIV-1/0 patients to study the response to cART in the longitudinal
approach from cART initiation (left) and the cross-sectional approach from 2007 (right). cART was defined
as a treatment regimen with at least three ARV drugs. Non-naive patients at cART initiation were those who
previously received mono or dual ART.

Figure 2: Predicted evolution of VCD4 counts from the piecewise linear mixed-effects model (solid line) and
VCD4 observed during cART (solid circles). N=74 patients, with at least one CD4 cell count at initiation or
during cART. CD4 counts were modeled on a square root scale, with two slopes, 0- 4 months and after 4
months of cART.

Figure 3: Predicted evolution of CD4 counts over the first two years of cART according to the cART regimen,
from a piecewise linear mixed-effects model. N=37 patients in the PI/r (solid line and crosses) group and
N=14 in the NNRTI group (broken line and triangles). CD4 counts were modeled on a square root scale, with
two slopes, one before 4 months and one after 4 months of cART.

Figure 4: Kaplan-Meier function time to achieve a first viral load value below 200 cp/mL (N=49) from cART
initiation in HIV-1/0 patients. The number of patients still at risk at various time-points following cART
initiation is depicted under the graph.
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Figure 1: Flow chart of the selection of HIV-1/0 patients to study the response to cART in the
longitudinal approach from cART initiation (left) and the cross-sectional approach from 2007 (right)
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Figure 2: Predicted evolution of VCD4 counts from the piecewise linear mixed-effects model (solid line)
and VCD4 observed during cART (solid circles).
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Table 1: Characteristics of the HIV-1/0 population

Patients enrolled
in the study
N=101

ARV naive patients
at cART initiation
N=80

Age at HIV diagnosis, years

Median (IQR)

36.5 (27.4; 43.0)

38.7 (31.8; 48.3)

Sex, % (n) Women 65.4% (66) 66.3% (53)
Sexual (Heterosexual) 82.2% (83) 85.0% (68)
Transmission grou. % Blood 11.9% (12) 10.0% (8)
group, % Mother to child ~ 3.0% (3) 13% (1)
Unknown 3.0% (3) 3.8% (3)
N 99 78
Cameroon 71.7% (71) 69.2% (54)
France 19.2% (19) 21.8% (17)
. Congo (RDC) 2.0% (2) 2.6% (2)
(o)
Place of birth, %(n) Senegal  2.0% (2) 26% (2)
Gabon 1.0% (1) 1.3% (1)
Guinea 1.0% (1) 1.3% (1)
Liberia 1.0% (1) 1.3% (1)
Median year of HIV diagnosis Median (IQR) 2001 (1997; 2004) 2002 (1999 — 2006)
Time between HIV diagnosis and HIV-1/0 diagnosis, N 76 59
months Median (IQR) 21.3(2.2;77.8) 21 (2; 65)
Time between arrival in France and HIV-1/0 diagnosis, N/N born abroad 63/80 43/61
months Median (IQR) 46.8 (5.0; 130.6) 33.8 (4.5;92.0)
N 65 56
. -
CD4 cell counts at HIV diagnosis™, /mm3 Median (IQR) 250 (150; 404) 247.5 (143.5; 407)
N 39 37
Plasma viral load at HIV diagnosis *, log co/mL Median (IQR) 4.0 (3.6; 4.7) 4.0(3.7:4.7)
CDC stage at diagnosis, %(n) C** 10.9% (11) 12.5% (10)

* within one year following HIV diagnosis ** Clinical events: esophageal candida infection (N=2), mycobacterium avium complex infection (N=1), CMV infection (N=1), pneumocystis
carinii (N=1), CMV retinitis infection (N=2), pulmonary bacilliform tuberculosis (N=1), cerebral toxoplasmosis (N=1), salmonella septicemia (N=1), cachexia syndrome due to HIV

(N=1).
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Table 2: Immunological and virological characteristics at cART initiation (N= 80).

Time between HIV diagnosis and
treatment initiation, years

Median (IQR)

0.51(0.14; 5.0)

Year of cART initiation, %(n)

[1996-1999]
[2000-2006]
[2007-2014]

12.5% (10)
52.5% (42)
35.0% (28)

. 3 N 52
CD4 at initiation, /mm Median (IQR) 201 (114 ; 302)
pVL at initiation, log co/mL N 26
Median (IQR) 4.1 (3.6;4.6)
2NRTI+1PI/r 51.3% (41)
2NRTI+1INNRTI 18.8% (15)
. L 2NRTI+1PI  16.3% (13)
cART regimen at initiation, %(n) 3NRTI 12.5% (10)
3NRTI+1PI/r+1PI  1.3% (1)
Duration of cART, years N 79
Median (IQR) 4.1(1.5;7.9)
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Table 3: Predicted slopes of the immunological response to cART from a linear mixed-effects model

in HIV-1/0 naive patients, according to the first-line regimen, NNRTI-based vs Pl/r-based.

NNRTI-based regimen 1P1/r-based regimen "
(N=14) (N=37) P
Intercept, VCD4 (95% CI) 14.6 (12.0; 17.1) 14.6 (13.2; 16.2) 0.96
Slope 1 (0 — 4 months), VCD4/month (95%CI) 0.69 (0.17 ; 1.20) p*=0.009 1.19 (0.95; 1.42) p*<0.001 0.09
Slope 2 (>4 months), VCD4/month (95%CI) -0.02 (-0.10; 0.05) p*=0.56 0.07 (0.04; 0.10) p*<0.001 0.03

* p value of the slope compared to zero ; **p value of the comparison of the 2 groups ; Cl: Confidence Interval

17



Table 4: characteristics of the 85 HIV-1/0 patients followed between 2007 and 2014.

Treatment Treatment
initiation before initiation in 2007
2007 and after
N=57 N=28
Sex, %(n) Women 71.9% (41) 60.7% (17)
Current age, years Median (IQR) 47.9 (43.7; 54.8) 49.2 (39.3; 57.9)
Treatment at the most recent visit, % (n) 2NRTI+1PI/r  40.3% (23) 78.6% (22)
2NRTI+1INSTI  14.3% (8) 6.9% (2)
2NRTI +1PI/r+1INSTI  16.0% (9) 0 (0)
3NRTI 7.1% (4) 0 (0)
2NRTI + INNRTI 7.1% (4) 0 (0)
2NRTI + INNRTI + 1PI/r+ INSTI 3.6% (2) 0 (0)
INRTI+1NNRTI+1PI/r 1.8% (1) 0 (0)
1INRTI +1PI/r 1.8% (1) 3.4% (1)
INRTI + 1P1/r+1INSTI 1.8% (1) 0 (0)
2NRTI + INNRTI + 1Pl/r 1.8% (1) 0 (0)
2NRTI + 1PI 1.8% (1) 3.4% (1)
3NRTI +1PI/r 1.8% (1) 0 (0)
3NRTI + INNRTI + 1PI/r+1INSTI 1.8% (1) 0 (0)
1PI/r+1INSTI 0 (0) 3.4% (1)
2NRTI + 1PI+1INSTI 0 (0) 3.4% (1)
Immunological characteristics
C L N 38 20
Elzlslgcell counts at cART initiation, /mm3 Median (IQR) 213 (119; 372) 256 (186; 340)
N 57 28
Most recent CD4 cell count, /mm’ Median (IQR) 498 (381; 612) 506 (354; 620)
N=85
Time between cART initiation and the most Median (IQR) 11.8(9.2; 15.2) 3.3(0.98; 5.6)

recent CD4 cell count, years
N=85

Virological characteristics (pVL threshold=40 cp/mL)

pVL at cART initiation, log;,cp/mL

N=27

Most recent pVL value for patients with
cART initiation > 6 months, % (n)

N=77

Time between cART initiation and the most
recent VL measurement, years

N=77

N

Median (IQR)
N

<40 cp/mL

N
Median [IQR]

12
4.3(3.7; 4.7)
54

85.2% (46)

54
12.2 (10.2; 15.4)

15
4.1(3.5; 4.8)
23

91.3% (21)
23

4.0 (2.6; 5.8)
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Supplementary methods

HIV-1/0 diagnosis and monitoring

HIV-1/0 screening was performed using an env serotyping assay, consisting of a home-made indirect
Elisa using synthetic peptides that map the immuno-dominant region of gp41l and the V3 loop of
gp120, representative of the different HIV types and groups. It allows differentiation between HIV-1
and HIV-2 and between the four HIV-1 groups (M to P). It was performed on plasma or serum, as
previously described [39]. Molecular confirmation and characterization was based on amplification
and sequencing of the gag, pol, and env genes, as previously described [3, 17]. Sequences were then
subjected to phylogenetic analyses. A neighbor-joining tree inferred from 98 HIV-1/0 pol sequences,
encompassing the full protease and partial reverse transcriptase coding regions (987 nucleotides),
was performed as previously described [40]. The reliability of the tree topologies was estimated by
bootstrap analysis with 1000 pseudo-replicate data sets.

Monitoring was performed using viral load techniques with quantification thresholds of 178 cp/mL
(2.3 log) and 50 cp/mL (1.7 log), depending on the sample volume for LCx [41], 40 cp/mL (1.6 log) for
RealTime [42], 20 cp/mL (1.2 log) for Cobas Tagman [42], and 200 cp/mL (2.3 log) and 40 cp/mL (1.6
log) for the LTR and integrase NRC techniques respectively [13, 43]. Because of the high genetic
diversity of HIV-1/0 can lead to mis-quantification, each patient monitoring was validated by
comparing the values obtained with commercial kits with those obtained with the NRC method; the
follow-up was then performed using the method giving the highest value.

Supplementary results
HIV-1/0 phylogenetic characteristics

Most patients originated from Cameroon (71.7%) or other African countries (6.9%). Phylogenetic
analysis showed that most patients were infected by strains belonging to subgroup H (N = 76, 75.6%)
(Fig S1). This result is consistent with the molecular epidemiology results obtained in Cameroon, the
country to which most patients were connected. Epidemiological data and analyses of the strains
characterized in French patients revealed that 47% (9/19) had strong links with Cameroon, either
because they had a Cameroonian partner or because they traveled to the country. The analysis also
revealed phylogenetic relationships between strains, with 11 clusters identified, corresponding to 26
patients (mostly with two patients per cluster); the association of these results with the residence
data (town where the patients lived or were diagnosed), favor an epidemiological connection.
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Figure S1. Neighbor-Joining Tree inferred from 98 HIV-1/0 pol sequences, encompassing the full
protease and partial reverse transcriptase coding regions (987 nucleotides). Bootstrap values are
shown when > 70. Phylogenetically linked strains sampled from patients of the same geographic
regions are shown in red. The H and T subgroups are indicated.

HIV-1/0 diagnosis according to calendar period

The median years of HIV diagnosis and HIV-1/0 specific diagnosis were 2001 and 2004, respectively
(Table 1). The oldest diagnosis was January 1989 for HIV and January 1997 for HIV-1/0. The time
between HIV and HIV-1/0 diagnosis was available for 76 patients; the median time of diagnosis of
HIV-1/0 was 21.3 months after HIV diagnosis. This delay was high for the 31 patients (40.8 %)
diagnosed as HIV positive before 2000, with a median of (IQR) 65.5 months (20.7; 122.9), whereas it
was 7.3 months (1.2; 23.3) for the 33 patients (43.4 %) diagnosed between 2000 and 2006, and only
2.75 months (0.7; 26.9) for the 12 patients (15.8%) diagnosed in 2007 or thereafter.
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Initiation with an NNRTI-based regimen and time of HIV-1/0 diagnosis

The eight patients who initiated an NNRTI-based regimen between 2000 and 2006 were diagnosed
with HIV-1/0 at a median of 3.7 (range: -2.8; +11.4) years following cART initiation, whereas the 22
patients who initiated a non-NNRTI-based regimen during the same period were diagnosed with HIV-
1/0 at a median of - 0.11 (range: -5.1; +1.6) years before cART initiation. Similarly, since/after 2007,
the time between HIV-1/0 diagnosis and cART initiation was O (range: - 15.8; +31.0) months for the
five patients who initiated an NNRTI-based regimen vs. - 15.2 (range: -85.7; 22.7) months for the 16
patients who initiated Pl/r-based cART.

Virological response according to calendar period

The virological response was analyzed for the two most recent periods. For 49 patients, a pVL was
available within the first year of cART, aside from that at initiation. Among them, 51% (25/49)
initiated cART between 2000 and 2006, 44% with 2NRTI+1Pl/r, 28% with 3NRTI, 16% with
2NRTI+1NNRTI, and 12% with 2NRTI+1PI. Of the 24 patients who initiated cART in 2007 or thereafter,
83% started with 2NRTI+1PI/r and 17 % with 2NRTI+1NNRTI.

The median time to reach a pVL < 200 cp/mL after cART initiation was 3.67 (2.63; 4.8) months for
patients who initiated cART between 2000 and 2006, and 2.0 (1.1; 4.1) months for those who
initiated cART after 2006. The cumulative probability (95%Cl) of having a pVL < 200 cp/mL for the
period 2000-2006, were 0.71 (0.52; 0.87) and 0.75 (0.57; 0.89) after 6 and 12 months of cART,
respectively, whereas they were respectively 0.92 (0.77; 0.98) and 0.96 (0.82; 0.99) after 2006.

For patients monitored at the threshold of 40 cp/mL, the median time to undetectability was 4.7
(3.7; 5.1) for the period from 2000 to 2006 (N = 6 patients) and 3.1 months (1.3; 5.5) in 2007 or
thereafter (N=22). In 2007 or thereafter, the cumulative probability (95%Cl) of having a pVL < 40
cp/mL after 6 and 12 months of cART were 0.78 (0.58; 0. 93) and 0.94 (0.78; 0.99), respectivel
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ABSTRACT (251 words)

Objectives: HIV/1 group P (HIV-1/P) is the last HIVgroup discovered and to date, comprises
only two strains. To obtain new insights into tHigsergent group, we screened for new infections
by developing specific tools, and analysed phenotgpnd genotypic properties of the prototypic
strain RBF168. In addition, the follow-up of theigue patient monitored so far, has raised the

knowledge of the natural history of this infectiand its therapeutic management.

Design/Methods: We developed an HIV-1/P specifimsaolecular strategy and screened over
29,498 specimen samples. Infectivity and evolutbthe gag-30 position, considered as marker of
adaptation to human, were explored by successisgagas of RBF168 strain onto human PBMCs.
Natural history and immuno-virological responsesambined antiretroviral therapy (CART) were

analysed based on CD4 counts and plasmatic viadl édvolution.

Results: No new infection was detected. InfectiafyRBF168 was found lower, relative to other
main HIV groups and the conservative methioninentbin the gag-30 position revealed a lack of
adaptation to human. The follow-up of the patiemtirty the five-year ART-free period, showed a
relative stability of CD4 cell count with a mean3#6 mn?. Initiation of CART led to rapid RNA

undetectability with a significant increase of Cbdaching 687 miafter 8 years.

Conclusions: Our results showed that HIV-1/P staemain extremely rare and could be less
adapted and pathogenic than other HIV strains. dlueta lead to the hypothesis that HIV-1/P

infection could evolve towards, or even alreadyespond to, a dead-end infection.

Key words: HIV genetic diversity ; group P ; adaptation pimno-virological response to CART

INTRODUCTION (3322 wor ds)

Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1) is chaterized by a high genetic diversity, which
is classified into 4 groups: group M is responsiblethe current pandemic; group O is endemic in
Cameroon essentially; group N represents less2@anfections; and for group P, the last group
identified, only two infections have been charagtst to date [1, 2]. Each group results from a
separate cross species transmission event of simrannodeficiency virus (SIV) to humans.
Simian reservoirs of HIV-1 group M (HIV-1/M) and YH1 group N (HIV-1/N) are chimpanzees
(SIVepz) [3, 4], whereas HIV-1 group O (HIV-1/O)arIV-1 group P (HIV-1/P) precursors have
been found in gorillas (SIVgor) [5, 6].



The prototypic strain of group P, RBF168, was rggubin 2009, in a 62 year old Cameroonian
woman living in France [6]. The second strain, Ud&,Avas identified in a retrospective serological
screening on seropositive specimens collected énntiajor cities of Cameroon (Yaoundé and
Douala) [7]; the low frequency of group P infecti@round 0.06% in that study, suggests a rare

circulation of this variant in Cameroon [7].

This scarcity, relative to pandemic group M or endegroup O may be linked to a relatively
recent emergence in humans. Previous phylogenetilyses estimate the time of the most recent
common ancestor (tMRCA) of HIV-1/P between the 19add 1990s [8], which is more recent
than the main HIV-1 groups O and M [9, 10]; butitalality of only two HIV-1/P sequences does
not allow reliable dating. Another hypothesis isitthdIV-1/P has distinct virological properties
from the other groups, especially HIV-1/M, leadittga limited spread. It has been shown that
methionine or leucine is found at the gag-30 paositin SIVcpz/SIVgor whereas it has been
replaced by lysine or arginine in the inferred HlVancestral sequences of group M, N and O
strains. These residue replacements are consi@aredhost-specific adaptation marker [11, 12].
The RBF168 strain harbours methionine, supportisgaaed property with simian strains, whereas
the second strain, U14788, harbours Lysine [7].tAeodifference is the ability of counteracting
restriction factors like Tetherin. Vpu, Nef and Eproteins from group P failed to counteract
human specific Tetherin, while Vpu from group M thuas well as Nef from group O to a lesser
extent [8, 13, 14].

Concerningn vivo features, only limited data from patient RBF1@&é been reported to date[6],
and the second case of HIV-1/P was linked to annwmous collection without published
biological or clinical data [7]. Data on immunologl and virological response to combined
antiretroviral-treatment (CART) were not availakiéher, while these variants are phylogenetically
close to HIV-1/0, known to harbour natural polymiigm impacting therapeutic management [15].

In order to obtain new insights into HIV-1/P, weesned for new infections by developing tools
for its specific identification, and analysed phempic and genotypic properties of the prototypic
strain RBF168. In addition, the thirteen year-ldalljpw-up of the unique HIV-1/P positive patient
monitored so far, has allowed us to obtain uniqag¢a don the natural history, and on the
immunological and virological responses to cARpafient RBF168.



METHODS
Screening for HIV-1 group P infections

» Specific tools for HIV-1/P detection
We adapted a serological immunoassay, initiallyighesl to discriminate between HIV-1 groups
M, N and O, HIV-2 and major SIV lineages, by indhgl a group P specific antigen [16]. This
assay is based on the reactivity of antibodiesnatjaiynthetic oligopeptides representative of gp41l
for cross-detection of HIV/SIV lineages, and of tM3 loop of gpl20 for their specific
identification. Due to the specificity of the V3 tayens compared to those of gp41, only a V3
peptide was considered [16]. To select this HIV-§fecific antigen, four synthetic oligopeptides
were tested: two peptides derived from SIVgor (C3223-NNTRGQIQIGPMTIYNSENIVGNTRKAF-3,
CP684 5-NNTRGQIQVGPLTIYNSENIIGNTRKAF-3) [12] owing their phylogenetic link to RBF168,
and two peptides derived from the prototype straof HIV-1/P (RBF168 5'-
NNTRGQVQIGPMTWYNMKFYTGDIRKAY-3’, RBF168-C 5NNTRGQVQIGPMTWYNMKFYTGDIRKAYC-
3’). The clinical sensitivity of these peptides wastéd with RBF168 plasma samples collected in
February 2005, November 2006 and in February 200@ir specificity was determined on 23
HIV-seronegative samples, and on 17 HIV-1/M, 11 HIXD clinical samples; the peptide chosen
was then validated on 32 additional HIV-1 clinis@mples (19 HIV-1/M and 13 HIV-1/O). The
operating conditions of the assay were as prewodsscribed [16]; interpretation was as follows:
“negative” if optical density (OD; 492 nm) was <0Qt “equivocal”’ if 0.108660D<0.500 and
“reactive” if OD> 0.500.

We then developed a specific nested RT-PCR for cotde confirmation of group P strains
(supplementary methods). Primers were defined tpligman env fragment of 1110 pb in the
gp120 region. The analytical sensitivity of this RCR was performed using 5 dilutions of
supernatants of the RBF168 strain, quantified witte HIV-1 Realime quantification assay
(Abbott, Des Plaines, IL), and ranging from 3.5 Lagml to 1.6 Log cp/ml. The specificity was
evaluated on 34 clinical samples, representativdlgtl genetic diversity (HIV-1/M, n=20; HIV-
1/0, n=12, HIV-1/MO recombinant form, n=1 and dbid¥/-1/M+0O infection, n=1).

e Samples
We screened for new HIV-1/P infections among 29,4&ples, including simian samples due to
close link of HIV-1/P with SIVgor.



1,083 samples were from collections corresponadng t

- 609 serum or plasma samples received by our latgrat the framework of our activities
related to the French National Reference CenteHWM, for exploration of atypical
reactivities at diagnosis time or during the pdtgefollow-up.

- 405 serum or plasma samples from collections of Hhiféction from Central Africa
(Cameroon and Central African Republic), constdutethe 90’s.

- 69 simian samples from great apes (Gorilla n=3nplainzees n=12), monkeys (Cercocebus
n=2, Cercopithecus n=2, Chlorocebus n=5, Macac& nMhandrillus n=4, Papio n=3) and
26 non-human primate samples without assigned ifaation.
All samples with reactivity (OD)» 0.500 were first subjected to the group P spe&ficPCR.
Samples not amplified with the specific RT-PCR wsubjected to a nested-RT-PCR (Lentivirus
PCR), adapted from [17] that amplified a 650 plyiin@nt ofpol of HIVs and SIVs (supplementary

methods).

Additional screening was performed on 28,415 prospe samples, diagnosed as HIV positive
between March 2013 and June 2015 by the Centreelrast Cameroun (CPC), as previously
described [18].

Evolutionary analyses

In order to better estimate the tMRCA of HIV-1/Pe werformed evolutionary analysis using the
sequence alignments from Wertheim and Worobey (b8}, included 138 group M, 5 group N, 19
group O and 25 SlIVcpz. Other sequences were adithede SIVgor sequences (FJ424863,
FJ424866, FJ424871), the two HIV-1/P sequencesiqusly analysed [8] (GQ328744 from
RBF168 plasma collected in November 2006 ; HQ17988m U14788) and three additional
RBF168 sequences obtained from plasma collectedebruary 2009, material issued from co-
culture of contemporary PBMC (February 2009), al asgplasma collected in February 2005. We
present analysis agnvonly, as this region is refractory for recombinatiat least between more
divergent variants [20, 21] and so is more religblemolecular clock analysis. An uncorrelated
lognormal relaxed molecular clock method was rusingl the BEAST software [22], with an
HKY+I'4 substitution model with SRD06, and a Bayesianis&yplot used as a coalescent tree
prior. This was run for 50 million iterations, atfte maximum clade credibility tree using mean
branch lengths was determined, and then analysed Uisacer. Rate estimates were determined by

summing the rates of all branches leading to tRBB sequences, and determining a best linear fit.

Phenotypic and genotypic characterization of the prototypic strain RBF168



Six serial passages were performed on the RBFIG# sfirst isolated from a plasma sample
collected in February 2009, using PHA-stimulatechbn PBMCs as previously described [6]. Each
culture was monitored based on supernatant revemsscriptase (RT) activity (Lenti RT activity,
Cavidi, Upsala, Sweden) during 28 days. When thepRak activity was reached, supernatant
volume equivalent to 500 pg/mL RT activity was inlated on fresh human PBMC according to
the same culture conditions, and so on for thessgges. At this time, the infectivity of the stein
was determined by calculating the TCID50 (tissukkuce infective dose 50%) in a seven day-long
assay according to the method of Spearman-Karbg}. [fectivity of 7 primary isolates
representative of HIV genetic diversity (HIV-1/M=4; HIV-1/0O, n=2; HIV-2, n=1) was also
determined in the same conditions for comparison.

To determine the residue evolution at gag-30 pwsitiluring the 6 successive passages, we
amplified a 493 pb fragment afag gene using an in-house RT-PCR (supplementary rdgtho
Natural genetic polymorphism of the cART targetso{pase (PR), reverse transcriptase (RT),
integrase (IN), and gp41 was also determined aal RNA from plasma collected before treatment
initiation (February 2005, November 2006 and Fetyu2009) (supplementary methods). The
amino acid sequences of the four regions were coedp® those of the second P strain U14788
(HQ179987) and were subjected to resistance irg&fion using the last version (v.26) of the
ANRS resistance algorithnittp://www.hivfrenchresistance.ojg/

Follow-up of patient RBF168

Follow-up of patient RBF168 was available from Ma&004 to March 2017; monitoring of CD4
cell count was performed by Beckman Coulter flowoayeter systems (Beckman, Brea, California)
and of plasma viral load (pVL) by the R€aheHIV-1 Viral Load assayAbbott, Des Plaines, IL),
which is validated for quantifying this strain [&].

RESULTS
Survey of HIV-1/P spread

All 4 candidate peptides were highly reactive (Oiwwe 1.250) with the 3 plasma samples from
RBF168 (Table2), and none of them were reactivé \ilV-seronegative samples. HIV-1/non-P
sample testing led to exclusion of peptides CP2RBF-168 and RBF168-C owing to numerous
cross-reactivities (specificity at 53, 61 and 578épectively), particularly with HIV-1/O samples
(Table 2). Considering all samples, CP684 showedbigst profile with only four (14%) cross-

reactive samples. This antigen was tested on 20-1AW and 12 HIV-1/O additional clinical



samples; only 1 HIV-1/O sample was cross-react@® @t 0.263), leading to 8.3 % global cross-
reactivity.

Concerning the group P specific RT-PCR, the lowBkition giving a positive signal (6 of 10
replicates) was 2 Log cp/mL; none of the 34 HIVah+P samples were amplified, leading to 100%

specificity.

Using the peptide CP684, 992 of the 1083 (91.6%péas from the collections were found
negative (mean and median OD at 0.031 and 0.02@c#sgely), including all the simian samples.
Seventy-three (6.7%) gave equivocal results (0.13<@5), with mean and median OD values at
0.176 and 0.146 respectively. Eighteen samplegsponding to 14 patients (1.6%) were reactive
with OD >=0.5 (mean and median at 1.250 and 1.&8pactively), 6 samples being highly reactive
from 1.518 to 2.438. Group P specific RT-PCR penied on samples of these 14 patients gave
negative results; the non-specific Lentivirus RTRP@lentified HIV-1/M variants (CRF02_AG,
n=4 and CRF11-like, n=1), HIV-1/O (n=6), and onealdiilV-1/M+O (data not shown); two

samples were not amplified.

Finally, no group P strain was found among the PB,4IV positive samples diagnosed by the
CPC, which were reactive to HIV-1/M (99%), HIV-1/@ HIV-1/M+O (0.9%), HIV-2 (0.08%)
infections, and HIV-1/N (1 case).

Emergence of HIV-1/P

New sequences obtained from sequential samplesB&f168 were used to estimate HIV-1/P
emergence with more accuracy. Molecular clock aslgf theenvgene estimated that the tMRCA
for group P was about 1960 with an error of 1939983 (Table 3). The estimated tMRCA for
HIV-1 groups M, N, and O were consistent with poas results [19]: 1888 (1851 — 1933) for
group M, 1962 (1945 — 1980) for group N, and 188850 — 1942) for group O.

Natural characteristics of the prototypic strain RBF168

The phenotypic analysis was based on the highesuption of the primary isolate reached at day
17 (13,227 pg RT/ml). Infectivity testing of thexsuccessive amplifications showed an extremely
low median at 261 TCID50/mL [149; 447], relative ttee strains belonging to the other type or
groups, especially HIV-1/M with a mean TCID50/mL2#&0,625 (n=7), while HIV-2 and HIV-1/0O
showed TCID50/mL at 1,171 (n=1) and 22,627 (n=2peetively. Genotypic characterization of



the gag-30 position in each of the six successwlifications revealed no evolution with

conservation of a methionine.

Concerning the cART targets, natural polymorphisas wimilar between the 3 sequences obtained
from plasma samples collected in 2005, 2006 and9.2@®cording to the ANRS resistance
algorithm, the highest number of mutations was aetein the PR with 11 resistance associated
mutations (table 4), conferring natural genotymsistance to atazanavir, tipranavir and possible
resistance to saquinavir. Two atypical mutation20& and L63K) at resistance positipe. with
unknown impact were also observed. The presenc&685, A98G, K103R and the atypical
mutation V179E in RT, had no impact on resistar@eéNbn-Nucleoside Reverse Transcriptase
Inhibitors (NNRTI) and Nucleoside Reverse Trangasp Inhibitors (NRTI). The IN harbored no
resistance mutation; but the L44M mutation foundth® transmembrane gp4l gene led to
genotypic resistance to enfuvirtide. The HIV-1/Past U14788 genotypic profile of PR was
slightly similar leading to the same interpretatian for RBF168 (Table 4). We found two
supplementary atypical mutations in the RT, buthait genotypic impact; we observed T97A
mutation in the IN, leading to natural genotypicsiséance to elvitegravir. Finally, L44M
substitution in gp41 was also found in U14788.

Natural and under cART course of theinfection

Patient RBF168 was diagnosed HIV-positive in Magf04 with 350 CD4 mim and did not
receive CART until December 2008, according to fnench guidelines at that time. During this
period, the mean pVL was at 4.7 Log cp/mL and teamCD4 count at 326 minranging from
260 CD4 mrit (June 2004) to 430 CD4 mh{December 2005) (Figure 1a).

In February 2009, cART was initiated with tenofex@mtricitabine+lopinavir/ritonavir according to
the resistance genotyping at baseline, but switchedfter 2 months to
abacavir+lamivudine+lopinavir/ritonavir, due to ¢dovir adverse effects. This allowed a quick
decrease to achieve a pVL of 2.43 Log cp/mL at M@ andetectability (<1.6 Log cp/mL) one
month later (Figure 1b). This success was maintaiwgh the same regimen until the last
monitoring in March 2017 (Figure 1b). During cARMe mean and median of CD4 cell count were
at 648 mnT and 683 mrii respectively, with a zenith value (858 Mymeached in August 2015, and
the last point of survey at 687 riirim March 2017.



DISCUSSION

Prior to this study, only two HIV-1/P sequences andrce data were available; thus, new data are
needed to improve our knowledge of this group an@dsess its potential for transmission and
pathogenicity. In this work, we confirmed the nardf this group, and we determined the main

phenotypic and genotypic characteristics of thegbypic strain RBF168, and the course of this

infection before and during cART.

As previously done for other HIV/SIV variants [1B, 25], we designed a sero-molecular strategy
for group P detection, using specific peptide andHTR. If specificity was easily evaluated,
validation of clinical sensitivity was only posstbbn RBF168 samples, since the other P sample
was not available [7]. Using the CP684 selectedyant around 8% of samples from the evaluation
panel as well as from the collections were react#lebut two were characterised as groups M and
O, indicating these samples were only cross-reacker the two non-amplified samples (even with
the non-specific RT-PCR), the lack of data on pkaswral load values prevented us from
hypothesizing that RNA degradation was due to thegdterm conservation of the material or
presence of a highly divergent strain. Our datajilar to those of previous works using a
combination of peptides from SIVgor and HIV-1/P [4, indicate that reactivity towards these
specific peptides, even high, is not enough to kmiecto group P infection. Finally, despite a wide
panel of simian samples or samples with HIV atypieactivities (profiles similar to that of
RBF168 at diagnosis), we failed to detect a new-#IiW strain. The same is true in older central
Africa collections and in the thousands of HIV pies samples, diagnosed currently in Cameroon.
Altogether, these data and the recent study of Bwdgt al. [2] confirm that HIV-1 group P
infection is extremely rare, suggesting that thasiant expanded in a limited manner after initial
emergence in the human population and that subs#gumimbers have declined. This is in favour
of an HIV-1 lineage that is becoming extinct in thenan population.

Reasons for this limited spread are likely multiteial. The molecular dating analysis of the
envelope gene indicates the identified HIV-1/P atifns share a common ancestor dating back to
the 1960s. Thus, compared to the other HIV-1 grpiipgould appear that HIV-1/P was introduced
into the human population more recently than ssrdihand O, and possibly around the same time
period as group HIV-1/N. Another factor could bedfic viral properties, as weak counteracting
of human cell restricting factors already demornstteor tetherin [8]. Isolation of the prototype
strain gave us the opportunity to analyse its iinfég. The comparison of TCID50 showed that the
serial isolates of RBF168 were consistently andadyrcibly less infective on human PMBC,

compared to those of other HIV primary isolatesparticular relative to HIV-1/O, the closest
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phylogenetic group. RBF168 infectivity was even éovthan that of HIV-2, the lowest pathogenic
HIV known so far. When searching for the adaptatioarker in gag-30 position, performing
successive passages of RBF168 on human PBMC, led faiidentify a switch from methionine to
arginine (harbored by the second P strain, U14788)ysine (found in other HIV-1 variants).
However, this evolution probably requires furtherspages. Altogether, these data suggest that
RBF168 could not be completely adapted to humatshdsis contrasts with the high replication
level observed in the patient (mean pVL at 4.7 tpgnlL), similar to the situation encountered in
non-pathogenic SIV infections harbouring a higheleof replication in their symptom-free hosts
[26]. In this context, it is crucial to screen father viral determinants of adaptation, unlesseher

an individual human immunologic or cellular propén$o tolerate this particular infection.

The follow-up of this single patient also providdee opportunity to obtain data on the natural
evolution of this rare infection, and on its immuirological response to CART. The follow-up of
the patient, who remained symptom-free during tn&t five-year ART-free period, showed a
relative stability of the CD4 cell count with a meaf 326 mnt. Antiretroviral therapy was
initiated in 2009 owing to the evolution of the Rt ART guidelines rather to a continuous decline
in CD4 count. The regimen was then chosen accortinthe natural polymorphism of cART
targets, which had a singular genetic patterniveab the closest phylogenetic HIV-1/O group.
Indeed, despite some polymorphisms common in tledeBRse [15], we were able to observe
important differences like the absence in the tWwd-H/P strains of the mutation Y181C found in
65% of HIV-1/0 [10], a lower level of polymorphisim the Integrase [27], and the HIV-1/P-
specific resistance signature L44M in gp41 (alamntbin SIVgor, data not shown), instead of the
N42D-signature for HIV-1/O [28]. This specific potprphism did not prevent the excellent
immunovirological response during a long-term falap with a significant increase of CD4 of 600

between nadir and zenith

In conclusion, this work has provided new insights the last described divergent group. We have
shown that HIV-1/P strains are extremely rare, Whgcconsistent with a more recent emergence in
humans, with lower infectivity, absence of humaagdtion marker in gag-30 position, and weak
counteracting of human cell restricting factors [8$sociated with data on the natural course of the
RBF168 infection, this suggests that HIV-1/P cohédless adapted and less pathogenic than the
other HIV-1 strains, accounting for its lack of sass in the human population. These observations,
together with the long-term virological responsefRT and excellent immunological restoration,
lead to the hypothesis that HIV-1/P infection coelalve towards or even already correspond to a
dead-end infection, a hypothesis to be confirmeéuiyrer epidemiological and virological studies.
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Table 1. Primers used for the different RT-PCRs
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) ) ] ) Fragment
PCR step Primer code Sequence in amino acid)(5'-3' ]
size (pb)
EnvG 6024 U18 GAAGCGACGAAGACCTGC
External PCR 2075
HIV-1/P EnvG 8098 L 20 CAWCCCCACAGTCCKAGGAG
RT-PCR EnvG 6927 U23 ATACAGTATTGTGCACCAGCAGG
Nested PCR 1110
EnvG 8038 L20 GCTCGGAGCTGTCTTATGCC
NDR1 U TRGAYACAGGRGCWGAYGA
External PCR 2653
Lentivirus POLORBL ACTGCHCCTTCHCCTTTCCA
PCR POL F1 mod U CCAGCHCAYAAAGGIATAGGWGG
Nested PCR 648
POL R2L CCCAATCCCCCCTTTTCTTTTAAAATT
OM LTR152 U CTCAATAAAGCTTGCCTTGA
Gag PCR 493
LTRO1L TGTCTTGAGAGCTGGYTCTA
External LTR152 U GCCTCAATAAAGCTTGCCTTGA 8673
XL-RT-PCR nefO L GAGTAAATTAACCCWTCCAGTCC
Nested Gagcam U2 GCATGGGTAAAGGCAGTA 3170
G ] PCR-PR/RT HI V1p0|3 L TCTACTTGTCCATGCATGGCTTCTCCTTTTA
enotypic
) P RTOXL1U CTCCAYCCAGACAARTGGAC
resistance Nested PCR-INT 1720
PCR IntOXL1L CCYTCACCTTTCCACAGGAG
gap4 U GCACTCTTCTATAGAACAGACC
Nested PCR-GP41 1884
gap5 L GTTAGGAGGTCCTTGATCCC

U : Upper, L : Lower

Table 2. Sensitivity and specificity of the four ¥8ptide-candidates

V3 peptides

Samples

CP2139 CP684 RBF168 RBF168-C
RBF168(n=3)
Feb 2005 1.431 1.304 1.504 1.382
Nov 2006 1.323 1.257 1.345 1.305
Feb 2009 1.375 1.298 1.455 1.373
HIV-1/M 0.380 (7)* 0.155 (2)* 0.166 (2)* 0.220 (3)*
(n=17) [0.118;0.826] [0.113;0.196] [0.124;0.208] [0.149 ; 0.354]
HIV-1/0 0.612 (6)* 0.642 (2)* 0.703 (9)* 0.807 (9)*
(n=11) [0.108 ; 1.306] [0.152;1.131] [0.176;1.366] [0.321;1.274]

"mean valuand (number of reactive samples)
"range of values of reactive samples
*values of reactive samples
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Table 3. Estimated MRCA dates for the HIV-1 grodpsN, O and P foeny, including Wertheim
and Worobey'’s results [19] for comparison.

| | Summary Statistic | HIV-1 M | HIV-1 N | HIV-1 O | HIV-1 P |

Env | mean 120.7048 46.5984 111.8556 48,1107
stderr of mean 11.6719 4.0249 11.1664 4.5175
median 121.9359 46.7228 112.9318 47.8504
geometric mean 118.439 45.6561 109.3941 46.7302
95% HPD lower 75.1984 28.0671 67.2309 25.9956
95% HPD upper 157.6911 64.0227 150.4756 69.9374
auto-correlation time (ACT) 1.18E407 8.60E4-06 1.06E407 7.15E4-06
effective sample size (ESS) 3.8113 51773 4.2475 6.2043
Year 1888.2052 1962.4016 1897.1444 1960.8893
95% HPD Lower Year 1933.8016 1980.9320 1941.7691 1983.0044
95% HPD upper Year 1851.3089 1944.9773 1858.5244 1939.0626
Wertheim/Worobey 1894 (1857-1927) | 1963 (1948-1977) | 1005 (1866-1938) —

Table 4. Natural polymorphism of RBF168 and U14388&ins in the Protease, Reverse
Transcriptase, Integrase and gp41.

Mutations at resistance positions

Region Type_of — —
mutation Specific to Specific to
RBF168 Shared by the two strains u14788
L10V, V11l, L33V, M36L,
RAM 115V Q58E, D60E, 162V, H69R,
A71V, L89I
PR
Atypical K20C, L63K,
mutation
RAM T69S, A98G, K103R
RT _
Atypical V179E, L210Y K101Q, E138D
mutation
IN RAM T97A
gp4l RAM L44M

RAM: Resistance Associated Mutations, PR: Protda$eReverse Transcription, IN: Integrase
Atypical mutation: Mutation not described as asatmd with resistance but present at resistancéiqrosi
"Mutations found at positions associated with rasis¢ according to the ANRS HIV-1 genotypic drug
resistance interpretation algorithm 2016 v26.
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L egends

Figure 1. Biological monitoring of patient RBF168. CD4 positive cell count (bar chart) and
plasmatic viral load (pVLA) are represented before (a) and after (b) treatnmatiation.
Undetectability is mentioned at 1.6 log cp/ml cepending to the quantification threshold of the
ReallimeHIV-1 Viral Load assayAbbott, Des Plaines, IL).
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Supplementary methods

HIV-1 group P specific RT-PCR

The specific nested RT-PCR for molecular confiroratof group P strains was performed as
follows. RNA extraction was performed with QIAmprai RNA Minikit (Qiagen, Hilden,
Germany) from 140 ul of plasma. Briefly, 10 pl bétextract was used in a RT-PCR reaction with
the SuperScriptlll One-Step RT-PCR System using PlatiremTaq polymerase (Invitrogen,
Carlsbad, USA), 20 pmol of each external PCR prinj€ablel) and 1.5 mM MgSO4.
Amplification was performed on a Perkin Elmer Gé&mep PCR System 9700 (Applied, Carlsbad,
USA) as follows: 50°C for 30 min, 94°C for 2 mindaB5 cycles of 94°C for 30s, 55°C for 30s,
68°C for 2 min 30s. The final extension step wagriif long at 72°C. Nested PCR reaction was
performed using 2 ul of amplicons with the HotSIag Master Mix (Qiagen, Hilden, Germany),
20 pmol of each nested PCR primer (Tablel) andriMb MgCI2 through: 95°C for 15 min, 30
cycles at 94°C for 30s, 55°C for 30s and 72°C fanith 30s and the same temperature for a 10 min

final extension step. PCR products were visuallaed% agarose gel electrophoresis.

Lentivirus PCR

The nested-RT-PCR amplifying a 650 pb fragmemiafof HIVs and SIVs, was adapted from [17]

as follows. The conditions in the nested PCR stepews0°C for 30 min, 94°C for 2 min, 10 cycles
of 94°C for 15s, 45°C for 30s, 68°C for 3 min tH#&#ncycles with a 5s increase of elongation time
per cycle. PCR products were visualized by 1% agargel electrophoresis. Purification was
performed using Nucleospin Extract Il (Macherey dlagHoerdt, France). Sequencing and

phylogenetic analyses were performed as previalesgribed [25, 29].

Amplification of the region encompassing gag-30ifms

Characterization of the gag-30 residue was perfdrmi¢h an in-house RT-PCR amplifying a 493
pb fragment ofgag gene. Briefly, RNA extraction from diluted viralgernatant was performed
with QIAmp viral RNA Minikit (Qiagen, Hilden, Gernmgy). The PCR reaction was performed with
Superscript Il one step RT-PCR using Platiufiaq polymerase (Invitrogen, Carlsbad, USA), 20
pmol of each primer (Tablel) and 1.5 mM MgSQycling conditions were applied on a Perkin
Elmer Gene Amp PCR System 9700 as follows: 50°G@min, 94°C for 2 min and 35 cycles of
94°C for 30s, 55°C for 30s, 68°C for 1 min. Theafiextension step was 10 min long at 72°C. PCR

final products were purified and sequenced as roeedi above.
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Amplification of cART targets

Amplification of the Protease, Reverse Transcriptéistegrase and gp41 was performed as follows.
RNA extraction was performed with QIAmp viral RNAiNKit (Qiagen, Hilden, Germany) from
140 pl of plasma. Ten ul of the extract was used RT-PCR reaction with the SuperScipit
One-Step RT-PCR System using Platiufiag polymerase (Invitrogen, Carlsbad, USA), 20 pmo
of each primer (table 1) and 2.8mM Mg&S@mplification was performed on a Perkin EImer &en
Amp PCR System 9700 as follows: 50°C for 90 mirf®8&r 2 min and 10 cycles of 93°C for 15s,
50°C for 30s, 68°C for 10 min, followed by 28 cyskt 93°C for 15s, 50°C for 30s and 68°C for 10
min with a 20s increment at each cycle, followedaby min final extension step at 68°C. Nested
PCR reaction was performed using 2 pl of ampliceith the HotStar Tag Master Mix (Qiagen,
Hilden, Germany), 20 pmol of each primer (tableaddl 1.5 mM MgCJ through: 95°C for 15 min,
30 cycles at 94°C for 30s, 55°C for 30s and 72°Clfonin and the same temperature for the 10
min final extension step. PCR products were vigedli by 1% agarose gel electrophoresis.

Purification and sequencing were performed as destabove.






