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Epidémiologie et prise en charge de l'infection aHV/

L’infection & VIH touche 36,7 millions de personrgens le monde, dont la majorité réside
en Afrigue subsaharienne (25,6 millions) [http:/Amwho.int/hivien/, données 2016]. En
France, on estime que 153400 personnes vivaiert kEve/IH en 2013 [Morlat, 2017.
Rapport sur la prise en charge des personnes \avagatle VIH]. Le Trait d’'Union, centre de
soins de l'infection a VIH aux Hoépitaux Universites de Strasbourg compte une file active
de 1240 individus en 2016 [Rey, 2017 Rapport dvaéti Le Trait d’'Union]. Le nombre de
nouvelles infections a VIH en France était esting®@0 en 2015 [Morlat, 2017. Rapport sur
la prise en charge des personnes vivant avec 1§, étHau Trait d’'Union a 51 pour I'année
2016. La transmission sexuelle du virus représkntmajorité de ces nouvelles infections,
avec 98% a I'échelle nationale et 90% a I'échaltale de notre centre. Sur les deux types de
VIH actuellement décrits, I'infection par le VIH€st la plus prévalente a I'échelle nationale
alors que l'infection par le VIH-2 est minoritai(@% des infections a VIH) [Morlat, 2017.
Rapport sur la prise en charge des personnes \avaatle VIH].

Sans traitement, l'infection par le VIH entraineeummmunodépression, par déplétion
guantitative et qualitative des lymphocytes T CDiés,principales cellules cibles de ce virus.
En absence de traitement, l'infection a VIH évolers le stade SIDA pour syndrome
d'immunodéficience humaine acquise avec I'apparitie maladies opportunistes conduisant
au déces. D’autre part et toujours en I'absencéraiement, la réplication permanente du
virus dans l'organisme s’accompagne eégalement d’infeammation persistante. Ce
syndrome inflammatoire généralisé conduit égalengefiapparition de comorbidités, par
exemple cardiovasculaires, et a un vieillissemexgl@ré. Pour résumer, en I'absence de
traitement, I'infection a VIH conduit au déces pare double cause de mortalité a la fois
SIDA (maladies opportunistes) et non-SIDA (maladismmatoires).

Le pronostic de linfection & VIH a été modifié avda découverte des thérapies
antirétrovirales combinées. Les molécules antivitates sont en général associées en
trithérapies incluant des familles a actions phaotagiques différentes. Ces trithérapies
antirétrovirales ciblent différentes étapes du eyd# multiplication du virus, elles permettent
donc de réduire la réplication du virus. La prisatcue de ces traitements permet d’abaisser
la détection du génome contenu dans les particatakes libres du VIH circulant dans le
sang en-dessous du seuil des technigues commeraataellement utilisées. Ainsi, les

traitements antirétroviraux sont utilisés pour piEp la progression de linfection en
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restaurant 'immunité et diminuant I'activation inamitaire généralisée. De ce fait et depuis
2013, en France, il est recommandé d’instaurer raiteinent antirétroviral chez toute
personne vivant avec le VIH quel que soit son nenda lymphocytes T CD4+ [Morlat, 2017.
Rapport sur la prise en charge des personnes vaaet le VIH]. Pour résumer, d’'une
infection mortelle, avec l'utilisation des traitente antirétroviraux combinés, l'infection a
VIH est devenue une infection chronique pour lalguétspérance de vie est normalisée. En
effet, la mortalité des personnes ayant un nomengrdphocytes T CD4+ > 500/nirdepuis
plus de 3 ans est similaire a celle des personada gopulation générale [Lewden al,
2012].

Enjeux actuels de la prise en charge des persornvieant avec le VIH

Malgrée les avancées, la prise en charge de l'iiiectloit faire face a plusieurs enjeux.

Concernant les thérapies antirétrovirales, leuicadfté est conditionnée par une prise

quotidienne stricte de facon a rendre la réplicatirale indétectable dans le sang. Une
mauvaise observance de la part des personnesragament peut par ailleurs entrainer une
inefficacité du traitement et favoriser la sélectte variants viraux résistants au traitement en
cours. On peut également noter que, malgré l'amsdlan du profil de toxicité de ces
molécules pour celles commercialisées réecemmentrdéements peuvent générer des effets
indésirables a court terme et que leur profil dérémce a long terme est parfois inconnu. Sur
le plan médico-économique, la prise en charge pleéteque et le suivi clinico-biologique de
I'infection a VIH ont également un co(t importantterme de santé publique.

Concernant I'efficacité des traitements, il estaden que la restauration de 'immunité peut

étre tres lente notamment si le nombre de lymplescytCD4+ était bas a la prise en charge.
De plus, l'action du traitement sur la réduction lteetivation immunitaire ne demeure
souvent que partielle. Plusieurs essais ont manieé différents marqueurs inflammatoires
demeuraient plus élevés pour des personnes vivagctla VIH sous traitement que dans la
population générale. Enfin, a I'arrét des traiteteantirétroviraux, la réplication du virus est
a nouveau effective et la progression de l'infattreprend. Les traitements sont donc des
traitements a vie.

Mises ensemble, toutes ces limitations a la pniseharge actuelle sont autant d’arguments
aux efforts de recherches fournis pour la miseantgle stratégies curatives de l'infection a

VIH. En effet, les traitements antirétroviraux adtune permettent pas I'éradication du VIH
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d’'un organisme puisque ceux-Ci agissent uniquensemtla réplication du virus. Pour
comprendre pourquoi les traitements antirétroviraaxsuffisent pas a éradiquer le virus il
faut se pencher sur la physiopathologie de I'inéecé VIH. Le VIH est issu de la famille des
Retroviridae famille de virus caractérisés par leur capacité€grer le génome dans celui de
la cellule hote. Ainsi, des les étapes précocddndection par le VIH, le génome de celui-ci
est intégré dans le génome des cellules de son[Bétehueet al. 2013], notamment les
lymphocytes T CD4+. A ce stade, la cellule peursever dans deux états :

- une phase ditd’activation durant laquelle elle exprime le génome viral et des

particules virales vers le milieu extracellulaire ;
- et une phase ditge latencedurant laquelle la cellule n’exprime pas de déieamts
viraux.

On peut noter que le systeme immunitaire adaptatiEtre en mesure de développer une
réponse immunitaire spécifique et efficace contedellules activeées car elles expriment a
leur surface les antigénes viraux qui sont recortmrsme des éléments du non-soi. A
I'inverse, les cellules quiescentes n’expriment lggsantigénes viraux et ne sont pas ciblées
par le systeme immunitaire. Par ailleurs, certasmss-populations de lymphocytes T CD4+
ont une demi-vie longue qui leur permet de survipfesieurs années et une capacité
proliférative importante. Combinées, la longue dudé vie des cellules infectées par le VIH
et la capacité d’expansion clonale des lymphocfteSD4+ permettent la persistance de
l'infection [Strainet al. 2003]. L'ensemble des cellules ayant intégré tesva I'état latent est
qualifié de réservoir viral. Le contréle ou la ggén de linfection a VIH passera
respectivement par la réduction drastique ou liéedobn du réservoir viral [Baroucét al.
2014]. La caractérisation et I'étude de stratégiesnettant I'élimination du réservoir viral
sont donc primordiales [Siliciaret al. 2016].
En résumé, malgré les traitements antirétrovirdimfection par le VIH ne peut étre

éradiquée en raison de I'existence d’'un résen@iwictis persistant a long terme.

Caractérisation des réservoirs viraux et probléneate de I'étude

En guise de préambule nous rappelons que le cgchaudtiplication du VIH comprend une
étape d'intégration de I'’ARN-VIH rétrotranscrit &@DN-VIH dans le génome humain sous
forme de provirus. Cette intégration, a l'origine I persistance de l'infection par le VIH

sous traitement, a lieu dans les cellules cible¥/lli Ces cellules cibles sont nombreuses,
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outre les lymphocytes T CD4+, on peut noter les aogtes-macrophages, les cellules

folliculaires dendritiques, les cellules de Langarh cutanées et les cellules de la microglie
cérébrale. La diversité des types cellulaires at lecalisation anatomique variée créent

autant de sanctuaires pouvant abriter le VIH.

La caractérisation du réservoir viral est I'objet mbmbreuses études. Le réservoir viral a en
majorité été étudié sur des prélevements sangu@ssautres compartiments, plus difficiles a

aborder, sont ainsi moins bien caractérisés. Rlusigechniques ont été utilisées pour la
caractérisation du réservoir. Parmi les plus ésson peut noter :

- les techniques de quantification du réservoir pas dechniques de biologie
moléculaire ou de culture cellulaire & partir d'actillons de personnes infectées par
le VIH;

- les techniques de séquencage qui permettent digea@er la qualité et la diversité
géneétique ;

- les techniques de tri cellulaire qui permettent analyse fine des sous-populations
cellulaires infectées.

Ces différentes études nous ont principalementgppe :

- la quantité de réservoir viral diminue tres lentatreous traitement antirétroviral ;

- la qualité des séquences virales intégrées dagénlme humain varie ;

- les différentes sous-populations de cellules hé@ieses différents compartiments
anatomiques n’hébergent pas tous le virus de nmeaagale [Chomorst al. 2009].

La caractérisation du réservoir viral est donc clexg et la composition du réservoir semble
influencée par le traitement antirétroviral. Catégactérisation est d’autant plus compliquée
gue chaque personne vivant avec le VIH est diftéramotamment en terme de :

- son histoire clinique de I'infection a VIH ;

- son passeé thérapeutique.

Partant de ces postulats nous avons soul@itduer I'impact du statut clinique et
thérapeutique de l'infection & VIH sur la dynamique du réservoir viral. Notre hypothese
est que l'instauration d’'un nouveau traitementrétrioviral n’affecte pas de la méme facon la
guantité et la qualité du réservoir VIH chez despenes :

- en primo-infection, naives de traitement antiratady

- eninfection chronique, naives de traitement atntivéral ;

- en succes virologigue sous un autre traitementéraviral ;

- en échec virologique sous un autre traitementetrwiral.
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Nous avons donc mené une étude incluant des p@&soivant avec le VIH issues de ces
guatre groupes débutant un méme traitement aotitgdt. La combinaison antirétrovirale
choisie incluait obligatoirement une molécule attvirale nommée dolutegravir (ou DTG),
un inhibiteur de I'intégrase. Cette molécule adktéisie car elle correspondait a la molécule
la plus récente mise sur le marché avant le déebutétide, avec également deux points
d’intéréts :

- une puissance élevée signifiant une capacité ékevéduire la réplication virale ;

- une barriere génétiqgue élevée signifiant une ralssst au développement des

résistances a son encontre (et donc a leur ar@nags le réservoir viral).

Apres cette rapide contextualisation, nous allopségent, dans une premiére partie, décrire
la physiopathologie de I'infection par le VIH, lgrsamique des réservoirs viraux et I'impact
d’un traitement antirétroviral sur ces processwmd$une seconde partie nous allons rapporter
les résultats de notre analyse de la dynamiqueré&tyvoirs viraux chez des personnes
traitées par inhibiteur de l'intégrase. Ces réssiltat donné lieu a trois articles ; le premier
rapporte I'analyse quantitative du réservoir VIHh@gain ainsi que de I'activation immune
sous traitement par inhibiteur de lintégrase, &ndéme est une étude plus fine de ces
réservoirs au niveau des sous-populations lymphoegt T CD4+, et le troisieme rapporte
lanalyse de la variabilité génétique des quasiespévirales archivées dans les cellules

sanguines.
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Partie 1. Infection a VIH
Physiopathologie, réservoirs et

traitements antirétroviraux.

Cette premiéere partie a pour objectif de rappeadsrdénéralités de la physiopathologie de
l'infection par le VIH et de I'impact des traitemsrantirétroviraux sur la morbi-mortalité de
l'infection. Ces rappels sont présentés en quatns-parties qui correspondent a quatre stades
clinico-thérapeutiques de I'infection par le VIH :

- la primo-infection ;

- linfection chronique ;

- le succes virologique sous traitement antirétrovira

I'échec virologique sous traitement antirétroviral.

Le choix de cette organisation nous permet égalerdéntroduire les quatre groupes
d’inclusion de I'étude menée dans le cadre de ésgnte thése. De plus, afin de replacer le
contexte des résultats présentés en seconde pamtiaccent particulier sera mis sur les
principales études ayant caractérisé les réser¥ispour chacun de ces stades clinico-
thérapeutiques. De méme, les essais ayant étudi@dse antirétrovirale des inhibiteurs de

l'intégrase et son impact sur les réservoirs VIkbsedétaillés.
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l. Primo-infection

La primo-infection correspond a la premiére phdsgeque suivant la contamination par le
VIH. Sa durée est de 3 a 6 mois a partir du joucahtage. Cette phase correspond a I'entrée
du virus dans l'organisme et sa dissémination gess différentes cellules et ses différents
organes cibles.

Pour comprendre cette étape précoce de linfectimys allons brievement décrire la
structure du VIH et son cycle réplicatif. Puis,&helle cellulaire et organique, nous allons
revoir la dissémination du virus et la clinique respondante. Enfin, nous présenterons

l'installation des réservoirs viraux en primo-infieo.

A. Virologie moléculaire et cellulaire

1. Caracteéristiques de la particule et du génome du \H

Le VIH est un rétrovirus appartenant a la sous4fantes lentivirus, caractérisée par une
longue période d'incubation (2 a 10 semaines)régavirus se distinguent par la présence de
la transcriptase inverse, enzyme virale respongdblia rétro-transcription (ou transcription
inverse) de leur génome d'’ARN en ADN. Ainsi, 'ADWral est intégré sous forme de
provirus dans le génome de la cellule hote. Le ipuevest stable et se réplique grace a la
machinerie cellulaire en méme temps que I'ADN fu&td'.

Sur le plan évolutif, les rétrovirus sont généregale diversité, du fait des fréquentes erreurs
commises lors de la rétro-transcription [elual. 2012] et de leur forte réplication. Par ailleurs,
le cycle réplicatif de ces virsu est caractérisé e étape d’intégration dans le génome de
I'nbte [Craigieet al. 2012]. On peut distinguer deux types de VIH de lpars origines
evolutives ; le VIH-1 dérive d’'un SIV, powimian immunodeficiency virugde chimpanze
[Peeterset al. 2014] alors que le VIH-2 dérive d’'un SIV de singat mangabey [Visseaiet

al. 2016]. L'infection par le VIH-1 est la plus préeate a I'échelle mondiale.

Le virus se présente en microscopie électronique Emme d'une particule sphérique de 80 a

120 nm, comportant une enveloppe lipidique et wndéocapside excentrée et cylindrique.
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La nucléocapside contient : le génome viral, lestgines qui assurent la cohésion de la

structure et les protéines dont la fonction enzyomatest nécessaire a la réplication virale.

Le génome du VIH mesure environ 9 kb, et se comgdes#eux copies d’ARN simple brin de
polarité positive. Les deux extrémités du génomet sbordées par des séquences
nucléotidiques répétées, les LTR pbong Terminal RepeaCes séquences sont importantes
pour la transcription du génome proviral, notammeour la fixation de facteurs de
transcription [Karn 2012].

Sa structure sous forme LTR-gag-pol-env-LTR estroome a tous les rétrovirus et est trés
similaire entre VIH-1 et VIH-2 (Figure 1A et 1B)ek génes viraux sont au nombre de neuf et
codent pour 15 protéines [Li 2016].

Les neuf genes peuvent étre divisés en trois dasse

(1) les génes codant pour les protéines de steidgay, pol et enyv: gag (group-

specificantigen) pour les protéines de la capside et la magiiegi que les protéines
associées a I'ARN viralpol (polymerase) pour les enzymes telles la protéase, la
transcriptase inverse et l'intégrase, pars/ pour les glygoprotéines deehveloppe
virale (gp120 et gp41l).

(2) les génes codant pour les protéines régulatites, rev et néf: tat pour trans-

activateur detranscription,rev pour régulateur de I'expression des protéinasmles et
nefpournegative regulatioriactor.

(3) les génes codant pour des protéines access@ipegvpx, vpr et vjf. non

indispensables a la réplication virale mais nédesssa la maturation et au relargage des

particules virales infectieuses.
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2. Cellules cibles

La capacité du VIH-1 a infecter une cellule dépeedl’état d’activation de la cellule, du
niveau d’expression des récepteurs et coréceptéansrée du VIH-1, et du tropisme de la
souche virale. En effet, la gp120 de la particutale doit reconnaitre le récepteur CD4 et un
corécepteur (CCR5 et/ou CXCR4) [Wilen 2012 ; Mediky2014]. Ainsi, les types cellulaires
qui expriment a la fois le récepteur CD4 et un cepéeur sont les cellules cibles du virus.
On retrouve donc, comme cellules cibles du VIH (iFéy4) [Bartoret al. 2016] :

- les lymphocytes T CD4+ (CD4+, CCR5+, CXCR4+)

- les monocytes/macrophages (CD4+, CCR5+)

- les cellules folliculaires dendritiques (CD4+, CGREXCR4+)

- les cellules microgliales (CD4+, CCR5+)

- les astrocytes (CCR5+, CXCR4+)

- les cellules NK pounatural killer (CD4+, CCR5+, CXCR4+)

Les principales cellules cibles du virus sont legmghocytes T CD4+ et les
monocytes/macrophages [Bartat al. 2016]. Ces cellules sont présentes dans tout
'organisme. Différentes sous-populations de lyngyties T CD4+ existent et expriment plus
ou mojns les récepteurs et co-récepteurs du Vieliadurface. Ainsi, les niveaux d’infection
de ces cellules sont varaibles d’'une sous-populaticautre [Leeet al. 2016].

Les cellules folliculaires dendritiques sont eégadaisensibles a I'infection et sont présentes
dans les ganglions lymphatiques. Dans le systemeume central, les cellules microgliales
qui coexpriment CD4 et CCR5 sont également le sidgee multiplication virale locale.
L’infection des astrocytes par le VIH est contreéer [Liu 2004 ; Boutet 2001] ; en effet, ces
cellules n'expriment pas le CD4. Ainsi, des méaaeis d’entrée du virus n’utilisant pas le
CD4 sont envisagés comme l'utilisation de la pri@éiMR pourhuman mannose receptor
[Liu 2004].

Une sous-population de cellules NK exprime CD4, GCR CXCR4 [Valentin 2003 ;
Bernstein 2009] et sont donc susceptibles d’éfiexias.

On peut également noter que les cellules dendesigxpriment une lectine de type C appelée
DC-SIGN pour Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molge-3-Grabbing-Non-
integrin, qui permet de reconnaitre le virus par sa gpl2@eel’internaliser [Geijtenbeek
2000].
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Figure 2. Cellules cibles du VIH et distribution @iomique. Adaptée de Barton
et al. 2016.

Les principales cellules cibles du VIH sont les hhacytes T CD4+ et les macrophages. Ces cellules
sont retrouvées dans différents compartiments angtes. On peut également noter que les cellules
NK, les cellules folliculaires dendritiques, ledlakes microgliales et les astrocytes peuvent égatd

étre infectées par le VIH.

3. Cycle viral

Dans les lymphocytes T CD4+ activés, la durée dilecge réplication virale est estimée a 2

jours [Perelson 1996]. Le cycle viral peut étreatdposé en neuf étapes (Figure 3) :
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(1) I'entrée virale. Lors de cette premiere étdaegarticule virale mature vient se fixer sur sa
cellule cible par la gpl120 virale aux récepteurs4CGid aux corécepteurs des chémokines
(CCR5 et CXCR4) [Wileret al. 2012 ; Melikyanet al. 2014]. L’attachement engendre une
modification de la conformation de la gp41 qui petra fusion des membranes cellulaires.
La capside virale est alors libérée dans le cysmp&a Les virions infectieux peuvent
également entrer dans la cellule par la voie dadbeytose (étape (9) sur la Figure 3)
[Permanyeet al. 2010].

(2) la rétro-transcription. Le génome viral sousf@ane ARN est associé a la transcriptase

inverse et a d’autres protéines au sein d’'un coxepdppelé RTC poueverse transcriptase
complex L’ARN viral y est rétrotranscrit en un doublerbd’ADN [Huet al.2012].

(3) lintégration virale. Aprés la retro-transciin, le RTC est réorganisé en PIC ppue-

integration complexians le cytoplasme. La composition exacte du R#€t pas consensuelle,
mais comprend des protéines virales, cellulaird@&BiN viral double brin linéaire (Figure 4)
[Ambroseet al. 2014]. L'intégration du génome viral comprend j@uss étapes. La premiére
étape consiste en une activité de 3'-processirggt-@-dire que I'intégrase, alors sous forme
tétrameérique, enléve deux nucléotides a chaquéraitér 3’ du double brin d’ADN viral. Un
groupement hydroxyle ainsi dégageé interagit avADN de la cellule hote [Engelmaeat al.
2008]. La deuxiéme étape consiste en I'import raickédu PIC. Ceci se fait par les pores
nucléaires par les pores nucléaires ou NPC poclear pore complefEngelmaret al. 2008].
Lors de cette étape, et a partir du double brinDiNAnon-intégré, une transcription pré-
intégration a lieu permettant la synthése de poiéines virale, Rev, Tat et Nef [Sloanal.
2011]. La troisitme étape consiste en la locabsatiu PIC au niveau du chromosome
humain dans un domaine activement transcrit [Ceadgial. 2012]. C’est ensuite l'intégrase
virale en présence d'un cofacteur cellulaire essentEDGF/p75 pourlens epithelium-
derived growth factgrqui permet la formation de jonctions entre legusfices répétées LTR
de 'ADN-VIH et de I'ADN cellulaire [Craigieet al. 2012]. L'intégration ou la persistance
des formes intégrées semble avoir lieu prioritagena proximité de pro-oncogénes, et joue
un role dans I'expansion clonale des cellules igfes [Maldarelli 2014]. La quatrieme étape
est le transfert de brin. L'ADN viral est inséréndal’ADN cellulaire par la réaction de
transfert de brin [Engelmaat al. 2008]. La derniere étape consiste en la réparatam
jonctions ainsi formées par des cofacteurs cetegdiCraigieet al. 2012].

(4) la_transcription virale. Les protéines viralest et Nef détournent la machinerie cellulaire

transcriptionnelle pour synthétiser des ARN messéBNm) a partir de 'ADN proviral
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intégré [Karnet al. 2012]. Tat permet par exemple le recrutement a¢edas facilitant
'élongation tels que les histones acétyltrans&sast le complexgositive transcription
elongation factor p-TEFB). La protéine Rev recrute des protéinehilzétes pour exporter
les ARNm dans le cytoplasme [Rausttal. 2015].

(5) la traduction virale. Les ARNm viraux sont tétd en précurseurs dans différents

compartiments cellulaires. Les ARNm de Gag, Gag®ibl Vpr, Nef, Tat et Rev sont traduits
en polysomes cytosoliques, hormis Env et Vpu [Suigdet al. 2012]. Dans le cytoplasme, la
forme mature de Vpr interagit avec des protéindisilages (DCAF1 et SLX4) pour induire
l'arrét du cycle cellulaire en phase G2/M [Laguedtal. 2014 ; Riceet al. 2015]. Vif active

la dégradation des protéines APOBEC3 [Albiral. 2010 ; Sakagt al. 2006]. Nef a plusieurs
fonctions dans différents compartiments cellulage®n interaction avec diverses protéines
cellulaires [Fosteet al. 2008]. Dans le réticulum endoplasmique, ’TARNm\g®i est traduit
et les protéines matures de Vpu interagissent &e€D4 nouvellement synthétisé et le
retiennent [Magadaret al. 2012]. Le CD4 est ensuite dégradé par la voieslyswle ou la
voie du protéasome [Magadahal. 2012 ; Van Dammet al. 2008]. De méme, Vpu cible la
tétherine qui est dégradée de la méme maniereeq0B4 [lwabuet al. 2009]. La synthése et
la maturation du précurseur protéique Env se fansde réticulum endoplasmique [Hagh
al. 2013]. Dans l'appareil de Golgi, les protéasehutates clivent le précurseur en gpl120 et
gp41l qui sont assemblées de facon non covalentéténo-dimére [Wyatét al. 1998]. Peu
de protéines Env parviennent a la membrane ce#ylan raison d’'un important taux de
dégradation dans le réticulum endoplasmique epdéegil de Golgi [Santos da Sihat al.
2013]. Les protéines Env, Vpr, Tat et Nef sont aff@s a la membrane cellulaire via la voie
sécrétoire [Sundquigt al. 2012].

(6) assemblage et bourgeonnement. Les nouvealonsigont assemblés a partir de deux

copies d’ARN génomique viral, des protéines virdéag, GagPol, Env, Vif, Vpr et Nef) et
de cofacteurs cellulaires [Sundquestal. 2012]. Les particules virales s’assemblent etteoit

la cellule par bourgeonnement [Sundqeisal. 2012]. Nef induit la dégradation du CD4 pour
empécher linteraction Env-CD4 a la surface deddipule virale [Fosteet al. 2008]. Les
virions peuvent également quitter la cellule pa Wwies de I'exocytose (étape (8) sur la
Figure 3) [Wuet al.2006].

(7) maturation de la particule virale. La protéasale clive les précurseur Gag et GagPol en

protéines structurales (matrice, capside, nucléidapet p6) et non-structurales (protéase,

transcriptase inverse et intégrase). Les virionmatures deviennent alors matures et ce
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réarrangement structural rend la particule virafedtieuse [Sundquigt al. 2012 ; Bellet al.
2013].
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Figure 3. Représentation du cycle viral du VIH-I1dajptée de Li et al. 2016.

Le cycle viral peut étre déecomposé en neuf étafigd’entrée virale, (ii) la rétro-transcriptioriji)
l'intégration virale, (iv) la transcription virale(v) la traduction virale, (vi) assemblage et
bourgeonnement, (vii) maturation de la particutlale, et deux étapes correspondent respectivement a
des voies alternatives (viii) de sortie par exosgtet (ix) d’entrée par endocytose.
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Pre-integration complex (PIC) =
Integrase (tetrameric) + viral dsDNA + reverse transcriptase +
nucloecapsid + capsid + matrix + vpr

Figure 4. Représentation du complexe de pré-intéigra(PIC)

Le complexe de pré-intégration (PIC) comprend égrase sous forme tétramérique. Le domaine
catalytique de l'intégrase (CCD) catalyse I'étape3dprocessing et de transfert de brin. Les doawin
N-(NTD) et C-(CTD)-terminaux interagissent avec DN viral, 'ADN cellulaire et la transcriptase
inverse. Les autres composants viraux du PIC $&idN viral, la transcriptase inverse (RT), des
protéines structurales (matrice, capside et nuajgéside) et Vpr. Aprés I'étape de 3'-processing, le
PIC est localisé au niveau du génome humain peofiecteur cellulaire LEDGF/p75, et la réaction de

transfert de brin peut avoir lieu.

B. Transmission & étapes précoces de I'infection

La majorité des infections par le VIH-1 surviennaptés une exposition sexuelle. Dans notre
centre, une transmission sexuelle est notée pobf@aes 1240 patients que compte la file
active en 2016 [Rapport d’activité, Le Trait d’Unjd2016]. Ce chiffre est de 90% pour les 51
personnes dépistées au courant de I'année 2016. d@acontexte de contamination par voie
sexuelle, I'entrée du virus peut se faire via legjoeuses génitale, rectale ou orale [Vernazza

et al. 1999]. La probabilité de transmission par acteiskgst faible [Vargheset al. 2002].
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A ce jour, des études chez le sinigeyitro etin situ chez 'homme ont permis d’analyser les
premiers mécanismes de transmission et d’entréeirda (Figure 5) [Haaset al. 2011 ;
Dezzuttiet al. 2013].

Deux possibilites d’entrée du SIV ou du VIH au m@ivedes muqueuses génitale et anale
semblent coexister : sous forme de particules egralu sous forme de cellules infectées en
capacité de produire des virons infectieux [Berfmecklinet al. 2013]. Dans le sens de la
transmission homme/femme, le virus est alors atacblu mucus cervicovaginal. La qualité
et la quantité de ce mucus peuvent ralentir saigioh vers I'épithélium [Laet al. 2009 ;
Cariaset al. 2013 ; Shukaiet al. 2013]. Le mucus colorectal sert également de drariaux
virions infectieux en bloquant l'accés au récept@®€-SIGN présent sur les cellules
dendritiques [Stax 205]. Par ailleurs, la transioissiu VIH est plus fréquente si la muqueuse
génitale est Iésée par un traumatisme physiqueaoprésence d’'une infection génitale
[Draughonet al.2012].

En primo-infection apres une exposition sexuebeyIH traverse I'épithélium muqueux par
'un des mécanismes suivants : la transcytose,umappar les cellules épithéliales ou
dendritiques, ou I'exposition directe des cellutgsis-épithéliales par des lésions dans la
barriere muqueuse [Popéal. 2003].

Concernant les facteurs facilitant du passage @mthdu virus, dans l'appareil génital
féminin, I'épithélium de I'endocol (monocouche) ddeétre plus facilement traversé par le
VIH que les épithéliums multicouches de I'exocoldet vagin. Cependant cette barriere
épithéliale varie au cours du cycle menstruel etégonse a la prise d’hormones féminines
comme la progestérone. Une inflammation préexistdide, par exemple, a d’autres
infections sexuellement transmissibles et certaiigobicides comme le nonoxynol-9 cause
des micro ulcérations et une rupture de l'intégiied’épithélium qui favorisent le passage du
virus. Une ectopie cervicale et une vaginose bigcbée ont également été associées a un
risque augmenté d’acquisition du VIH.

Dans le cadre d’'un épithélium intact, il existeguwrs modes de traversée de I'épithélium :

- latranscytose correspond a un passage vesicutaisdes cellules sous-épithéliales ;
- la capture sélective de variants tropiques R5 tralesfert de ces variants aux cellules
sous-épithéliales exprimant le corécepteur CCR5 ;
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- la capture par les cellules dendritiques qui sositppnnées dans ou sous I'épithélium
et qui projettent leurs dendrites vers la surfagelunen pour attraper les agents
pathogénes. Les cellules dendritiques expriment,GDER5, DC-SIGN et d’autres
lectines de type C qui permettent la capture desnd. Différentes sous-populations
de cellules dendritiques expriment différentesites de type C pour assurer capture
et dissémination des pathogénes ;

- les lymphocytes T CD4+ intra-épithéliaux sont égedat exposés directement au

virus.

Globalement, le virus est pris en charge par Idlsles dendritiques sous-épithéliales (via
DC-SIGN) qui le projettent a travers I'épithéliunuqueux [Haaset al. 2011, Dezzuttet al.
2013].

Une fois passé I'épithélium muqueux, les viriondesricellules transportant le virus vont étre
au contact des cellules del&amina propriadu vagin ou du rectum. Au cours de la primo-
infection, le virus présente un tropisme accru pgesircellules exprimant le corécepteur CCR5
[Cohenet al. 2011] ; il va infecter localement quelques cebBula savoir les lymphocytes T
CD4+ de types transitionnels/effecteurs mémoirassgents ou subactivés [kt al. 2005]
exprimant des niveaux suffisants du corécepteur £fPRleset al. 2001], les macrophages et
les cellules dendritiques [Zhargg al. 2004]. Les virus de tropisme X4 peuvent infeces |
cellules T CD4+ quiescentes gqu’elles soient natresnémoires [Sallustet al. 1999]. Cette
préférence d'utilisation du corécepteur CCR5 emprinfection est retrouvée sur les souches
transmises dans le plasma. En effet, la détectoradants viraux a tropisme pour le CXCR4
est retrouvée chez environ 5% des personnes ew4imiection [Raymonct al. 2013, Boret

al. 2015].

Dans différents modeéles d’explants cervicaux, ita montré que les premieres cellules
directement sous I'épithélium a étre infectées lpa¥IH sont les cellules dendritiques, les

macrophages et les lymphocytes T CD4+ en 24 a Uzb¢Dezzuttet al. 2013].

La transmission du virus porté par les cellulesddénques aux lymphocytes T CD4+ est

notamment favorisée par les lectines de type @ &rmation de synapses virologiques avec
les lymphocytes T CD4+ adjacents, en une heuregBbal. 2003]. Ce mode de transmission

facilite la dissémination aux lymphocytes T CD4,garticulier les lymphocytes mémoires

p. 32



qgui semble étre la sous-population la plus progiadti vivo. Les virions produits ou portés
par les lymphocytes T CD4+, les cellules dendrémet les macrophages vont étre drainés
jusqu’aux ganglions lymphatiques proches et dissémiinfection. L’'infection peut donc
étre, dans un premier temps, localisée au nivealadeorte d’entrée du virus ou bien
disséminée rapidement vers les ganglions. Le chament du virus vers les ganglions
lymphatiques a proximité met environ 48 heures. frigscipaux organes infectés ensuite sont
les organes lymphoides secondaires ou périphérigaesylions, rate, tissus lymphoides des

mugueuses intestinales et pulmonaires) [Estes 2017].

Les ganglions sont le lieu de rencontre des antigén des cellules du systéme immunitaire
pour I'établissement des réponses immunes. Lesegtognées ont montré que l'activation
des lymphocytes T CD4+ infectés dans les gangkomsluit a une amplification majeure de
la production virale [Estest al. 2017]. L’hyperplasie folliculaire et lI'activatiormmune
intense conduit a un rapide dépassement des ceggresinatifs du tissu lymphocytaire
folliculaire [Honget al. 2014]. Les organes lymphoides primaires (thymuwseli® osseuse) et
les organes lieu de résidence des différentesleglimmunitaires (systeme nerveux central,
tractus génital, foie) sont également rapidemeiectas [Kleinet al. 2017 ; Sturdevargt al.
2012 ; Suzukiet al. 2005]. A cette phase, une forte déplétion du nends lymphocytes T
CD4+ (>60%) dans le sang et les tissus est notérfiiet al. 2014], particulierement dans
le tissu lymphoide digestif ou GALT po@ut Associated Lymphoid Tiss[[@eleage et a.
2016].

Les niveaux de virémie sont variables en primodtiéam [Stekleret al. 2004]. Les personnes
dépistées avant la séroconversion ont en générARMNVIH supérieur 500.000 copies/mL
de plasma sanguin. Avec le développement de lansgpommunitaire CD8 cytotoxique, la
virémie décroit jusqu’a atteindre un niveau d’éidpné production/destruction des particules
virales au bout de 31 jours aprés le pic de viréimeniveau d’équilibre varie en fonction des
individus et dépend principalement du pic de vienpRobb et al. 2016]. Le niveau
d’équilibre est un facteur pronostic a long terneel’'thfection. Les symptomes de primo-
infection apparaissent un peu avant le pic de vaéeh persistent jusqu’a celui-ci environ.
Bien que les symptémes de primo-infection cessergéméral une fois I'équilibre atteint, la
quantité de particules virales produites par jatrimportante (18 virions par jour) [Stekler
et al. 2004].
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Figure 5. Invasion du VIH en primo-infection. Adaptde Kahn et al. 2018.

Aprés un passage muqueux du VIH et la prise engehpar les cellules dendritiques, le virus est
présenté a ses cellules cibles, notamment les lyoypés T CD4+ dans les ganglions lymphatiques en
48 heures. Dans les jours qui vont suivre, le viraslisséminer par voie hématogene dans ses autres

organes cibles.
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C. Clinico-biologie de la primo-infection

nt de vue biologique, la primo-infection ecomposée en plusieurs stades selon la
cation de Fiebig. Cette classification katée sur la chronologie de positivation de

différents marqueurs directs et indirects de l'oti@en virale (Figure 6). Aprés une phase

d’éclipse d’environ une semaine durant laquelleuaumarqueur de l'infection ne peut étre

détecté, les différents marqueurs vont deveniratisiées les uns apres les autres dans l'ordre

chrono

logique suivant :

(i) ARN-VIH positif,

(ii) Ag p24 positif,

(i) sérologie positive,

(iv) western blot indéterming,

(v) western blot positif avec p31 négative

et (vi) western blot positif avec p31 positive.

Les derniers stades de cette classification sérdiftient donc uniguement par la détection

des anticorps dirigés contre la protéine p31 dusva savoir I'intégrase. Le stade (v) de la

classifi

cation de Fiebig correspond au stade Is fing (de 1 a 3 mois aprés le contage) ; il

est également celui auquel on détecte le plus émdguent les personnes en primo-infection.

Eclipse | i v \
 —
Viral RNA +
Gag p24 antigen +
ELISA +
1074 Western blot +
E 106 Western blot + p31-
= Western blot + p31+
%‘- 1054
- Viral load
- 10%4 Strain-specific neutralizing antibodies
.§ 10°- gp41 Antibodies
= Antibody-antigen complexes
-c'é 1024 Inflammatory cytokines
= CD8 T-cell responses
g 10 A
= U9 . ———— cute-phase reactants
> ;
AT Viral latency
0 T T T T T T 77
0 10 20 30 40 50 100 1000

Days since Infection

Figure 6. Stadification de la primo-infection seldnebig. Adaptée de Cohen et
al. 2011.
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La primo-infection est décomposée en six stadesnohwgiques : (i) ARN-VIH positif, (i) Ag p24

positif, (iii) sérologie positive, (iv) western blimdéterminé, (v) western blot positif avec p3fjat&e

et (vi) western blot positif avec p31 positive.

Du point de vue clinique, la primo-infection esftduemment symptomatique (65-95%) et se

présente fréqguemment sous l'allure d’'un syndromaugs-grippal (Tableau 1) [Herat al.

2017].

TABLEAU 1. SIGNES CLINICO-BIOLOGIQUES OBSERVABLES LORS DUNE PRIMO-INFECTION

VIH.

Symptéme ou signe biologique
Fievre

Eruption maculo-papuleuse
Polyadénopathie

Pharyngite

Amaigrissement

Ulcérations buccales et/ou génitales
Myalgies, arthralgies

Troubles digestifs : diarrhée, nausées
Céphalées

Autres signes neurologiques
Thrombopénie (<150 000 plaquettes)
Neutropénie, anémie

Lymphopénie (<1000 cellules/nfin
Cytolyse hépatique

Fréquence (%)
>90

55-73
57
40-77
19-50

30-40
30-60
33

29-55

13
30-74

35-26
30
23-46

Les symptomes se résolvent en quelques semainesachleipart des personnes.

D. Diversité virale et réservoirs en primo-infection

1. Généralités sur le réservoir
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Le réservoir VIH peut étre défini comme I'ensemble des cellulekesibdu VIH ayant intégré

le virus dans leur génome. Ces cellules cibles somtbreuses, outre les lymphocytes T

CD4+, on peut noter les monocytes-macrophageselades folliculaires dendritiques et les

cellules de la microglie cérébrale. La diversités dgpes cellulaires et leur localisation

anatomique variée allant du tractus génital auésyst nerveux central créent autant de

sanctuaires pouvant abriter le VIH (Figure 7). t@iees de ces cellules ont une demi-vie trés

longue ce qui prédit la persistance virale [Stedial. 2003].

Ces différents compartiments peuvent étre conssdezdme des réservoirs différents du VIH

dans lesquels le virus se comporte de facon diftéren raison de :

la composition cellulaire du compartiment ;

I'existence éventuelle d’'une barriere anatomiquwudu compartiment et donc des
eéchanges possibles avec les autres compartimsetyoés ;

la pression de sélection immunitaire dans le cotiipant ;

la pression de sélection médicamenteuse dans Ipastiment (notamment en raison

de la pénétration locale des molécules antirétatns).

Brain

Lymph nodes
and thymus
Lung
Blood
Spleen
Gut-associated Kidney
lymphoid tissue Adipose
tissue

=R Genital tract
. and fluids

Bone marrow
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Figure 7. Distribution anatomique des réservoirsHVIAdaptée de Avettand-
Fenoel et al. 2016.

Les compartiments anatomiques identifiés commervéss du VIH sont, par ordre quantitatif
décroissant : le tissu lymphoide associé au tradigestif, les ganglions lymphatiques et les autres
compartiments (sang, cerveau, poumon, rate, risisi) fadipeux, moelle osseuse et tractus génital)
[Esteset al. 2017].

Techniques de mesure du réservoir
Différentes techniques de détection et de quaatiio des réservoirs VIH sont retrouvées
dans la littérature. Ces techniques font appeladi¢ la culture virale aprés induction, soit a
de la biologie moléculaire.
La premiere approche, plus fonctionnelle, consestéa mise en culture de cellules cibles du
VIH puis la stimulation de celles-ci et enfin lateléion de la production de particules virales.
Cette technique, nommée gVOA pawantitative viral outgrowth assag été I'une des
premiéeres techniques utilisées historiquement [Ghuad. 1998]. Différents types de cellules
peuvent ainsi étre étudiées, provenant de différentmpartiments réservoirs, sanguins ou
autres.
La seconde approche consiste en la mise en évidiengénome du VIH sous sa forme ADN
par des techniques de biologie moléculaire. L’ADMNH\peut étre présent sous différentes
formes dans la cellule (Figure 8) :

- les formes intégrées (provirus) ;

- les formes non-intégrées : cercles 2-LTR, cercle$R, ADN linéaire non intégré.

Y
External HIV ANA S N

HIV DNA*

‘ Cell associated RNA
US RNA and MS RNA



Figure 8. Approches de quantification du réservoNWIH par biologie

moléculaire. Adaptée de Lewin et al. 2011.

Différentes techniques sont utilisées pour détexdsrdifférentes formes d’ADN VIH.
La mesure de ’ADN VIH intégré est une PCR utilisdaux amorces :

- la premiere s’hybride dans la partie terminale éimnagne du VIH, le LTR ;

- la seconde s’hybride a une séquence répétée dggmdene humain, par exemple les
séquences Alu, car l'intégration du génome de w@stspossible a différents endroits
du génome humain.

L’ADN 2-LTR peut également étre quantifié par POR@des amorces s’hybridant dans les
deux séquences LTR juxtaposées.

Enfin, 'ADN VIH total peut également étre quandifiil est le reflet de toutes les formes
d’ADN VIH potentiellement présentes dans les celiuhotes.

Cependant, grace au séquencage du génome entinudiLeeet al, ont démontré qu’'une
majorité des formes d’ADN VIH présentes dans lelules sont en réalité des formes
défectives du virus, principalement en raison dgdalélétions internes [Lest al. 2017].
Ainsi, la quantification des difféerentes formes W VIH ne reflete pas le réservoir

fonctionnel du virus.

Plusieurs équipes ont comparé les résultats detifjcaton du réservoir VIH avec ces
différentes techniques. Il en ressort que les tgcias de biologie moléculaire sur-quantifient
le niveau de réservoir, et que le qVOA, quant adaus-quantifie le niveau de réservoir [Ho
et al. 2013]. Néanmoins, les résultats obtenus dans iffiésedtes techniques sont plus ou
moins corrélées : elles peuvent étre utilisées paddamment ou conjointement dans des
études en prenant en compte les limites de chdé&uikssonet al. 2013].

On peut noter que pour des études impliqguant Keeatl’'un grand nombre de prélévements,
la mesure de 'ADN VIH total semble la plus int&yaste par rapport aux autres techniques.
D’une part les techniques de qVOA et de la meseré ADN VIH intégré sont longues et
colteuses a mettre en ceuvre et manquent de repbildtéc D’autre part, la quantification de
'ADN VIH total est rapide et peu colteuse et sesnthvantage reproductible [Avettand-
Fenoelet al. 2016 ; Gantneet al. 2017]. Certes, cette derniére technique sur-giigné

niveau de réservoir car quantifie également leasvidéfectifs et non-infectieux mais les
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formes non-intégrées et défectives peuvent parboisde méme étre traduites en protéines et

ainsi participer a l'inflammation [Avettand-Fenaalal. 2016 ; Imamichet al. 2016].

De nombreuses cohortes onte été mises en placeébadier la dynamique virale et les
réservoirs en primo-infection. La plupart de cesdés sont focalisées sur l'analyse du
compartiment sanguin. A [|'échelle internationale@, d¢ohorte thailandaise incluant des
personnes deépistées et en primo-infection, etchdle nationale, la cohorte PRIMO incluant
les personnes dépistées et traitées en primo-iofeseront les deux principales cohortes

abordées en terme de résultats (Tableau 2).

TABLEAU 2. DESCRIPTIF DES DEUX PRINCIPALES ETUDES DU RESERVOIRVIH EN PRIMO-

INFECTION ANALYSEES.

Cohorte RV254/SEARCHO010 et  ANRS C06 PRIMO cohort
RV304/SEARCHO013
Investigateur principal Ananworanich J. Meyer L.
Lieu de recrutement Thailande France
Critéeres d’inclusion Inclusion des personnes Inclusion des personnes

dépistées aux stades de Fie dépistées aux stades de Fiebig

lalv laVv
Principales publications Robbet al.2016 Goujardet al. 2006
Ananworanichet al.2016 Chéretet al. 2015
Seretiet al. 2017 Laananiet al. 2015
2. Compartiment sanguin

1. Diversité et dynamique virale de 'ARN VIH sangun

La connaissance de la génétique virale et de lgplexité des variants transmis lors de la
contamination sexuelle est primordiale pour la masepoint de stratégies préventives et
curatives. La plupart des études de cohortes dmpees en primo-infection ont montré que
le nombre de souches transmises et la diversitétigéie étaient limités [Keelet al. 2008,

Parrishet al. 2013]. Le nombre de variants différents transnuarmit étre plus important
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chez les HSH, ceci probablement en raison d'undlenee perméabilité de la muqueuse
anale [Liet al. 2010]. Mais ceci reste controversé : en effetyfetlal. ont récemment montré
gue le mode de transmission n'impacte pas le norderevariants transmis mais leurs
signatures génétiques [Tulbt al. 2016]. Une pression de sélection plus importantstéa
notée pour les modes de transmission a faible gigggétérosexuel par rapport a HSH) et pour
le type de rapport (anal insertif par rapport alamaeptif). Lors d’'une transmission
hétérosexuelle, des polymorphismes simples onblésérvés dans la gp4l, alors que lors
d’'une transmission HSH, de multiples mutations sas#ociées dans la gp120 (hotamment
dans les résidus impliqués dans la liaison auxeacaminés). Les souches sélectionnées ont
probablement une meilleure capacité réplicativeosiduisent donc a un meilleur rendement
d’infection [Carlsonet al. 2014]. Il est donc admis que la diversité viradaguine observée
en primo-infection est faible, la quasiespéce eira¢ diversifiant avec le temps, lors de
'échappement a la réponse immunitaire. Cependant, utilisant des techniques de
séquencage a haut débit, Kijekal. ont montré la présence de variants minoritairesldé
primo-infection. Dans cette étude, ces variantsomit@ires présents chez cing individus ont
pu devenir majoritaires apres la mise en place et@ponse immunitaire contre la souche
initialement majoritaire (Figure 9).

Le contrble de la virémie d’équilibre est associé ééponse CD8 spécifique [Ndhloet al.
2015]. En effet, dans une petite cohorte sud-africale primo-infection, la rapidité de la
réponse CD8 et lintensité de leur activation étaignversement corrélées au niveau

d’équilibre de la virémie.
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Le panel de gauche représente la variation desawdsi observés en pourcentage de la quasiespéce.
Le panel de droite représente la charge viraledacun des variants de la quasiespéce.
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2. Diversité et dynamique virale de I'ADN VIH sangun

Un réservoir de cellules latentes infectées pavides est établi depuis la primo-infection
[Chunet al. 1998]. La capacité réplicative des variants traagpourrait impacter I'activation
immune et la quantité d’ADN-VIH dans les lymphogytd CD4+ en primo-infection
[Claiborneet al. 2015]. En effet, Claibornet al. ont amplifié les séquences daga 3 mois
post-infection de 127 individus dans un ADN provgannu (MJ4). La capacité réplicative de
ce virus chimérique a ensuite été mesurée en euttltulaire, et stratifiee en faible et forte
selon la position par rapport a la valeur médi&rans une sous-étude, chez 21 individus, les
sous-populations de lymphocytes T CD4+ ont étédrgar cytométrie en flux en : naif (TN),
central mémoire (TCM) et effecteur mémoire (TEM)arl3 ces trois sous-populations les
valeurs d’ADN-VIH total étaient plus élevées poas Ipersonnes porteuses de variants a

capacité réplicative élevée [Claiboreieal. 2015].

Cependant la diversité génétique dans les prosamguins est faible en primo-infection
[Novitsky et al. 2009]. En effet, en séquencantglal20de I’ADN VIH sanguin obtenu par
dilution limite de huit individus, il a été montggie la diversité virale est faible en tout début
d’infection et augmente avec le temps. La perstgabune faible diversité virale a d’ailleurs

été associée a un rapide déclin du nombre de lyoypdo T CD4+.

Par ailleurs, Leet al. ont récemment démontré que la plupart des prodams intacts en
primo-infection [Leeet al. 2018]. Aprés séquencage du génome entier de ChfS&tées par
le VIH de quatre individus en primo-infection (atade Il de Fiebig, n=2 et au stade V de
Fiebig, n=2), on note que :
- le nombre de génomes intacts par million de CMSgramte au cours du temps,
passant de 22 a 31 entre les deux stades ;
- la fréqguence de génomes intacts dans la quasiespreébé&sée dans I'ADN-VIH
diminue avec le temps, passant de 91% a 22%.
Ceci laisse penser a une accumulation rapide des<ldéfectifs a mesure que le réservoir se

remplit en primo-infection.

Ensuite, Chéretet al. ont démontré qgu’en primo-infection toutes les spogulations
lymphocytaires sanguines ne contribuent pas de érargéquivalente au réservoir VIH
sanguin [Chéregt al. 2015]. Dans cette etude 'ADN-VIH total a été quié dans les sous
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populations lymphocytaires suivantes : naif (TNgntcal mémoire (TCM), transitionnel
mémoire (TTM) et effecteur mémoire (TEM). Le pourtamge le plus élevé de contribution au

réservoir sanguin a été retrouvé dans les TTM.

Enfin, sur la quantification du réservoir VIH sanguaucune étude utilisant le qVOA chez
des personnes en primo-infection en pré-thérapsaitidest a ce jour publiée. En revanche,
plusieurs études ont quantifié ’TADN-VIH total (kigg 10) [Avettand-Fenoedt al. 2016].
Dans la cohorte PRIMO et pour 552 individus, 'TADNH médian a la découverte de la
primo-infection était de 3,3 log copies/million @ISP [Goujardet al. 2006]. Dans I'essai
OPTIPRIM, 'ADN-VIH total médian au début de I'étacttait de 3,6 log copies/million de
CMSP [Chérekt al. 2015]. Dans la cohorte Thali, le pic de chargele/ifdDN-VIH se situe
aux alentours de 3 log copies/million de CMSP [Amaranichet al.2016]
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3. Le tractus génital masculin

Le tractus génital masculin se compose des tesicavec I'épididyme, lgas deferensles
vésicules séminales, la prostate et le pénis.tigéséralement admis que le tractus génital
masculin est un sanctuaire viral principalementagson de I'existence de la barriere hémato-
testiculaire [Borzyet al. 1988]. Cette barriere est formée par I'existenegothctions serrées
entre les cellules de Sertoli des tubules sémesfecréant un microenvironnement derriere
celles-ci [Chenget al. 2012]. Il est important de définir si le tractuEngal masculin peut bel
et bien étre considéré comme un site sanctuaitée Getion a été majoritairement étudiée sur
des préléevements spermatiques. La détection du ddik le sperme est possible chez les
hommes & des niveaux variables en fonction du stadénfection, la prise d’'un traitement
antirétroviral et de la présence concomitante démuinfections sexuellement transmissibles
[Kalichmanet al. 2008 ; Mujugiraet al. 2016].

Bien que le sperme soit composé de sécrétions @tlilges des testicules, de I'épididyme, de
la prostate, des vésicules séminales et des gldndles-urétrales, peu d’études ont analysé la
réplication du VIH dans ces différents sites. Laa@omie n'a que peu de d'effet sur la
détection de 'ARN-VIH dans le sperme, ce qui sugggue les testicules et I'épididyme ne
sont pas des sources principales de particuletesidans le sperme [Krieget al. 1998].
Deleageet al.ont analysé des explants de vésicules séminalpsrdennes virémiques naives
de traitement et de personnes traitées avirémiagiamt montré que des protéines virales et
de 'ARN-VIH peuvent étre détectés. Au niveau desite, les principales cellules infectées
étaient les macrophages mais également les lympégdy[Deleaget al. 2011]. Le Tortorec

et al. ont utilisé des explants prostatiques d’hommegsgtant une prostatectomie pour une
hypertrophie bénigne de la prostate afin de téateusceptibilité a I'infection par le VIH des
cellules résidentes. L'infection efficace et la liggtion dans les lymphocytes T et les
macrophages locaux a été observée [Le Tortetem. 2008]. Ganoret al. ont obtenu des
prélevements de pénis entiers de personnes tramrsgkms de I'opération chirurgicale de
changement de sexe et ont identifié les macrophegesne étant les cellules initialement
infectées par le VIH [Ganat al. 2013]. Sur le méme type de prélevements, mais &ait-

ci des personnes vivant avec le VIH sous traiteraatitétroviral efficace, ils ont démontré
gue les macrophages urétraux polarisés M1/M2 (transels) contenaient des protéines du
VIH, de 'ADN-VIH intégré et produisaient des padies virales [Bomsedt al. 2017]. Ainsi,
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les macrophages semblent étre les cellules résemjeures dans la muqueuse génitale et
étre la source de réplication locale.
En résumé, le VIH peut étre détecté dans différsités du tractus génital masculin, avec les

macrophages comme source locale d’infection.

Durant la primo-infection, les souches virales pnéss dans le sperme d'individus
nouvellement infectés sont en général identiquessauches sanguines, ce qui suggére un
import récent et direct du compartiment sanguiridRiet al. 2004]. Ces souches séminales
proviennent donc probablement d’une diffusion passie virions sanguins ou du passage de
cellules sanguines infectées (Figure 11). Au stddefection récente (aprés 3 mois
d’infection), le niveau d’ADN-VIH total dans lesltdes rondes du sperme est plus important
guau moment de la primo-infection [Chéret al. 2017]. Ces résultats suggerent que la
compartimentalisation du réservoir VIH dans le tinagénital masculin est plus tardive. Ceci
peut s’expliquer par une infection par le VIH deBI®P sous un mode graduel en primo-
infection, et un transfert secondaire de ces CM8R e tractus génital masculin lors de

l'infection récente (Figure 11).

4, Le tractus génital féminin

Le tractus génital féminin est un milieu complexela fois sur le plan immunologique et
microbiologique, qui comprend deux compartimenigtamiques pour le tractus génital haut
(trompes de Fallope et endomeétre) et bas (end@alcol et vagin), créant différents
environnements [Leet al. 2015]. Cependant il n’y a pas de barriere physkiqtee le sang et

le tractus génital féminin ; ainsi, a la fois leéditaments et les virus sont supposés pouvoir
circuler librement entre les deux compartiments.digribution des leucocytes principaux
varie selon les différentes phases du cycle megistiies cellules immunitaires les plus
représentées sont les lymphocytes T, les macropletges cellules NK, les deux premiéres
étant les principales cibles du virus. La plupast @tudes ayant abordé le tractus génital
féminin se sont focalisées sur les sécrétions cevaginales, mais sont confrontées a des
biais d’échantillonnage des muqueuses, lors duguekcouvillonnage trop invasif peut
impacter les résultats.

Concernant les différents sites du tractus géfétainin, I'endocol et I'exocol semblent étre
les régions les plus impliqguées dans l'infectiom leaVIH. En effet, les cellules résidentes
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sont freguemment, mais a de faibles niveaux, pse®w’ADN-VIH a la fois chez des
personnes virémigues naives de traitement et desmpees traitées avirémiques [lverstral.
2004 ; Nunnaret al. 2005]. Une seule étude a investigué I'implicatitenl’endométre dans le
réservoir VIH et a montré que les lymphocytes T €D&taient rarement présents, voire
absents, dans ce site, ce qui suggére gu'’il niedigilement pas une source importante pour
la présence de particules virales dans les ségsétiervicovaginales [Johnstoateal. 1994].

Il N’y a pas d’informations dans la littérature walte sur le réle des trompes de Fallope dans

I'infection a VIH.

Il existe peu de données sur le tractus génitairfiéniors de la primo-infection VIH. Kleiet

al. ont comparé la diversité génétiqgue des quasiespadeles entre sécrétions
cervicovaginales et sang au moment de la primaiitie chez 72 femmes africaines. Les
guasiespéces geénitales présentaient une divegigtigue plus élevée que les quasiepeces
sanguines [Kleinet al. 2018]. Ce résultat suggéere que (i) une réplicationale
compartimentalisée est possible dans le tractusagé@minin et ce, dés la primo-infection et
gue (ii) le clone viral possédant la meilleure aaigaréplicative face a la pression de sélection

du compartiment génital est transmis au sang (Ei@aj.

5. Le tractus digestif

Le tissu lymphoide associé au tube digestif ou GAdotr Gut-associated lymphoide tissue
est probablement le plus important réservoir du déar [Thompsoat al.2017] :

- la présence d'un nombre important de cellules sidlevirus ;

- son réle de porte d’entrée lors de la contamination
Le GALT est le plus grand composant du tissu lynigéoil comprend les amygdales, les
plagues de Peyer, les agrégats lymphoides de restoet de lintestin et les cellules
lymphoides de la lamina propria. Le GALT est un gemmiers tissus a étre infectés apres
I'exposition au virus, et on note une déplétion lyesphocytes T CD4+ des le quatrieme jour
d’infection [Guadalupet al. 2003].

Crowell et al. ont montré que linfiltration du GALT par le VIHse rapide dés la primo-
infection [Crowellet al. 2016]. L’ADN et 'ARN-VIH ont été quantifiés sured biopsies
obtenues par rectosigmoidoscopie chez 41 partisipde 'étude RV254. Parmi eux, 76%
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(n=31) avaient un ARN-VIH détectable dans la biepggmoidienne, ces personnes étaient
infectées depuis plus longtemps que les autresjd@& VS 11 jours). Les marqueurs
d’activation immunitaires et 'ADN-VIH colonique &ent significativement plus élevés chez
ces personnes, et une tendance a un ADN-VIH ttialg¢levé dans les CMSP a été observee.
Une corrélation entre '’ADN-VIH sanguin et colong@avait déja été observée [Avettand-
Fenoelet al. 2008], et le niveau d’infection du tractus digeatété identifié comme marqueur
pronostique de l'inflammation [Tincagit al. 2009].

D’autre part, une déplétion importante en lymphesylr CD4+ est notée dés la primo-
infection avec une installation rapide qui augmemteec le temps de [linfection
[Ananworanichet al. 2012]. Entre les stades de Fiebig | et I, lagamion de lymphocytes T
CD4+CCR5+ (sur les lymphocytes T CD4+ totaux) chdée 53% a 19%. Cette baisse
concerne une déplétion majeure des sous-populalieihs et TCM [Ananworanichet al.
2012]. Les variants viraux seraient identiqueseeldrsang et les cellules rectales au moment

de la primo-infection [Bacchuet al. 2013].
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Figure 11. Modélisation de la compartimentalisatidn VIH dans le tractus génital masculin a difféeterstades cliniques et
thérapeutiques de I'infection. Adaptée de Gantnieale 2018.

La compartimentalisation varie au cours du temgie, mble intermittente et transitoire.
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La compartimentalisation varie au cours du temgie, mble intermittente et transitoire.
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En résumé au cours de la primo-infection :

- L’ARN et 'ADN-VIH sont élevés dans le sang [AvetitdFenoekt al. 2016]

- La diversité génétique des provirus sanguins dsteffNovitskyet al. 2009]

- La plupart des provirus sont intacts au tout déleutinfection [Leeet al. 2018]

- La contribution la plus importante au réservoir V#dnguin est dans les TTM
[Chéretet al. 2015]

- L’ARN et 'ADN-VIH sont élevés dans le sperme, leicrétions cervicovaginales |et
le tissu rectal [Chéredt al. 2017 ; Kleinet al.2018 ; Crowelkt al. 2016]

- Les séquences sont identiques entre le sang, tengpet le tissu rectal [Chéret
al. 2017 ; Bacchust al. 2013]

- La diversité génétique est plus importante dansédesétions cervicovaginales [Klein
et al.2018]
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lI.  Infection chronique

Apres la primo-infection, soit au-dela de 6 moiséagda contamination, l'infection a VIH est
alors qualifiée de chronique. Cette phase a longeecorrespond a une phase d’équilibre
entre la réplication permanente du virus et la rdesbn de celui-ci par le systeme
immunitaire. Durant cette période, le nombre de pigoctytes T CD4+ diminue
progressivement avec le temps selon une penteblari€ette phase est le plus souvent
asymptomatique, et, au bout de plusieurs années,péEsonnes vivant avec le VIH
développent des symptdbmes en association avec issebae I'immunité. Nous allons
rapidement présenter la clinique de cette longas@néplicative du virus dans I'organisme et

ses conséquences pour ensuite décrire I'évolutiogservoir viral pendant cette phase.

A. Clinico-biologie de la phase chronique

La plupart des personnes vivant avec le VIH sogtngsomatiques au stade de l'infection

chronique pendant une durée médiane de sept atifigese 13).
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Figure 13. Histoire naturelle de I'infection par IH en I'absence de traitement
antirétroviral. Adaptée de An et al. 2010.
En infection chronique, la charge virale est éduifie et le nombre de lymphocytes T CD4+ chute

progressivement.

A ce stade, la sérologie VIH et la charge viraleNABont positives. Cette phase est donc
caractérisée par :

(1) une_réplication permanente du virus, qui stameh permanence une nouvelle réponse

immunitaire adaptative. Ce phénoméne entraineiVaibbn immunitaire ou I'inflammation.
Cette inflammation permanente induit une morbi-@mdg propre liée notamment a des
maladies cardiovasculaires [El-Sadral. 2006 ; Paiardinet al. 2013]. On peut entre autres
noter une augmentation de I'épaisseur intima-médiaours du temps chez les personnes
vivant avec le VIH [Bakeet al. 2011]. L'inflammation peut donc endommager lentetries
vaisseaux sanguins et accroitre ainsi le risqumaladies cardiovasculaires (crise cardiaque
et accident vasculaire cérébral). De plus, ellguésd’accélérer la progression des Iésions du
foie chez les personnes atteintes d’'une hépatitdevet d’endommager les os, les reins et
d’autres parties du corps.

(2) une_baisse progressive du nombre de lymphodyt€®4+, qui favorise avec le temps

'apparition de maladies opportunistes (cancernsfettions). Sans traitement, la plupart des
personnes vivant avec le VIH deviennent symptomasq La nature des symptdmes et le
temps qu’ils mettent a se manifester varient lagy@and’'une personne a une autre. Les
symptémes les plus couramment signalés comprennard fatigue chronique, une perte de
poids inexplicable, une diarrhée, de la fievre, dasurs nocturnes et des manifestations
cutanées. Un nombre de lymphocytes T CD4+ en dsss®200/mrentraine I'apparition
de maladies opportunistes. Certaines infectionsceqibles d'entrainer de graves
complications, voire la mort, comprennent par exenlp pneumocystose (pneumonie a
Pneumocystjsou la toxoplasmosé pxoplasmosis gondliiCertains types de cancer, tels que
le lymphome, sont également plus courants chegdesonnes vivant avec le VIH.

Les risques de maladies opportunistes sont étreiteriés au nombre de lymphocytes T
CD4+. Ces risques augmentent quand le nombre deghlyaytes T CD4+ passe sous le seuil
des 200 cellules. Ainsi, toute personne ayant umbme inférieur doit faire I'objet d’'une
recherche, d'une surveillance et bénéficier det&gras de prévention de ces maaldies

opportunistes.
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Quelgues cas particuliers sont a noter :

(i) certains individus dits « non progresseurs Agléerme » maintiennent un nombre de
lymphocytes T CD4+ normal et ne présentent aucmpyme pendant tres longtemps.

(i) certains individus dits « contréleurs » ma@mient une charge virale spontanément
indétectable ou trés faible pendant au moins 5 @gaement sans symptémes [Walker et al
2013].

(i) certains individus dits « progresseurs ragiseou l'infection au VIH progresse plus
rapidement, causant des symptomes et une baissgtamig du nombre de lymphocytes T
CDA4+ aprés quelgues années seulement.

B. Diversité virale et réservoirs en infection chroniq

1. Le compartiment sanguin

Comme nous avons pu le voir, la charge virale ash @&tat d’équilibre lors de l'infection
chronique. En revanche la quasiespece virale changmurs du temps [Lee et al ; 2008 ;
Shankarappat al. 1999], que ce soit au niveau des séquences olstelams I'ARN ou dans
’ADN-VIH sanguin. Shankarappet al.ont séquencé le geeavdans I'ARN et ’'ADN-VIH

de neuf personnes vivant avec le VIH de facon kowignale, de la primo-infection a en
moyenne 10 ans d’infection chronique. Les séquesiéisignent génétiquement du clone de
primo-infection graduellement avec le temps (Figu) [Shankarappaet al. 1999].
Cependant, les clones isolés dans 'ADN-VIH sorgligart du temps défectifs [Brunetr al.
2016], Ces clones semblent s’accumuler rapidemesnial primo-infection [Leet al. 2018].
Ainsi chez deux individus virémiques en phase cioguos de I'infection, seulement 35% des
provirus séquencés étaient intacts. On peut naier 5¥% des provirus possédaient des
délétions et 8% étaient hypermutés [Bruetkeal. 2016]. Par ailleurs, en terme de contribution
des sous-populations lymphocytaires au réservol ganguin, il semble que chez les
individus virémiques en infection chronique, lesM @ient un niveau d’infection supérieur a
celui des TEM [Brenchlegt al. 2004].
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Figure 14. Evolution de la quasiespéce virale erbBence de traitement
antirétroviral. Adaptée de Lee et al. 2008.

La quasiespéce se diversifie au cours du tempsf@d dans I'ARN et TADN-VIH.

L’évolution dynamique de la quasiespece viraleéandbdélisée lors de I'infection chronique
[Shrineret al. 2006 ; Froset al. 2001]. Cette dynamique tient compte :

- du taux de mutation élevé de ce virus ;

- de la présence du virus dans plusieurs compartgnent
Le modéle convenant le mieux a la dynamique d’é&miugénétique des variants VIH est
celui de la_métapopulation. Ce modele reprend tpschumain infecté par le VIH et integre

une évolution de plusieurs sous-populations sgetteigration, extinction et recolonisation.
Les sous-populations sont différenciées spatialgnemporellement et sont interconnectées
(par exemple au travers de la circulation sangui@baque sous-population possede donc un
patch d’habitat, ce qui correspond a la notionatapartiment.

Lythgoe et al. ont proposé un modele de métapopulation avec gopldes patchs dans le
cadre de linfection a VIH (Figure 15). Dans ce raled les lymphocytes T CD4+ non-
infectés, infectés et les lymphocytes T cytotox8j€TL) traversent continuellement les
patchs de la métapopulation. A la phase d’infectibronique, on estime que le nombre de

CTL spécifiques du VIH entrant dans chaque pattlt@sstant. De ce fait, la production de
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lymphocytes T CD4+ et de CTL est constante égaléetecompense les pertes. En revanche
le nombre de lymphocytes T CD4+ infectés entransdm patch est dépendant du nombre de
cellules infectées dans le sang et du nombre dideinfectées latentes dans le réservoir (si
elles existent). Immédiatement apres avoir étéctaéfs, une petite proportion de cellules
entrent en latence, faisant ainsi partie du résered peuvent circuler & nouveau apres
réactivation. Comme il existe peu de données swirtailation des lymphocytes T CD4+
latents, I'hypothese a été faite que leur entrées da patch se fasse directement a partir du
réservoir. Les cellules infectées et non-infectg@msent du patch avec la méme probabilité,
comme pour les CTL en I'absence de cellules inéectdans le patch. Cependant, si des
cellules infectées sont présentes, les CTL spéefiqdu VIH (mais pas les autres CTL) sont
retenues dans le patch, ce qui résulte de leutarmesaccumulation due a un apport sanguin.
Avec I'accumulation des CTL, la réponse cytotoxiqugmente €également, et si cette réponse
est suffisante, les cellules infectées sont patetent éliminées du patch. Dans ce cas les
CTL retournent en circulation.

La modélisation de I'infection a VIH chronique ertapopulation explique donc a la fois les
variations spatiales (compartimentalisation) etgeralle (glissements génétiques au cours du

temps).
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Figure 15. Circulation des Iymphocytes au travers’urd patch
(compartiment). Adaptée de Lythgoe et al. 2016.

Les cercles rouges et bleus représentent respestiveles lymphocytes T CD4+ infectés et non-
infectés, les croix orange représentent les CTlcifigées du VIH. Tous ces éléments sont figurés au
sein du patch, un compartiment (comme le tractgedlif ou les ganglions lymphatiques) comprenant

un ou plusieurs patchs ainsi qu’un réservoir.

Apres un pic d’ADN-VIH élevé, en primo-infectionelai-ci baisse Iégérement aux alentours
de 2.8 log copies/million de CMSP [Avettand-Feneieal. 2016]. Aprés plusieurs années de
réplication, les niveaux d’ADN-VIH sont a nouvealugp élevés au stade SIDA, a 3,4 log
copies/million de CMSP [Avettand-Fenoet al. 2016]. Il semble que les niveaux d’ADN-
VIH soient plus élevés en primo-infection qu’eneiction chronique mais certaines équipes
ont également montré gqu'’il n'y a pas de réelleéddhce [Koelsclet al. 2008]. Pinzonet al.

ont mené une des rares études longitudinales avaitément antirétroviral chez des
personnes en primo-infection et en infection chqoai Chez six individus progresseurs non
traités, une élévation de I'ADN-VIH intégré de 1@91941 copies/million de CMSP en
médiane en environ 6 ans a été notée, avec uneeataon médiane de 300% par année
[Pinzoneet al. 2016]. Cette augmentation de la valeur de ’ADNH\ihtégré est corrélée a la
baisse du rapport CD4/CD8. L’augmentation de 'ADNH intégré apres la primo-infection
en l'absence de traitement a été modélisée [Mwetat. 2012]. Cette augmentation suit une
régression non-linéaire, et semble atteindre 50%sale maximum au bout de deux ans

d’infection.

2. Le tractus génital masculin

Lors de l'infection chronique, une divergence giénet entre les quasiespéces virales du
sperme et du sang est observée chez quelquesdmslivCette diversification peut étre
expliquée par la réplication active dans les deaxpmartiments (correspondant a différents
patchs de la métapopulation) [Chaill@h al. 2017]. Andersonet al. ont proposé deux
mécanismes distincts pour expliquer les similitudeses divergences observées dans leur
étude en séquencage comparatif sang/sperme (HigufAndersoret al.2010] :

- transfert passif d’'un compartiment a un autre damggande majorité des cas ;
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- réplication virale autonome a partir d’'un réservdlH spermatique chez quelques
individus, s’accompagnant également d’'une expanciomale des cellules rondes du
sperme infectées.

Différents prédicteurs de la présence et de latiféade VIH dans le sperme chez des patients
non traités sont [Tachet al. 1999 ; Morriset al. 2017] :

- le niveau d’ARN-VIH plasmatique ;

- la détection concomitante d’herpesvirus dans lenspeen particulier EBV, CMV et
HSV.

Dans le cas patrticulier des individus controleurse étude de cohorte a récemment montré
que la détection du virus dans le sperme estordsnfient corrélée a la charge virale sanguine
[Chaix et al. 2017]. Ceci suggére que, chez ces personnes copoue avoir un bas niveau

de réservoir viral, la sécrétion du VIH dans lerspe provient vraisemblablement davantage

d’une diffusion passive que d’'une compartimentétisa

3. Le tractus génital féminin

La compartimentalisation dans le tractus génitahifén lors de I'infection chronique a
€galement été objectivée par Adakl. aprés analyse des séquences du gendans ’ARN-

VIH de 17 femmes éthiopiennes [Adall al. 2005]. D’autres études transversales ont aussi
noté des degrés de compartimentalisation variatitez les femmes infectées non-traitées
[Haalandet al. 2012 ; Bullet al. 2009]. Peu d’études longitudinales ont été effassupour
analyser la temporalité de cette compartimentabsatDes techniques de séquencage de
'ARN ou heteroduplex tracking assay ont été wdiis dans trois études longitudinales
totalisant 16 femmes avec réplication sanguinegBbal. 1998, Sullivaret al. 2005 ; Bullet

al. 2013]. Globalement, des variants génitaux génétiggnt distincts des variants sanguins
ont été retrouvés, en accord avec un effet de cdimgentalisation. Cependant, ces variants
génitaux ne persistaient pas dans le temps enétdiiéerents a chaque temps. Ces variants
génitaux étaient en effet plus proches des varsaniguins au méme temps que des variants
génitaux du temps précédent. Ceci est en faveurediiffusion passive de variants sanguins,
suivie d’'une réplication limitée dans le temps aeau génital.

L’ensemble de ces résultats suggere, comme chemiite, un double mécanisme a la

détection du VIH dans les sécrétions cervicovagmal
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Dans le cas particulier des femmes contrbleuse¥Id) Landay et al. ont démontré que,
malgré la persistance d’'une virémie plasmatiquéaitde intensité, '’ARN-VIH est absent ou

détecté a de trés faibles niveaux dans les lavagegovaginaux [Landagt al. 2014].

4. Le tractus digestif

Une récente étude a compareé le poids de chacucodgzartiments anatomiques réservoir du
VIH [Esteset al. 2017]. Une nécropsie de trois macaques infecte$SPanon traités a été
réalisée et le réservoir a été quantifié par hyideh in situ pour quantifier ’TADN, 'ARN et
la réplication productive de SIV. Le tissu digestds ganglions lymphatiques et la rate

abritent 98,4% du réservoir viral (Figure 16).
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Figure 16. Représentation graphique de la propontio’ARN viral associé aux
cellules de chaque organe. Adaptée de Estes €1(Hl7.
L’expression d’ARN viral est la plus fréequente ddestissu digestif puis dans les ganglions

lymphatiques.

La déplétion en lymphocytes T CD4+ est plus prodendans le GALT que dans le sang de
personnes infectées de facon chronique [Guadatupk 2003]. La déplétion en lymphocyte
T CD4+ est trés prononcée et similaire a celle glgsonnes en primo-infection. Le niveau
d’ADN-VIH est semblable également a celui de larriinfection [Avettand-Fenoedt al.
2008].

Au sujet de la diversité génétique, Rozeral. ont constaté une augmentation de la diversité
en infection chronique en comparant les séqueneés lboucle V3 entre sang et tissu digestif
chez 11 personnes en primo-infection et 6 en iifleathronique, par séquencage a haut debit

[Rozeraet al. 2014]. Cette équipe a également analysé la compartalisation chez 6
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personnes en primo-infection et 4 en infection olyoe et a montré que celle-ci est plus
fréquente en primo-infection (4/6) qu’en infectiomronique (1/4). La compartimentalisation
dans le GALT serait donc un événement précoce #@ssota divergence d'évolution des
clones disséminants en primo-infection. La pluplad séquences sont en effet mélées et ce,
dans chacun des différents sous-groupes de varrgsiand-Fenoekt al. ont comparé les
séquences d’ADN-VIH obtenues a partir du rectundet CMSP : la diversité génétique
semblait plus élevée dans le rectum que dans kg $aais ces variants étaient entremélés

génetiquement, suggérant des échanges entre lgmdonents [Avettand-Fenoet al. 2011].

En résumé au cours de l'infection chronique :

- L’ARN et 'ADN-VIH dans le sang sont a un état diglipre inférieur aux niveaux
de la primo-infection [Avettand-Fenoed al. 2016]

- Un tiers des virus intégrés sont intacts [Brugteal. 2016]

- Les TCM semblent contribuer majoritairement au mésie sanguin [Brenchlegt al.
2004]

- ARN et ADN-VIH sont toujours présents dans le sperie tissu digestif et les
sécrétions cervicovaginales [Andersetnal. 2010 ; Bulle te al. 2013 ; Guadalupte
al. 2003]

- La diversité génétique est plus importante guem@+infection dans tous les
compartiments, que ce soit dans le sang, les s@tsétervicovaginales, le sperme ou
le tissu digestif [Leet al. 2008 ; Rozerat al. 2013 ; Bullet al. 2013 ; Chailloret al.
2017]

- Un effet de compartimentalisation des variants ceme a étre observé dans| le

sperme et les sécrétions cervicovaginales [Andezsah 2010, Bullet al.2013]
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lll.  Succes virologique sous traitement antirétroviral

Le traitement antirétroviral a considérablement ifi@de pronostic de l'infection a VIH. Ces
associations de molécules antirétrovirales a diffly mécanismes d’action ciblent la
réplication virale active et permettent de la swppJne mesure de I'ARN-VIH dans le
plasma sanguin inférieure au seuil de 50 copiestéfinit I'efficacité du traitement et

correspond au_succes virologique. Un succes viiglegprolongé permet une restauration

immunitaire, une diminution de [linflammation etnai une quasi-normalisation de
'espérance de vie.

Nous allons donc décrire, les traitements antivéitaax et leurs effets sur I'organisme.
Cependant, on peut déja noter que les traitemeni®taoviraux actuels ne permettent pas

I'éradication du virus car ils n’éliminent pas cdétement le réservoir viral.

A. Principe du traitement antirétroviral

La prise en charge de l'infection par le VIH estemsemble d’interventions, incluant une
thérapie antirétrovirale, d’autres meédications ate uprise en charge psychosociale
principalement. Empiriquement, a la suite des peesnéssais sur les inhibiteurs de protéase
[Danneret al. 2015], il a été démontré gu’une trithérapie afriindrale permet d’obtenir un
succes virologique en moins de 6 mois chez la plufgs personnes vivant avec le VIH.

A I'échelle nationale, en 2010, il y avait 111506rgpnnes vivant avec le VIH suivies, 81%
étaient sous traitement antirétroviral soient 90p8sonnes traitées depuis plus de 6 mois, et
69% étaient en succeés virologique soient 76900opekss [Supervieet al. 2016]. A une
échelle locale en 2016 au Trait d’'Union, sur 124dividus suivis, 96% étaient sous
traitement antirétroviral soient 1195 personnesétea, et 90% étaient en succes virologique

soient 1121 personnes.

1. Antirétroviraux et objectifs du traitement

Les antirétroviraux sont des médicaments a actiecte contre différents éléments propres

au virus. La difficultérencontrée dans I'élaboration de ces composé&iuestéme type que
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celle rencontrée pour les molécules du domainéodedlogie : la spécificitést liée au fait
gue les rétrovirus ne possedent que tres peu décoies qui leur sont propres, puisqu’ils
détournent la machinerie cellulaire.

Ces différentes classes d'agents antirétroviraugsagt a difféerentes étapes du cycle de
réplication du VIH (Figure 17) [Lasket al.2017].

Protease
inhibitors

| Co-receptor
|antagonists |

/\/'_f\/
o — Gene

| Fusion inhibitors /U expression

nSTis, |
ALLINIs

Reverse
transcription

\’ Nucleus
BT RNV ANV NN —
ANV A0 PPV V408

Integration

Figure 17. Représentation de I'étape d’action destigétroviraux au long du
cycle viral. Adaptée de Laskey et al. 2014.
Les médicaments agissant en pré-intégration sori-@@R5, IF, INTI, INNTI et INI, la classe

agissant en post-intégration est celle des IP.

a) Les Inhibiteurs Nucléosidiques de la Transcriptageverse
(INTI)

Les INTI sont des analogues structuraux des nudéssaturels. lls sont constitués de base
pyrimidine ou purine associée a une ersitére (le ribose). Il s’agit de : Zidovudine (AZT)
Lamivudine (3TC), Stavudine (d4T), Abacavir (ABOjdanosine (ddl), Emtricitabine (FTC)
et le Ténofovir sous forme disoproxil fumarate (Ddu alafénamide (TAF) qui est un
inhibiteur nucléotidique. Les INTI sont administré&®us forme de prodrogues non-
phosphorylées, a I'exception du Ténofovir qui estnophosphorylé. Aprés un passage
intracellulaire, les INTI sont phosphorylés en @atides triphosphates par les kinases

cellulaires. Sous cette forme triphosphate, ilshieht I'action de la transcriptase inverse par
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inhibition de I'élongation de I’ADN viral et par le propriété terminatrice de chaine. Les
INTI entrent donc en compétition avec les nuclésictellulaires. lls bloquent ainsi la
fabrication d’ADN-VIH. Ce sont donc des inhibiteut'sine phase précoce du cycle viral .

b) Les Inhibiteurs Non-Nucléosidiqgues de la Transcrgge
Inverse (INNTI)

Les INNTI sont des inhibiteurs non-compétitifs, editement actifs dans la cellule. Ces
molécules sont actives uniquement sur le VIH-In@at sur le VIH-2). La classe des INNTI
compte des inhibiteurs de premiere génératiorNéarapine (NVP) et 'Efavirenz (EFV), et
de seconde génération : la Rilpivirine (RPV) ettiéiirine (ETR). Leur action se fait par
liaison directe & la transcriptase inverse danspmohie hydrophobe & proximiti site actif,
de I'enzyme entrainant ainsi un effet allostériquerend I'enzyme inactive. La fixation d’'un
INNTI hors du site catalytique induit un changemeonhformationnel de la transcriptase
inverse conduisant au déplacement des résidustatgsacatalytiques, bloquant ainsi I'étape
chimique de polymérisation. En tant qu’inhibitewaostériques non compeétitifs, ils ne
modifient pas I'affinitéde la transcriptase inverse pour les nucléotigdéislaires ni pour les
INTI. Les molécules des deux classes (INTI et INNTInt donc des mécanismes
complémentaires d’'inhibition de la réplication Wérdéors d’'une étape précoce et peuvent donc

étre associées.

c) Les Inhibiteurs de la Protéase (IP)

Les IP sont des inhibiteurs du site actif de latgaee virale. lls agissent en perturbant le
processus de maturation des nouveaux virions. L&svaaux virions ont ainsi une
conformation différente des virions infectieux ehsdonc non-infectieux. Ce sont donc des
inhibiteurs agissant & une phase tardive de lacegmn virale. En effet, les IP empéchent le
clivage des précurseurs des polyprotéines gag @tpgiaen protéines structurales et
enzymatiques. La mise au point des IP est baséedaswuonnaissance de la structure
tridimensionnelle de la protéase et de ses sitetivige. Les IP commercialisées inhibent le
clivage des liaisons peptidiques en se fixant &eau du site de liaison Phe-Pro du substrat
de la protéase. On distingue plusieurs inhibitadescette classe : le Saquinavir (SQV),

I'Indinavir, le fosamprenavir (fosAPV), le Lopinav(LPV), Atazanavir (ATV), Tipranavir
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(TPV), Darunavir (DRV). Les dernieres de ces mdiésTPV, ATV, DRV) ont été créées

pour étre actives sur les souches virales résesaaux premiers IP commercialisés.
L’association d’'un inhibiteur du métabolisme du agftrome P450 aux IP permet
d’augmenter leur biodisponibilitésystémique, en réduisant l'effet de premier passag
hépatique. Du fait de la faible biodisponibilitésd#&, il est nécessaire de booster leur
administration par I'adjonction d’une faible dose Ritonavir (RTV ou /r). Le RTV fut l'un

de premiers IP disponibles, puissant inhibiteurcgitochrome P450, mais disposant d’'une

faible activité sur la protéase.

d) L’Inhibiteur de Fusion (IF)

Le virus entre dans la cellule en deux étapesilfixation puis fusion des membranes pour
permettre ensuite le passage de la capside viLale. est possible grace a aux protéines de
surface du virus (gp120 et gp4l) et aux récept@dd et corécepteurs de la cellule héte.
L’Enfuvirtide (T20) est un composé peptidique qgitau niveau de la gp120-gp41l comme
faux substrat inhibant ainsi la fusion du VIH-1aackllule hote mais le virus reste fixé sur la
cellule. Il ne reconnait pas la liaison gpl05-giflés protéines équivalentes du VIH-2), il

n’'est donc pas actif sur le VIH-2.

e) L’inhibiteur d'entrée (Anti-CCR5)

L’Anti-CCR5 est un inhibiteur de I'entrée du viruglus précisément de I'attachement du
virion a sa cellule cible. Aprés liaison de la gflau récepteur CD4 de la cellule héte, la
gp120 subit une modification conformationnelle parmet I'acceés d’'une boucle variable de
la protéine (boucle V3) pour la liaison a un coptear. Ce corécepteur peut étre soit le
CCRS5 soit le CXCR4 en fonction de la séquence dmigcle V3, c’est ce que I'on appelle le
tropisme du virus. Le Maraviroc (MVC) seul Anti-C6Rcommercialisé se fixe sur le

corécepteur CCR5 et empéche sa reconnaissance pgarl20. Afin d'utiliser le MVC en

clinique, il est donc nécessaire de définir au lpi#a le tropisme du virus. Si celui-ci a un

tropisme mixte ou pour le corécepteur CXCR4, le MM pourra pas étre utilisé.

f) Les Inhibiteurs de I'Intégrase (lI)
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Le raltégravir, I'elvitégravir et le dolutégravisont les molécules de la classe thérapeutique
antirétrovirale ciblant l'intégrase du VIH, enzymécessaire a l'intégration du génome du
VIH dans 'ADN cellulaire de I'h6te [Podangt al. 2017 ; Mouscadeet al. 2010]. Elles
appartiennent a la famille des inhibiteurs séleddii transfert de brins et agissent en se fixant
sur le complexe PIC, constitué notamment de l'irdég et de 'ADN viral a proximité de
'extrémité 3'. lls n'empéchent pas la réaction3igprocessing, mais bloquent sélectivement
I'étape de transfert de brins. Les concentratioigbitrices de ces molécules sont de I'ordre
nanomolairan vitro. Les Il sont actifs indépendamment du tropismewiess VIH-1 et VIH-

2 (CCR5 et CXCR4) et, sur les virus résistants aukres classes thérapeutiques
antirétrovirales. Ces molécules ont montré leusgance d’'action avec une diminution de la

charge virale d’au moins 2 log en monothérapiei ajus dans les essais cliniques.

Les Il agissent au niveau du site catalytique dezZyme (Figure 18), situé dans le domaine
catalytigue de l'intégrase (CCBore catalytic domain[Maeset al. 2012]. Ce site est formé
par une triade d’acides aminés catalytiques (DDtE)Jeedeux cofacteurs ioniques (My
L’intégrase possede également d’autres residus3,YQ448 et K159) capables de lier TADN
viral via des motifs de la région U5 du LTR [Kesshl 2008].

Apres la réaction de 3’-processing, la liaison’@®N viral a l'intégrase va permettre [Chen
et al.2008] :

- la coordination compléte des deux ionsMdu site catalytique ;

- la formation d’une poche hydrophobe a partir dedacle flexible (Q140 a Q149).

Ceci va permettre :

- la fixation de I'll via une interaction hydropholb&ec le groupement benzyl de I'll et
une interaction avec la paire G:C de '’ADN virah (@éplacant ce dernier hors du site
actif de I'enzyme) ;

- la chélation des deux ions Kiglu site actif.

D’autres résidus interviennent dans la liaisonidbgbiteurs au niveau du site actif (de G140
a K159) [Mouscadett al. 2009].
A noter que l'interaction des Il avec l'intégrase fait lors du complexe de pré-intégration,

dans lequel l'intégrase est sous forme tétramefiGuagie. 2012].
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Viral DNA
LTR (U5)

Figure 18. Résidus importants dans l'interactionihtégrase.
On note : en violet les résidus qui lient TADNaliren bleu foncé les résidus qui lient les Il Bt e

pourpre les ions cofacteurs catalytiques chélatidgs I1.
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Les objectifs du traitement antirétroviral, a lasfoultiples et découlant les uns des autres

sont [Morlat, 2017. Rapport sur la prise en chalge personnes vivant avec le VIH] :
(1) de diminuer la réplication virale, ce qui estaqtifié par la charge virale
plasmatique correspondant au nombre de copies dXXRNprésents dans le plasma
par PCR, ceci reflétant le nombre de virions préssdans I'organisme. L’objectif est
gue cette charge virale passe en-dessous du seuilétection des techniques
actuellement commercialisées (entre 20 et 50 chplgs
(2) d’empécher la progression vers le stade SIDA pemmettant ensuite une
augmentation du taux de lymphocytes T CD4+, idéatern500 cellules/mh
(3) d’empécher la survenue précoce de maladiesnpasante inflammatoire comme
les maladies cardiovasculaires, en diminuant Vatitbn immunitaire généralisée ;
(4) de prévenir au maximum I'apparition de résistaaux antirétroviraux ;
(5) d’avoir la meilleure tolérance possible, a ¢oomoyen et long terme ;
(6) d’'améliorer ou de préserver de la quali¢évie ;
(7) et a une échelle communautaire, d’empécheatetission du virus.

Les lignes de traitements antirétroviraux sont c@®binaisons de schémas thérapeutiques

utilisés dans la prise en charge de personnegéefepar le VIH. Les schémas thérapeutiques
donnés en premiere intention chez des personnegsnaie traitement antirétroviral
(premiéres lignes) visent a rendre la charge vipldsmatique indétectable (< 50 copies/mL)
au plus tard 6 mois apres le début du traitement.céurs de cette période, des mesures
intermédiaires de la charge virale sont réalisées p'assurer que cet objectif est susceptible
d’étre atteint. D’abord a un mois, date a laqulglleharge virale doit avoir baissé d’au moins
2 log copies/ml, puis a 3 mois, date a laquelleHarge virale doit étre inferieure a 400
copies/mL. Le non-respect de ces objectifs interawes témoigne presque toujours d’'une

mauvaise observance, parfois d’interactions médicaeuses.

L’efficacité immunovirologique d’un traitement esiesurée par deux parametres : la charge

virale, correspondant au nombre de copies de Witlsdans le sang et, indirectement, le
nombre de lymphocytes T CD4+. La réplication virakt contrdlée si la charge virale est
indétectable sous traitement (c’est-a-dire infégea la limite de détection de la technique
utilisée). L'efficacité immunologique du traitemerd’observe par la remontée des

lymphocytes T CD4+ jusqu’a une normalisation avemambre supérieur & 500/mm
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2. Combinaisons antirétrovirales

La combinaison des différentes molécules antirg@tates fait I'objet d’études cliniques

permanentes depuis ces 25 dernieres années etsléitats de ces différents essais sont
analysés par differents groupes d’experts nationatixinternationaux. La plupart des
combinaisons retenues sont des trithérapies (Tab®a Ainsi, les recommandations
francaises de prise en charge des personnes \dvaantle VIH intégrent un chapitre sur les
différentes combinaisons antirétrovirales recomréasden fonction du contexte clinique
[Morlat, 2017. Rapport sur la prise en charge dasgnnes vivant avec le VIH]. La plupart
des directives nationales sur le traitement du ‘g&Hconforment aux recommandations de

I'OMS relatives aux traitements de premiere intm&t au suivi clinique systématique
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TABLEAU 3. RESUME DES PRINCIPALES COMBINAISONS THERAPEUTIQUES EUDIEES DANS

LA LITTERATURE.

Schéma Combinaison Résultats Résultats Exemples de
thérapeutique retenue d’efficacité  en d'efficacité  en publications
utilisé premiere ligne seconde ligne
(personnes (personnes
naives de prétraitées en
traitement) succes
virologique)
Monothérapie 1 1P Efficacité Efficacité limitée Arribaset al. 2010
moindre A discuter au ca: Valantinet al.2012
par cas
Bithérapie 2 agents de deuxEfficacité Efficacité limitée Katlamaet al. 2014
classes moindre A discuter au casMonteiroet al.2014
pharmacologiques par cas Acchraet al. 2016
différentes
Trithérapie 2 INTI + 1 agent Efficacité Efficacité Eronet al.2010
issu d'une autre Molina et al.2010
classe Cahnet al. 2013
pharmacologique Raffi et al.2013
Palellaet al.2014
Quadrithérapie 2 INTI + 2 ou 3 Efficacité Efficacité Chéretet al. 2015
ou agents issus d'unesimilaire a la similaire a la Ananworanichet al.
Pentathérapie  autre classetrithérapie trithérapie 2015

pharmacologique

(Intérét en cas deMorand-Jouberet al.

multi-résistance) 2012

Les différentes molécules disponibles pour la sééilbn de ces combinaisons sont présentées

dans le Tableau 4. Les antirétroviraux sont le glogvent administrés par voie orale sauf

I'enfuvirtide (Fuzeon®, l'inhibiteur de fusion) dota nature polypeptidique oblige l'injection

sous-cutanée et la zidovudine (AZT) qui existe @gaint en injection intraveineuse mais qui

n’est utilisée que dans la prévention de la trassion mere-enfant.
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TABLEAU 4. LISTE DES MOLECULES ANTIRETROVIRALES COMMERCIALISEESEN FRANCE EN

2017.ADAPTE DE MORLAT 2017.

DCI Abréviation Spécialités  Précautions d’emploi

INTI

Abacavir ABC Ziagen® Inidividu négatif pour HLA-B*5701
Emtricitabine  FTC Emtriva® En cas de co-infection VHB

Adaptation a l'insuffisance rénale
Didanosine ddl Videx® Toxicité mitochondriale
Adaptation a l'insuffisance rénale
Lamivudine 3TC Epivir® En cas de co-infection VHB
Adaptation a l'insuffisance rénale
Zidovudine AZT Retrovir® Toxicité mitochondriale et hématolqge
Adaptation a l'insuffisance rénale
Ténofovir TDF Viread® Toxicité rénale
disoproxil
fumarate
Ténofovir TAF / Toxicité rénale réduite
alafénamide
INNTI
Efavirenz EFV Sustiva® Toxicité neurologique

Contre-indication ler trimestre grossesse

Etravirine ETR Intélence®

Névirapine NVP Viramune® Hépatotoxicité chez le naif avec Gielvés

Rilpivirine RPV Edurant® Interaction avec les inhibiteurs de la pompe a
protons

IP

Atazanavir ATV Reyataz®  Hyperbilirubinémie
Allongement PR

Darunavir DRV Prezista® Risque de rash

Fosamprénavir fosAMP Telzir® Risque de rash

Lopinavir LPV/r Lopinavir® Douleurs abdominales

+ritonavir Allongement QT

Saquinavir SQV Invirase®  Allongement QT
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Tipranavir TPV Aptivus® Cytolyse hépatique

Elvitegravir EVG /

AZT/3TC/ABC Trizivir® Non recommandée

FTC/TDF Truvada®

FTC/TDF/EFV Atripla®

ABC/3TC/DTG Triumeq®

FTC/TAF/EVG/c (cobisistat) Genvoya®

Les différentes combinaisons d’antirétroviraux reatandées en traitement de premiére ligne

comprennent trois médicaments : 2 INTI et 1 INNWIIoll ou 1 IP/r (Tableau 5).
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TABLEAU 5. COMBINAISONS ANTIRETROVIRALES RECOMMANDEES EN PREMIRE

INTENTION . ADAPTE DE MORLAT 2017.

INTI 3°me Nb cp/Nb Commentaires
agent prise par jour
2 INTI 1 INNTI
TDF/FTC RPV 1/1 ou 2/1* Uniquement si CV < 5 log copies/ml.
Précaution si CD4 < 200/mm
Précaution si clairance de la créatinine < 80 nm/mi
Surveillance rénale.
Prise au cours d'un repas. Association a un IPRrezon
indiquée
2 INTI 11
TDF/FTC DTG 2/1 Précaution si clairance de la créatinine < 80 ml/m
Surveillance rénale.
Peu d'interactions médicamenteuses avec le dohwviegr
ABC/3TC DTG 1/1 ou 2/1* Uniguement si HLA-B*5701 négatif
Peu d'interactions médicamenteuses avec le dohwviegr
TAF/FTC EVG/c 1/1 Association contre-indiquée si clairance de la tonéee <
30 ml/min.
Interactions médicamenteuses avec le cobicistat
TDF/FTC RAL 3/2 Précaution si clairance de la créatinine < 80ml/min
Surveillance rénale.
Pas d'interaction médicamenteuse avec le RAL
2 INTI 11P/r
TDF/FTC  DRF/r 3/1 Intérét particulier dans les indications suivantes

immunodépression profonde, charge virale plasmatiqu
élevée, nécessité d'entreprendre un traitemendeaynt,
grossesse.

Précaution si clairance de la créatinine < 80 mm/mi
Surveillance rénale.

Interactions médicamenteuses avec le RTV

* Si 2 INTI sous forme générique
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A une échelle locale, les schémas thérapeutiqeeplis fréquemment utilisés dans la file
active du Trait d’'Union en 2016 étaient : 2 INTIZHNNTI (37%) et 2 INTI + 1 Il (31%)
(Tableau 6) [Rey, 2017 Rapport d’activité, Le Tdinion].

TABLEAU 6. EVOLUTION DES COMBINAISONS ANTIRETROVIRALES UTILISEES AU TRAIT

D'UNION. ADAPTE DE REY 2017.

Schéma 2014 2015 2016
thérapeutique 4 &« 4 7 .
el N|% N|% N|% N|% N|% N |% N|%
2N + 1lib -l - -] - -]1- -1-  -1- =-1- 170]59
2N +1IPb 279|316 308|31,8 282|295 250|239 190| 18 160 |13.7 156 | 13
2N +1NN 279|316 298|307 351|36.7 470 | 45 520| 48 497 427441 | 37
2N + 1II 105 11,9 102|105 96 | 10 99 | 9.5 141 | 13 284 |24.4 297 | 24.8
2N + 1IP 52| 59 53| 56 44 4¢ 32 3.1 31 3 22 :.920 | 17
1N + 1NN 17|19 17|18 13|14 13 |12 11 | 1 11 | 1 16 | 13
N + 1IPb 16|18 11| 1,1 8| o0& 8/ o4 8§ 08 10 (98 |07
IN +111 - - -1 - -1 - -1 - "-1- 9 o8 23|19
1IPb 20| 23 22| 23 20 2: 1§ 1.+ 11t L 12 113 | 11
1IP + 1l 8 |09 22|23 2021 14|12 20|19 23| 2 12| 1
INN + 1 - | - 14|14 16| 17 22/ 21 30 28 41 3551 | 43
INN+1Pb 8 |09 13|13 12|13 15 | 14 12 |11 13 |11 11 | 09
N + 1IE - | - 1111 11| 12 12] 11 13 12 11 co98 |07
1IPb + 1lI - | - 1111 12|13 16|15 16 |15 19 |16 18 | 15
3N 1011 8| 08 4| 04 - | - - | - - | - - |-
111 -t 1  1r 1 1 Qo=
Autres 82| 93 79| 82 34 3. 33 33 70 68 583 535 | 2.9
Total 883| 100 969| 100 964| 100 1165| 100 1044| 100 1095| 100 1195|100
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Une diminution de la prescription de la classe dReslepuis 2012, et de celle des INNTI
depuis 2014 est notée au profit de la prescripdies Il depuis 2014 (Figure 19) [Rey, 2017
Rapport d’activité, Le Trait d’Union].

Evolution des combinaisons d'antirétroviraux
600

500
400 = 2N+ 1IPb
e 2 N+1NN
300 2N+11IP
e 2 N+ 1II
200 e INN + 111
2N + 11Ib

100 ‘——‘———__——————
/‘

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Figure 19. Evolution des schémas thérapeutiquesiséts au Trait d’Union au
cours du temps. Adaptée de Rey 2017.

Cette diminution de la prescription des IP et déNTI, peut s’expliquer par la mise sur le
marché de nouveaux Il qui ont 'avantage d’avoirmaeilleur profil de tolérance et d’étre
disponibles sous forme combinée (Figure 20). L'aeigtation de prescription des Il est
principalement liée a la mise sur le marché en aQi4dlolutegravir (DTG). Ainsi, en 2016,
325 personnes vivant avec le VIH suivies au Trainhen avait une combinaison incluant du
DTG [Rey, 2017 Rapport d'activité, Le Trait d’'Union
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Figure 20. Evolution de la prescription des moléesilantirétrovirales utilisées

au Trait d’Union au cours du temps. Adaptée de Re¥7.

3. Observance du traitement

L'observance est un comportement de prise du mn@itt avec assiduitét régularité
optimales, selon les conditions prescrites et gupkes par le médecin. En d’autres termes,
c'est le degréde concordance entre le comportement d’un indiielu termes de prises
médicamenteuses, de suivi du régime thérapeutigudeahangement de style de vie) et les
recommandations médicales.

L’adhésion correspond a I'ensemble des conditiomstiation, acceptation, information) qui
permettent 'observance et nécessite la mobilisadio patient. Elle est jugée par I'adéquation
des perceptions du patient aux perceptions du nrédsic du traitement. Il s’agit de
I'appropriation par le patient du discours du méalec

L'observance représente un des éléments détermidanta suppression virale et du succés
thérapeutique. Le défaut d’'observance expose @didpon de souches résistantes du VIH
qui peuvent entraver l'efficacité des options tpérgiques ultérieures. Patersenal. ont
démontré qu’une observance de 95 % ou davantagenétassaire pour supprimer l'activité

virale tout en prévenant I'apparition de résistanffeatersoret al. 2000]. Récemment il a
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€galement été montré que l'observance optimale tzsgl premiers mois de traitement
influence la réponse thérapeutique a long termedé&a de 10 ans) [Protopopeset al.
2017]. Il est donc nécessaire d'obtenir de la gdag personnes une observance optimale des
les premieres prises de traitement. Les factewsseptibles d’influer sur I'observance sont
multiples. On retrouve les contraintes de prisetiditement ou ses effets indésirables,
essentiellement ceux percus par le patient, sofsioiin & la stratégie thérapeutique, ses
conditions de vie et a leur évolution, la préseéeentuelle d’'une dépression, I'organisation
du systeme de soins (compatibilité des horairescalesultation et de délivrances des
médicaments avec le mode de vie du patient, ruptuie stock dans les centres de
dispensation).

La prise optimale d’'un traitement antirétroviravi@ nécessite, selon les personnes vivant
avec le VIH, « d'avoir été bien informé, d'étreesmulu et pris en compte, et davoir un
traitement simple » [Gantneret al. 2015]. Actuellement, le stade ultime du « traitatme
simple » est le comprimé unique journalier. L'@@iion des trithérapies en comprimé unique
(« single tablet regimen » : STR) est une optionpdemier choix recommandée chez les
patients naifs et prétraités [Morlat, 2017. Rappartla prise en charge des personnes vivant
avec le VIH]. La premiere trithérapie en comprimé nique associant
emtricitabine/ténofovir/efavirenz (FTC/TDF/EFV) #&écommercialisée en 2008. Les STR
ont montré un impact positif sur 'observance aitément antirétroviral, la qualité de vie des
patients et une diminution des codlts de traiterfi@etnardiniet al. 2013 ; Racet al, 53rd
ICAAC, 2013, Denver, Presentation H-1464 ; Llileteal, 2011 ; Nachegat al, 2011]. Les
traitements en comprimé unique journalier répondemes criteres, et correspondaient en

2016 a pres de la moitié des traitements presauifBrait d’'Union.

4. Effets indésirables des antirétroviraux

Les antirétroviraux présentent tous une toxicispomsable de différents effets indésirables.
Ces effets sont bénins ou graves, different sedandment de leur apparition et peuvent étre
des effets de classe ou de molécule. Selon laderibapparition, on distingue les effets
indésirables a court, moyen et long terme.

Les effets indésirables a court terme surviennaetqyes jours a quelques semaines apres le

début du traitement et sont trés souvent révesiblarrét du traitement.
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D’autres effets indésirables apparaissent a plogue échéance, comme la lipodystrophie et

sont

difficilement réversibles. La tolérance des dicgments antirétroviraux a

considérablement été améliorée par la mise sualelm de nouvelles molécules [Kantets
al. 2016].

Les effets indésirables les plus fréquents a deume sont principalement :

les atteintes cutanées comprennant une éruptioan@et une hypersensibilité
'apparition de nodules sous-cutanés, et autrescdhcernent des molécules comme
'ABC, la NVP ou le T20 ;

la toxicité hématologique comprend I'anémie, latregpenie, un saignement spontané
avec l'apparition d’hématomes chez les hémophillesconcernent des molécules
comme I'AZT ou le TPV ;

les troubles digestifs sont en général du typeluims, nausées ou vomissements. Ces
effets peuvent survenir avec toutes les molécuatass particulierement certains IP ;

les effets neuropsychiques comprennent vertigesibles du sommeil (insomnie,
somnolence), de perturbations de I'activité onieidoauchemars, réves anormaux), de
troubles de l'attention et de la mémoire dont fdence diminue apres plusieurs
semaines a plusieurs mois de traitement. lls agnfaggement décrits pour 'EFV, et
dans une moindre mesure pour la RPV et le DTG ;

'hépatotoxicité sous la forme cytolyse hépatique I'ayperbilirubinémie sont
retrouvées avec plusieurs classes mais en pagtidalNVP, la RPV et 'ATV.

la néphrotoxicité rassemble lithiases urinairesjgues néphrétiques et atteintes
tubulaires. Ces effets concernent principalemefOE, I'IDV et & un niveau moindre
lATV.

Les effets & moyen terme, comme la toxicité mitochimle des premiers INTI avec la

lipodystrophie, ou a long terme, comme les troubhésaboliques, sont, eux, le plus souvent

permanents. Les facteurs de risque cardiovascsjaagant plusieurs étiologies, sont

responsables de la morbidité et de la mortalite ¢ patients en succes virologiques.

Le sur-risque cardiovasculaire chez les personneasntv avec le VIH peut avoir trois

origines : (1) une fréquence plus élevée des fextda risque traditionnels [Reinseh al.

2012], en particulier le tabagisme [Duwlal. 2008], (2) les effets propres liés a I'infection
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par le VIH [El-Sadret al. 2006] et (3) I'exposition aux antirétroviraux [Bageret al. 2013 ;
Smithet al.2010] .
En effet, les médicaments antirétroviraux contritivge ce sur-risque cardiovasculaire par le

biais de plusieurs mécanismes.

Des anomalies métaboliques sont générées par ig déala toxicité mitochondriale de
certains antirétroviraux. La toxicité mitochondeiatst liée a I'inhibition de la polymérase
gamma des mitochondries par les INTI. Cette tt&iest corrélée a I'absence de sélectivité
pour la transcriptase inverse du VIH entrainant dimainution de la quantité d’ADN
mitochondrial [Katudaet al. 1999 ; Birkuset al. 2002]. La diminution de lactivité

mitochondriale perturbe notamment les métabolidipatiques et glucidiques.

Pour expliquer ces anomalies lipidiques, plusieofacteurs semblent intriqués. Le VIH joue
un réle en créant un profil pro-athérogene avecdimeénution du cholestérol total (HDL et
LDL), une modification qualitative des LDL, avecaiaugmentation des petites particules de
LDL, et une élévation des triglycérides [Riddletr al. 2003 ; Grunfeldet al. 1992]. Les

différentes classes pharmacologiques ont une acéinable sur la lipidémie.

En résumé, deux facteurs peuvent expliquer le isgue cardiovasculaire sur lequel le
traitement antirétroviral peut agir. Tout daborte VIH Ilui-méme a un impact
cardiovasculaire négatif, lié a sa réplication pritammatoire. Cet impact est diminué par le
traitement antirétroviral, qui diminue la réplicati virale et la remontée de l'immunité.
Ensuite, certains principes actifs ont un impaatdicaasculaire négatif par la survenue
d’anomalies meétaboliques. Ces effets métaboliqueat sdépendants de la classe
pharmacologique et sont plus marqués au sein dhérae classe chez les molécules les plus
anciennes. Par exemple, les INTI de premiére géagrant une absence de sélectivité plus
marquée vis-a-vis de la transcriptase inverse bémt également la polymérase gamma
mitochondriale. L’inhibition de cette polymérasajpliquée dans la synthése d’ATP et le
cycle de Krebs, induit des effets secondaires noétples marqués. Un autre exemple
d’anomalies métaboliques est celui induit par Rsdt dont le mécanisme n’est pas défini.
Ces anomalies, accompagnées d’un sur-risque castiolaire, surviennent essentiellement

avec les IP de premiéere génération.
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5. Pronostic de I'infection sous traitement antirétrovral

Dans la collaboration européenne de cohortes (kl@nition of Observational HIV
Epidemiological Research Europe »), la mortalités deommes ayant un nombre de
lymphocytes T CD4 > 500/mitlepuis plus de 3 ans était similaire & celle desrhes de la
population générale [Lewdest al. 2012]. Plusieurs études évaluant la mortalité daexz
patients en succes immunovirologique ont été adisLes études SMART et ESPRIT n'ont
pas montré de risque de mortalité augmente, notanhéeaux événements SIDA, chez les
patients ayant un taux de CD4 supérieur a 500/fRodgeret al. 2013]. Les résultats
combinés des cohortes ANRS CO8 APROCO-COPILOTE@3 BQUITAINE ont montré
que les patients ayant un taux de CD4 supérieGOAST depuis plus de 5 ans ont un risque
de survenue d’évenements cliniques non-SIDA, corfesecomorbidités cardiovasculaires,
comparable a celui de la population non infecteédg®IH [Lewdenet al. 2007].

Ainsi, les maladies cardiovasculaires sont la peeencause de mortalité des personnes vivant
avec le VIH ayant un taux de CD4 >500 /fren France en 2010 [Morlat al. 2014].

B. Diversité virale et réservoirs sous traitement eéfce

1. Compartiment sanguin

a) Cinétique de décroissance de 'ARN-VIH

Sous traitement antirétroviral bien observé, l@miie décroit jusqu’a passer sous le seuil des
techniques de quantification actuelles. La décamiss de la virémie a été modélisée (Figure
21), elle est multiphasique car elle reflete I'étiation des différentes populations cellulaires

réservoirs [Palmeet al. 2011]

La premiere phase correspond a I'élimination dasmns libres et a la lyse des lymphocytes T
CD4+ activés producteurs de virions avec une deenieourte (1,6 jours) [Perelsaat al.
1996]. Une deuxiéme phase, plus lente, correspardra-overdes populations cellulaires

infectées : les lymphocytes T CD4+ partiellemertivés, les macrophages et les cellules
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dendritiques a demi-vie plus longue que les lymptexcT CD4 activés (1 a 4 semaines) [43,
229, 258]. Une troisiéme phase de décroissanceetiaie la virémie résiduelle comporte une
premiere partie avec des cellules infectées a d@miengue (>9 semaines) suivi d’'une
guatrieme phase ou il n’y a pas ou peu de déclia dharge virale qui se stabilise autour de 1
a 5 copies/ml (médiane a 3 copies/ml) avec deslleslla demi-vie extrémement longue

(plusieurs années).
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Figure 21. Modélisation des phases de la décroisgade la virémie plasmatique

sous traitement. Adaptée de Palmer et al. 2011.

b) Cinétique de décroissance du réservoir

Nous venons donc de voir qu’'un traitement antikétab optimal permet d’abaisser 'ARN-
VIH plasmatique au-dessous du seuil de détectisrntatghniques commerciales. En, parallele
une diminution du réservoir sanguin par la meseréADN-VIH sanguin est observée. Cette
diminution dépend du stade de l'infection a l'imtustion du traitement antirétroviral. En
effet, si le traitement est initié en primo-infectj le niveau d’ADN-VIH moyen au cours du
suivi sera inférieur au niveau obtenu si le tragatma été initié en infection chronique (Figure
22) [Hocquelouxet al. 2013 ; Avettand-Fenoedt al. 2016]. Il a méme été observé, en
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comparant différents groupes de personnes initiarttaitement en primo-infection réparties
en fonction de la date de contamination (infectitapuis 0,5 mois, 1 mois, 1,5 mois et 2
mois), que plus le traitement est précoce, plus riegaux d’ADN-VIH atteints sous
traitement sont durablement bas [Laaretral. 2015].

Ainsi, les résultats des études randomisées récptament clairement en faveur du bénéfice
immunovirologique d’un traitement initié en primafection. Néanmoins, ce bénéfice obtenu
sous traitement n’est pas maintenu en cas d’drégéapeutique, ce qui constitue un argument
pour poursuivre le traitement a distance de la giiimiection [Walkeret al. 2013 ; Filderet al.
2013].
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Figure 22. Dynamique de I’ADN-VIH a la mise sousitement antirétroviral.
Adaptée de Hocqueloux et al. 2013.
Les niveaux d’ADN-VIH sont plus bas de facon sicative dés 18 mois de traitement quand celui-ci

a été initié en primo-infection par comparaisoriiaféction chronique.

Ainsi, si le niveau de réservoir est un bon indtoatd’efficacité thérapeutique, il n’a pas la
méme valeur sur le plan quantitatif et sur le glaalitatif chez les patients en primo-infection

et chez les patients chroniques traités. La demiui réservoir des patients traités en primo-
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infection est tres probablement plus courte que cles patients traités en phase chronique
chez qui les cellules quiescentes a demi-vie pamgue sont infectées. Ces éléments
expliguent l'impact plus important des traitemeritstiés en primo-infection sur la
décroissance de '’ADN-VIH [Hocqueloust al. 2013]. Dans cette étude, la cinétique était
biphasique. De plus, ce bénéfice sur le réservait associé a une meilleure restauration
immunitaire chez les patients avec un nombre deDA4C> 500/mmi et un bon ratio

CD4/CD8 au moment de l'initiation du traitementgmo-infection.

La décroissance en derniere phase du réservderdgstet se poursuit sous traitement durant
plusieurs années [Finet al. 1999]. Cette derniére étude a observé une dendwigservoir
d’approximativement 4 ans (Figure 23). En calculBnttemps nécessaire de traitement
jusqu’a I'éradication du réservoir, cette eéquipenantré qu’il faudrait traiter les personnes

vivant avec le VIH pendant plus de 70 ans pouiratte la guérison.
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Figure 23. Dynamique du réservoir sous traitememtigétroviral. Adaptée de
Finzi et al. 1999.

La décroissance est tres lente, avec une demialggllée du réservoir sanguin a 3,6 années.
Plusieurs études ont analysé I'impact du traitersanta décoissance du réservoir viral :

- des études dintensification qui correspondent ajolit d'un ou plusieurs

antirétroviraux supplémentaires a une trithéraf@adard ;
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- des études de switch, c’est-a-dire de remplacediante trithérapie par une autre en
changeant au moins le troisieme agent (issu deélmenclasse pharmacologique ou
non).

La plupart de ces études se sont focalisées stiasae des Il, et plus particulierement le
raltegravir (RAL) qui est la molécule la plus amuie de cette classe. Les études réalisées sur
le RAL, suggerent que les Il pourraient impacteréeervoir viral et I'activation immunitaire
généralisée chez les personnes vivant avec le Wiith point de vue physiopathologique, les
inhibiteurs d’intégrase comme le RAL empéchenttégration de I’ADN viral dans 'TADN
humain. Ceci diminue la mort des CD4, induite Idesl'intégration via un signal médié par
des protéines-kinases [Coopatr al, 2013]. Les combinaisons incluant du RAL ont donc
potentiellement un intérét dans la réduction duemésr viral. L'utilisation du RAL en
association avec des INTI chez des participants wlgi traitement antirétroviral en infection
chronique a montré une réduction significative éservoir viral par une baisse de 'ADN
proviral (10131VS 2488 copies par million de cellulgsz0,003) et de 'ADN 2-LTR (1600
VS 538 copies par million de cellulgs:0,008) a 52 semaines [Koelsehal, 2011]. Une
étude d’intensification par RAL chez des personeessucces thérapeutique a également
montré une réduction significativg<0,021) du nombre de CD4 infectés latents apres 48
semaines de traitement [Vallegp al, 2012]. Une autre étude d’intensification a, quaetle,
démontré une augmentation transitoire de la forpisoénale de 'ADN-VIH suite a la mise
sous RAL, témoignant d’'un échec d’intégration [Buzi al. 2010]. Ce résultat était en
faveur d’'un effet sur le réservoir capable de &pion active. Ces précédents résultats restent
cependant controversés car deux études d’évaludtioréservoir viral ont été réalisées en
switch vers des combinaisons incluant du RAL chez ghtients en charge virale indétectable
et n'ont pas montré de changement des niveaux dAMIMN et des cercles 2-LTR
[Delaugerreet al, 2010 ; Lamet al, 2012]. Des études supplémentaires, notammerdscell
incluant le nouvel inhibiteur d’intégrase, DTG, to@cessaires pour déterminer I'efficacité

de cette classe sur le réservoir viral.

c) Sous-populations cellulaires infectées

Sous traitement, Chomordt al. ont mis en évidence chez 45 patients traités ersepha
chronique de l'infection avec une charge viraleétedtable au moment de I'analyse, que les
fréquences d’infection des sous-populations lymgtases : TN, TCM, TTM et TEM étaient
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équivalentes avec une contribution dominante pesr TCM (Figure 24) qui assure la
persistance du réservoir par prolifération homéigta [Chomonet al. 2009].

Si le traitement est initié en primo-infection, aomm dans I'étude OPTIPRIM, les fréquences
d’infection des différentes sous-populations lympfaires T CD4+ sont différentes. En effet,
nous avons vu qu’en primo-infection, la sous-popoaqui contribue le plus au pool de
lymphocytes T CD4+ infectés est les TTM [Chéreal. 2015]. Dans cette étude randomisée,
les personnes se sont vues proposer soit uneramileéstandard, soit un traitement intensifié
(une pentathérapie). L'objectif principal de I'es@PTIPRIM était d’évaluer I'effet de ce
traitement intensifié sur la quantité de réservddien gu’aucune différence n’ait été
objectivée sur le critere de jugement principagqliipe a montré qu’apres 24 mois de
traitement les TTM contribuaient toujours en magru pool de cellules infectées (Figure
24) [Chéretet al.2015].
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Figure 24. Réservoir dans les sous-populations Igogytaires T CD4+ sous
traitement antirétroviral. Adaptée de Chomont et 2009 et Chéret et al. 2015.

d) Diversité virale sous traitement
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La charge virale étant indétectable sous traitemeffitace, deux hypothéses sur la

dynamique de la diversité génétique dans le réged@N-VIH sont possibles :

soit il existe une réplication résiduelle (c’estlitge en-dessous du seuil des techniques

de mesure de I'ARN-VIH) faible mais réelle et dosaffisante pour générer de
nouveaux variants et donc de la diversité génétiqaaéplication résiduelle pourrait

notamment étre possible et ponctuelle dans differenmpartiments réservoirs du
virus, ceci en raison d’'une pénétration insuffisapbur stopper complétement la
réplication virale des molécules antirétroviraleansl ces différents sanctuaires
anatomiques. La génération de nouveaux variants différents compartiments

pourrait également étre complétée par 'homéostesiklaire, permettant de faire

circuler les cellules infectées avec ces nouveaaxiants dans les autres
compartiments (modele de la métapopulation). Duntpale vue technique, le

séquencage des variants archivés a largement #ige ytour répondre a cette

hypothése. Ainsi, les variants archivés devraidrd différents entre les différents

temps passés sous traitement antirétroviral, etamaéyse des sites d’'intégration des
différents provirus devrait I'étre également ;

soit il n'y a pas de réplication résiduelle et dgas de nouvelle diversité génétique

dans aucun des compartiments réservoirs. Auquellaagrésence continuelle des
cellules infectées serait objective par la longemidvie de celles-ci, et leur expansion
clonale. Par des techniques de séquencage, ornstatette fois-ci a observer les
mémes variants intégrés au cours du temps, et &ses sites d’intégration en lien

avec la clonalité.

Malgré plusieurs études, la variabilité génétiqges douches archivées ainsi que I'existence

d’une réplication résiduelle restent controversées.

Des études récentes ont suggéré que, chez certparssnnes, le réservoir viral est

génétiquement stable et est maintenu par I'expandanale de cellules infectées a I'état de

latence. [Leeet al. 2017 ; van Zylet al. 2016 ; Cohret al. 2015 ; Chérett al. 2015 ; von

Stockenstrom et al 2015 ; Josefssbal. 2013]. Certaines de ces études se sont focaksges

des personnes traitées en primo-infection [vanefydl. 2016 ; Chéreet al. 2015] et leurs

résultats ne peuvent donc probablement pas étrepeés aux autres personnes. D’autres ont

comparé I'évolution des variants archivés au calwrgemps alors que les personnes étaient

déja sous traitement [Stockenstrom et al 2015 efiksonet al. 2013], ce qui ne permet pas
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d’analyser la dynamique précoce du réservoir ais®e Isous traitement.

D’autres équipes ont démontré I'existence de réptia résiduelle ou I'existence d’'une

réplication cryptigue dans les compartiments résesv sous traitement antirétroviral
[Lorenzo-Redondaet al. 2016, Gantneet al. 2016 ; Palmeet al. 2008]. La technique de

séquencage utilisée étant différente de celles mlesnieres études, on peut émettre

I'hypothése de la technique expliquant les difféemnde résultats.

e) Qualité des séquences virales archivées

Pour évaluer la qualité du génome viral, c’estr@-duantifier le nombre de virus défectifs, il
est nécessaire de séquencer l'intégralité du previDeux grandes études récentes ont
analysé en séquencgage a haut débit le génome ABNebinplet de personnes traitées [Lee
et al.2017 ; Bruneet al.2016].

Bruner et al. ont démontré que la plupart des provirus sontatié$echez des personnes
traitées en infection chronique et en primo-ini@ctjBruneret al. 2016]. Apres dilution des
lymphocytes T CD4+ quiescents, la quasi-totalitégénome du VIH a été séquencé pour
chaque cellule. Ainsi, pour les personnes trait&esprimo-infection, seulement 7% des
provirus séquences étaient intacts. On peut égakenater que 58% des provirus possédaient
des délétions, 16% étaient hypermutés et 15% ¢étaiéletés et hypermutés. Pour les
personnes traitées en infection chronique, seule@¥%rdes provirus séquenceés étaient intacts.
Pour ce groupe, on note 80% des provirus avec élésiahs, 7% avec hypermutation et 8%
avec délétion et hypermutation.

Leeet al. ont démontré que la plupart des provirus sontatiéfechez des personnes traitées
en infection chronique et en primo-infection [Let al. 2017]. Apres isolement des
lymphocytes T CD4+ mémoires, la quasi-totalité dngmne du VIH a été séquencé. Pour les
personnes traitées en infection chronique, seuled®rdes provirus séquencés étaient intacts
(Figure 24). Dans cette étude, une analyse plesdenla répartition de ces provirus intacts a
ete réalisée. Les lymphocytes T CD4+ mémoires dét teés selon leur polarisation
fonctionnelle par cytométrie en flux. Plusieurs s@opulations identiques ont été retrouvées
dans chaque sous-type de cellules, ce qui estvenrfavec leur expansion clonale. Parmi les
séquences intactes, 62% semblaient étre issues mE@anisme d’expansion. Enfin, la sous-
famille de cellules qui était porteuse du plus dramombre de provirus intacts était les

lymphocytes T CD4+ polarisés Thl (Figure 25).
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Figure 25. Réservoir dans les lymphocytaires T CD@alarisés sous traitement
antirétroviral. Adaptée de Lee et al. 2017.

Les différents provirus séquenceés sont représgratemdividu et population cellulaire, a savoired
séquences délétées (grises), hypermutées (cyartpetes (marine) sont représentées en alignement
par rapport au génome du VIH-1 (A) ou par la praojpam de la quasiespéce pour le participant 1 (B).

2. Le tractus génital masculin

L'initiation d’un traitement antirétroviral a mostrune diminution importante mais pas
obligatoirement concomitante de 'ARN-VIH dans &ng et le sperme [Sheth al. 2009], la
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pente de diminution semblant dépendre de la congainaantirétrovirale utilisée [Gutierrez-
Valencia et al. 2017]. Bien qu’un traitement antirétroviral efftearende indétectable la
charge virale dans le sang et le sperme, et ligiitsi le risque résiduel de transmission du
virus [Mujugiraet al. 2016], plusieurs équipes ont rapporté une disgoni@ntre les charges
virales des deux compartiments dans une certairseinea¢Kalichmaret al. 2008]. Bien que

la plupart de ces études fussent transversalekjupseétudes longitudinales ont montré que
la détection du VIH dans le plasma séminal étdagrmittente (Figure 11). Cette détection
intermittente est retrouvée chez 5 a 8% des honsoes traitement en succes virologique
depuis longtemps [Ghosgt al. 2014]. Cette détection du VIH dans le sperme dViads
traités a été corrélée a un niveau élevé d’ADN-dihs les CMSP et les cellules rondes du
sperme, mais également a des facteurs inflammatoomme la sécrétion concomitante de
CMV dans le sperme. [Ghost al. 2014 ; Gantneet al. 2016 ; Gianellaet al. 2014]. D’'un
cOté, la réplication du CMV dans le tractus génpilit favoriser une expression de ’ARN-
VIH, d’'un autre cbté la présence d’ADN-VIH dans lesllules du sperme sera plus
vraisemblablement a I'origine d’une réplicationdée Ainsi, certains variants viraux détectés
dans le sperme d’individus sous traitement pountgpeovenir de la réplication locale. De
plus, les infections sexuellement transmissiblesirdtammation génitale sont associées a
une détection accrue du virus dans le sperme etepepartiellement supprimer I'effet
protecteur du traitement chez les individus serunadint actifs [Sadigt al. 2012]. Chez les
individus présentant une urétrite symptomatiquehkarge virale séminale a pu étre diminuée

apres traitement antibiotique [Sadigal. 2012].

3. Le tractus génital féminin

L’initiation d’un traitement antirétroviral entra@régalement la réduction d’ARN-VIH dans le
sang et les sécrétions cervicovaginales [Cu-Watiral. 2006]. Cependant, une réplication
active du virus dans le tractus génital féminint@ pportée chez des femmes traitées en
charge virale plasmatique indétectable, particatignt dans un contexte d'inflammation
locale (Figure 12). En effet, aprés au moins undartraitement efficace, 'ARN-VIH ou
'ADN-VIH peut étre détecté chez 5 a 40% des femiik@s/acset al. 2001 ; Launayet al.
2011 ; King et al. 2017]. Les prédicteurs de la détection du VIH d&s sécrétions
cervicovaginales sont le stade clinique de linfecta VIH, le type de traitement
antirétroviral et des douleurs ou ulcéres génif#lig et al. 2017].
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4, Le tractus digestif

Un traitement antirétroviral efficace permet égatetnde réduire la charge virale ARN dans
le rectum, mais ce dernier est néanmoins encoextd@ie [Kelleyet al. 2011 ; Kiviatet al.
1998]. L’activation immunitaire est également pstieante dans ce compartiment, en raison de
la stimulation permanente par les antigénes viraalgré un traitement antirétroviral efficace
a long terme [Rueda et al ; 2012].

La recherche d'une compartimentalisation du virosisstraitement efficace a donc été
investiguée et plusieurs équipes ont travailléceusujet. ARN et ADN-VIH ont été retrouveés
en quantité plus importante que dans les CMSP, lmaigistribution varie le long du tractus
digestif. Par exemple, 'ARN-VIH non épissé étaspectivement 10,2 et 2,4 fois supérieur
par rapport au sang sous traitement antirétroJiCdun et al. 2005]. De plus, un ratio
ARN/ADN-VIH a 4,6 dans le GALT suggere I'existend@ine réplication résiduelle dans ce
compartiment [Yuklet al. 2010]. D’autres études ont confirmé une moyena@gtentation
du niveau d’ADN-VIH dans la GALT par rapport au gad’environ 5 fois malgré le
traitement antirétroviral [Chuet al. 2008].

Par ailleurs, une autre analyse isolant 'ADN-VIH cblon, de l'iléum et des CMSP n’a pas
montré de compartimentalisation chez des persommagi®es en charge virale sanguine
indétectable [Imamichet al. 2011]. Enfin, dans une derniere étude, les ségsetic genenv
n'étaient pas différentes entre les CMSP et le GAtfiez des personnes ayant initié un
traitement en primo-infection [Everirgg al. 2012].

La contribution majoritaire au pool de cellules GDd'est pas la méme entre le sang et le
GALT, en effet, il a été montré que les TEM sonstais-population lymphocytaire la plus
contributrice dans ce compartiment [Ywtlal. 2013].
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En résumé sous traitement antirétroviral efficace :

- L’ARN et 'ADN-VIH dans le sang diminuent sous ti&inent [Avettand-Fenoedt
al. 2016]

- La plupart des virus intégrés sont défectifs [eeal. 2017]

- L’évolution de la diversité génétique des provisasiguins est controversée [van Zyl
et al.2017 ; Lorenzo-Redondkt al. 2016]

- Les TCM ou les TTM contribuent en majorité au resersi le traitement a éte
instauré en infection chronique ou en primo-infattirespectivement [Chomoet
al. 2009 ; Chéreet al. 2015]

- L’ARN et 'ADN-VIH sont présents de facon interngtite dans le sperme et les

sécrétions cervicovaginales de quelques personeesfaveur d'une possible
compartimentalisation [Ghost al. 2014 ; Kinget al. 2017]

- L’ARN et 'ADN-VIH sont présents en plus grande qtigé dans le tissu digestif que
dans le sang, mais il ne semble pas y avoir de adimpentalisation [Churet al.
2008, Imamichet al.2011]

p. 91



IV. Echec virologique

Comme nous venons de le voir un traitement amvétal efficace permet d’obtenir et de
maintenir une charge virale ARN VIH-1 plasmatiquedessous du seuil de mesure des
techniques actuellement utilisées. Cependant, daraines situations ce traitement peut ne
pas étre efficace. Une perte ou une non-efficadién traitement antirétroviral est
principalement reliée a une concentration insufisadu médicament dans I'organisme. Le
virus va donc étre capable de se répliquer en pecésd’une faible quantité du médicament et
la variabilité génétique de celui-ci va permettesélection et 'émergence de résistances au
traitement en cours.

Ces situations d’échec virologique vont nécessitatapter la prise en charge de la personne,
ce gue nous allons voir par la suite, ainsi quagdact de ces situations de rebond virologique

sur le réservaoir.

A. Définitions

Dans la plupart des essais cliniques évaluant desalles combinaisons thérapeutiques, un

échec virologique chez une personne traitée dgpussde 6 mois est défini par :

- un ARN-VIH > 50 copies/mL sur deux mesures congseesta environ 1 mois
d’intervalle ;
- un ARN-VIH > 1000 copies/mL sur une seule mesure.

On parle _dinterruption thérapeutigue chez les @ames arrétant leur traitement

complétement du jour au lendemain. Les causesét’aomplet peuvent étre par décision du
patient ou programmé dans le cadre d’essais thdligpes (principalement pour I'étude de

stratégies de guérison).

Les causes d’échec virologiquesont plus complexes et peuvent étre de différematsres,
mais n’ont pas la méme fréquence en clinique :

- la puissance du traitement antirétroviral peut étwuffisante pour supprimer la

réplication virale sanguine et/ou dans les autoespartiments. Cela a par exemple été

montré avec les essais sur les bithérapies ou lesotimérapies: certaines
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combinaisons antirétrovirales sont insuffisantesrpaguler la réplication virale, et on
assiste alors a un rebond virologique [Katlahal.2014] ;

- le virus peut étre résistant a une ou plusieursnui@gcules antirétrovirales utilisées.
Dans ce cas il peut s’agir soit d'une résistandengre (la souche transmise au
moment de la contamination est résistante) ou skadan(la résistance a été acquise
sous traitement de l'individu). Les variants rémiés sont alors capables de se
répliquer en présence du traitement [Coéfiral. 1995] ;

- la concentration du traitement peut étre insufisalans I'organisme. Elle s’explique
soit par un défaut d'observance au traitement (memboublis de prises), soit par une
interaction médicamenteuse (comme par exemplakekiieurs de la pompe a proton
qui empéchent I'absorption de la rilpivirine).

Dans les deux premiers cas, la prise en chargdeestodifier la combinaison thérapeutique

pour avoir au moins trois molécules pleinementvasti et ainsi espérer un contrble de la
charge virale plasmatique. Dans le second castiesctions sont gérées par une adaptation
pharmacologique et les causes de l'inobservancesfiiguées pour une prise en charge

adaptée.

Parmi les causes d’échec virologique, on le vean la suite, figurda résistance La
résistance correspond a une diminution de seréildies variants viraux aux traitements
antirétroviraux. Le profil de résistance est spgu# a chaque molécule antirétrovirale et
correspond a une ou plusieurs mutations du genantqabur la protéine virale ciblée. Les
mécanismes de résistance des différentes classematologiques d’antirétroviraux ne
seront pas détaillés ici, exception faite pourlésse des Il actuellement commercialisées et
qui ciblent la réaction catalytique de I'enzymejesudu présent travail. Pour rappel, ces
molécules ciblent le complexe ADN-VIH/intégrase.

Les mécanismes de résistance du VIH aux Il acags multiples mais impliquent tous une

diminution de la liaison de I'll au site actif dehzyme [Anstettet al. 2017 ; Thierryet al.
2017], et il existe notamment plusieurs voies dsténce (Figure 26) :

- lavoie Q148/G140 (RAL, EVG) ;

- lavoie N155/E92 (RAL, EVG, DTG) ;

- lavoie Y143 (RAL) ;

- la voie T66 (EVG, RAL) ;

- lavoie E92 (EVG, RAL) ;
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- la mutation R263K (DTG) ;
A cela viennent s'ajouter :
- des mutations polymorphiques (par exemple S119R)n@ifectent pas seules la
sensibilité aux I, mais potentialisent la résisgen association avec les autres voies ;
- des mutations secondaires a effet compensatoirgegjaurent la capacité réplicative
de la souche, comme la G140S en association aveégl#8H ou la E92Q en
association avec la Y143R/C ou N155H.
Récemment, des mutations a l'extrémité 3° PPT did,Véoit en-dehors du gene de

l'intégrase, ont été associées a une résistanbd @&[Maletet al. 2017].

Figure 26. Structure chimique des II, sites de d@is a l'intégrase et voies de
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Les différents provirus séquenceés sont représgratesdividu et population cellulaire, a savoired
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par rapport au génome du virust
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B. Echec virologique & résistance

1. Problématique de I'archivage des mutations de régasnce

Les échecs virologiques favorisent la sélectiorvaigants VIH-1 porteurs de mutations de
résistance aux antirétroviraux en cours. Les qepemes virales ainsi sélectionnées
comportent des mutations dans les génes codanigmanzymes ou pour les protéines cibles
des antirétroviraux : la transcriptase inverseyriaéase, la gp120, la gp41 ou l'intégrase du
VIH. Cette sélection de mutations de reésistance également dépendre de facteurs
pharmacologiques (concentrations plasmatiques su@les d’antirétroviraux consécutives
a des difficultés d’adhésion ou a des interactiogglicamenteuses), de la puissance de la
combinaison choisie (d’ou la nécessité de presaneassociation de trois molécules dans la
plupart des cas) et de la barriere génétique dus wis-a-vis des différents antirétroviraux,
c’est-a-dire du nombre et de la rapidité d’acqigisitde mutations virales qui permettent au

virus d’étre résistant.

Chaque cycle réplicatif du VIH conduit a l'introdion par la transcriptase inverse de simples
erreurs dans la transcription du génome viral, ydlnnmie d'une erreur environ pour chaque
génome répliqué [Prestoat al, 1988]. Ainsi, si l'on considére le nombre trégvél
d'événements de réplication par le VIH au courd'idiection in vivo, la réplication virale
semble capable de générer chaque jour plusieulgomsilde copies de génomes viraux
porteurs chacun d'au moins une des mutations pessio sein du génome. Dés lors, si ces
mutations donnent au virus la capacité d'échappéme tres partiellement, a I'action d'une
molécule antirétrovirale, ce mutant résistant ser@mmatiqguement sélectionné et prendra le
dessus sur tous les autres variants viraux [Ceffal. 1995].

Dans le contexte d’interruptions thérapeutiquesgrmmeées, il n'y a en général pas

d’émergence de résistance [Clarridgel. 2018].

Par ailleurs, le cycle réplicatif du VIH comprendeuétape d’intégration de '’ARN-VIH
rétrotranscrit en ADN-VIH dans le génome des cefiutibles sous forme de provirus. Cette
intégration est a l'origine de la persistance dddction par le VIH-1. La diversité des types

cellulaires et leur localisation anatomique vaégent autant de sanctuaires pouvant abriter
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le VIH-1. Les variants résistants circulant danglesma lors des échecs virologiques vont
donc également pouvoir s’intégrer dans les cellglescomposent le réservoir viral. Les
mutations de résistance aux antirétroviraux soatsabrchivées sous forme d’ADN-VIH
intégré dans le génome cellulaire des lymphocyte€0O4+, notamment des cellules
mémoires qui persistent au long cours dans I'ogyaaien raison de leur longue demi-vie et
de leur grande capacité proliférative. Les celluleservoirs, notamment les lymphocytes,
circulent dans l'organisme grace au sang et awanag lymphoides. Cette dynamique
spatiale du réservoir dans l'organisme liée a Iplicgation virale et a I'homéostasie

lymphocytaire et temporelle permet la disséminaties résistances [Turriziagi al. 2010].

Du point de vue physiopathologique, les variantd \fEsistants circulant dans le plasma lors
de I'échec virologique portent des mutations dasggenes conférant une sensibilité diminuée
au traitement et un avantage reéplicatif tempordineais pas toujours) en présence
d’antirétroviraux par rapport aux souches sauvagmssibles aux antirétroviraux [Pingeiral.
2011]. Au cours des échecs thérapeutiques sucge$ssf mutations sélectionnées sous
pression médicamenteuse, peuvent générer unearegstroisée a de nombreuses molécules,
réduisant ainsi les options thérapeutiques effeat®ez les patients [Boendet al. 2016].

Les virions résistants peuvent étre détectés damdabma sous pression d’antirétroviraux.
Lorsque cette pression est suspendue, le variamtbga domine a nouveau la quasiespece
virale plasmatique car il a une meilleure capa@@dicative et les mutations de résistance ne
sont plus détectées par les techniques classigeegénotypage dans I'’ARN des virions
[Paquetet al.2011].

A la réintroduction des mémes antirétroviraux, dei®ns portant les mutations de résistance
acquises lors de I'échec virologique peuvent émraageuveau et conduire a un nouvel échec
virologique [Ghosnet al, 2005 ; Pellegriret al, 2003 ; Moorthyet al, 2011] mais les

résultats sont controversés [Falastal, 2013].

Cette réémergence témoignel'dechivage et de la persistance des variants résats dans

les réservoirs. En effet, les variants viraux tésits archivés peuvent avoir persetésein de

la quasiespece. Ainsi, les mutations peuvent gersiengtemps dans le compartiment
cellulaire alors méme qu’elles ne sont plus déesctians le plasma lorsque le traitement est

suspendu [Wagneet al. 2010]. Au cours de chaque échec thérapeutiqueprngpartiment
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cellulaire s’enrichit progressivement en varianésistants représentant I'archivage des
mutations de résistance [Falastal. 2013 ; Lambottet al. 2004 ; Verhofstedet al. 2004].
Les variants résistants archivés, sélectionnésoats aes échecs thérapeutiques antérieurs,

peuvent donc avoir depnséquences cliniquesnportantes chez les patients.

La durée de persistancales variants résistants archivés dépend principaie de la demi-
vie des cellules, qui est tres variable selon teweau de différenciation et d’activation, et de
leur prolifération homéostatique [Verhofstedé al. 2004]. Dans le cas d'une infection
d’emblée par des virus résistants (résistance mena a été démontré que la constitution du
réservoir viral était dominée par des virus résistgpouvant persister pendant plusieurs
années et ce, méme en I'absence de pression dé@e[®elaugerret al. 2004 ; Ghosret al.
2006 ; Ghosret al. 2011 ; Gantneet al. 2016].

Peu de données sont disponibles sur la durée dastamice de ces mutations et leurs
conséguences en cas d'allegement ou de changem#naitdment chez des patients contrdlés
par un traitement efficace mais ayant eu des améte d'échecs virologiques. Or, il est
souvent nécessaire d’adapter le traitement au cdurgemps, par exemple en raison de
toxicités et d’interactions médicamenteuses. A ufieeactuelle, en I'absence de données,
'adaptation du traitement antirétroviral doit tegompte de I'ensemble des résistances du
VIH a certaines molécules ou classes pharmacolegiqdentifiées au cours des échecs
virologiques successifs. La regle est donc de ser@atroduire une molécule antirétrovirale
pour laquelle une résistance a été identifiée ssirgénotypes cumulés sur 'ARN-VIH, y
compris si elle n'est plus détectée sur 'ARN-VIeh raison de la persistance de cellules
réservoirs avec un génome viral intégré porteucetemutations. L’existence de résistances
croisées au sein d'une méme classe pharmacologak souvent difficile I'utilisation de
nouvelles molécules d’'une classe pour laquellealre@ thérapeutique a été identifié dans le

passé.

2. Détection des résistances du VIH

Depuis plusieurs années, les tests de résistanuetypéue parséquencage classique
(séquencage Sanger) sont recommandés en routiselaanrise en charge des personnes
vivant avec le VIH-1 [Morlat, 2017. Rapport surgase en charge des personnes vivant avec
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le VIH]. Une limite majeure de cette méthode deuségage réside dans la non-détection des
variants résistants minoritaires (variants de la quasiespéce VIH-1 portant des tioasade
résistances et représentant moins de 20-25% dmpldgtion virale) [Schuurmagt al. 1999].

Ces variants minoritaires sont frequemment retreuigant I'infection par le VIH-1 et sont
géneérés lors d’erreurs durant la réplication dwsvifrésistances acquises) et/ou transmises
directement par la personne source porteuse damtsirrésistants (résistances primaires)
[Gianellaet al, 2010]. Les variants minoritaires résistants patv®nc étre retrouvés chez
des patients naifs ou prétraités, et des résiamteété identifiees pour toutes les classes

pharmacologiques [Let al.2013].

Différentes méthodes permettantigtection de variants minoritairesont été décrites : PCR
spécifique d'allele muté, séquencage de multipleees moléculaires apres dilution limite
(single genome sequencjngséquencage ultrasensible par des techniques odeelie
génération a haut débit, notamment le pyroséquendallyadeep sequencing: UDS
L’'approche par PCR quantitative utilisant des aligdéotides discriminant les mutations
permet de détecter des variants de moins de 1%4bslat al, 2006 ; Metzneet al, 2003 ;
Metzneret al, 2010 ; Paredest al, 2007]. Cependant, cette derniére approche egeéna

un nombre défini de mutations de résistance et podp donc pas suffisamment
d’'information pour une interprétation compléte dafp de résistance. De plus, la découverte
de nouvelles mutations nécessite la mise a jowlig¥g du test. Les méthodes de séquencage
a haut débit permettent d’atteindre une sensildi@®,1 a 1 % pour la détection des variants
minoritaires [Leeet al. 2017 ; Liet al. 2013 ; Charpentiegt al2015 ; Raymondt al. 2014 ;
Sedeet al.2014].

Le séquencage a haut déhitbou UDS, peut détecter et quantifier simultanénhestvariants
minoritaires résistants sur un méme géne ou uneenp@mtion de gene. L'application de cette
technique au VIH a été étudiée en terme de faisaleil de pertinence clinique sur les génes
de la protéase et de la transcriptase inverse [Sehal. 2009 ; Leet al. 2009] et a permis
d’analyser le tropisme VIH-1 par la séquence deolacle V3 du génenvcodant I'enveloppe
virale [Abbateet al. 2011 ; Daumeset al. 2011]. Les résultats obtenus en UDS semblent
reproductibles [Simert al. 2014]. L’'UDS constitue I'approche la plus promage mais
nécessite l'utilisation de logiciels et de compétn spécifiques pour le traitement bio-

informatique des données. Les techniques UDS ptntetle différencier la plupart des
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variants géenetiquement distincts qui coexistent alrepatient donné. Chaque séquence varie
de 200 & 1000 nucléotides selon la technique égilist correspond a un clone viral. Cela
permet de détecter si les mutations retrouvéesmmdes par un méme clone ou des clones
différents. En effet, les mutations associées @ssstance aux antirétroviraux peuvent étre
portées sur des génomes distincts qui peuventaftrs sensibles a une combinaison de
plusieurs antirétroviraux, chacun étant sensillleree ou I'autre des molécules. En revanche
guand les mutations sont liées sur un méme génmesejariants peuvent devenir résistants a

une association incluant les antirétroviraux conésr

La présence deariants résistants dans 'ARN-VIH a été plus fréquemment mise en
évidence chez les patients naifs d’antirétroviramutilisant les techniques UDS qu’avec les
approches classiques de séquencage de populationse gdétectent que les populations
majoritaires [Metzneet al. 2005 ; Avidoret al. 2013 ; Fernandez-Caballeed al. 2014]. Se
pose alors la question de I'impact clinique de déspnce ou non de ces variants résistants

minoritaires.

Plusieurs études ont montré une relation entre risemce devariants minoritaires
résistants aux INNTI dans 'ARN VIH-1 et un échec a un traitement congat ces
molécules [Paredest al. 2010 ; Liet al. 2011]. L’étude la plus récente étude a montré un
odd-ratio a 2,75 (p=0,005) d’échec virologique ldes la détection d’au moins un variant
minoritaire résistant contre aucune mutation dée§Cozzi-Lepriet al, 2015]. Un seuil en
valeur absolue ou en pourcentage de la quasiespéogtre défini pour prédire I'impact d’'un
variant résistant minoritaire sur la réponse a maiteiment antirétroviral. Des approches
sensibles de détection de la mutation K103N (PQ&easpécifique et UDS) [Delobet al.
2011] ont été comparées sur des échantillons latigiaux de patients recevant de I'efavirenz
et inclus dans I'essai d'interruption Window-ANR$1@ette comparaison révele une tres
bonne concordance entre les 2 techniques avecansé#ité meilleure pour la PCR alléle
spécifique (0,01%) que pour I' UDS (1,5%) pour teshniques utilisées. Pour les 7 patients
avec une fréquence des variants résistants K10@Neare a 0,1%, ni sélection de résistance
ultérieure ni échec virologique n’ont été obseniEsrevanche, parmi les 8 patients avec une
fréquence supérieure a 0,1%, la sélection d’'unallptipn dominante mutée K103N a été
observée chez 6 patients et I'échec virologigue éheRécemment, la détection de variants

n‘a pas montré d’échec virologique supplémentaireinatraitement de premiére ligne
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comprenant un INNTI [Nicokt al. 2015 ; Raymoncet al. 2017]. Cependant les études
disponibles sur la détection des variants mingggtaipar les techniques UDS sont encore
insuffisantes pour justifier I'utilisation en rooé@ de cette technique eu égard a son codt, au
nombre de mutations supplémentaires détectées l&tpassibilité de succes virologique

malgré la présence de variants minoritaires rags{detzneret al, 2014].

De méme, il a été montré que la présenceat@nts minoritaires de tropisme X4 dans
'ARN-VIH était associée a une augmentation duueq’échec virologique chez les patients
traités par MVC [Baatzt al. 2011 ; Archeret al. 2011 ; Swensoret al, 2011] ou de
changement/sélection de variants majoritaires @gisnoe X4 [Leeet al. 2014]. La plupart des
études sur le tropisme en UDS sont des étudesvénanades, excepté deux études. Dans une
premiere étude, le tropisme a été déterminé en th2R 19 patients dans 'ARN-VIH avant
et apres I'échec virologique [Sedeal. 2014]. L'analyse montre que les variants X4 petiven
émerger a différents moments au cours de l'infectoertains variants préexistant depuis le
début de l'infection et devenant majoritaires aursau temps. Une seconde étude a montré
aupres de 10 patients contrdlés virologiguementigi®pisme de variants archivés continue

d’évoluer sous traitement antirétroviral [Raymaidhl. 2014].

Une association entre la présence de variants itaies et le risque d’échec virologique n'a
pour l'instant pas été observée avecdeses classes d’antirétroviraux

Une étude décrit le dynamisme des mutations detaégie aux INTI chez 6 patients avant,
pendant et aprées I'échec a un traitement conteAdt et 3TC [Hedskoget al. 2010].
Certaines mutations comme la mutation M184I, carféune résistance au 3TC, peuvent étre
détectées a des tres faibles niveaux (0.07-0.09%t9 BARN-VIH avant traitement, puis elles
sont remplacées par des mutations conférant un h@us niveau de résistance comme la
mutation M184V qui devient le variant dominant @ duasiespéce en combinaison avec
d’autres, comme la mutation T215Y conférant undstésce a la AZT. A larrét des
traitements, ces populations résistantes deviennegtectables rapidement, en moins de 3
mois, et sont remplacées par des virus sauvagesqgdes a ceux présents avant traitement,
confirmant le rebond viral a partir du réservoitel# majoritairement composé de variants

sauvages archivés.
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Perrieret al. ont analysé les variants minoritaires présentz di® individus débutant un
traitement de premiére ligne par DRV ou ATV, etnt’pas montré de lien entre leur présence
et le risque d’échec virologique [Perredral. 2018].

Fisheret al. ont comparé la technique UDS au séquencage sthobar 7 patients en échec
d’'une deuxieme ligne comprenant du lopinavir/risdndFisher et al. 2012]. Des variants
minoritaires (> 0,5% de la population totale) ankibiteurs de protéase ont été détectés dans
I’ARN-VIH au moment de I'’échec en UDS chez 5 sypafients liés a une adhésion faible et
expliquant I'échec. Ces variants résistants reptése des étapes précoces de la sélection de
clones résistants qui ne dominent pas encore parmuasiespéce du fait d’'une pression
thérapeutique peu importante par défaut d'obsee/aBasuite, une seule étude longitudinale
utilisant des techniques UDS a comparé I'émergencparallele des mutations de résistance
aux inhibiteurs d’intégrase dans les compartimplasmatiques et cellulaires chez 4 patients
[Lee et al. 2012]. Les auteurs démontrent une discordance riaoe et prolongée de la
fréquence de résistance sélectionnée entre le alashas cellules sanguines (par exemple, les
mutations Q148H/G140S présentes a 100% dans lenplat seulement a 1% dans les
cellules a la méme date d’échec virologique). Dus pline analyse d’homologie de séquences
révele que la plupart des séquences dans le plasomh aucune homologie avec les
séquences cellulaires. Ces résultats suggerentagoleivage des mutations dans les cellules
est un mécanisme complexe qui fait intervenir laatgique virale et la dynamique des
cellules infectées dans I'organisme au cours dipser@ela est difficile a anticiper malgré
I'utilisation de techniques sensibles.

Enfin, une sous étude en UDS des variants réssstamtoritaires dans 'ARN VIH-1 sur les
patients de I'essai ANRS 139 TRIO a été réalisdmffentieret al. 2015]. Les patients de
cette étude débutaient une trithérapie de sauvetagwinant ETR, RAL et DRVI/r. Les
variants résistants eémergeants lors de I'écheclogique n’étaient pour la plupart pas
présents a l'initiation du traitement. La présexeevariants minoritaires résistants n’était
donc pas associée a un échec virologique. Une nieada un risque plus élevé d’échec
virologique a été rapportée pour 'ETR.

En conclusion, un échec virologique causé parliecgén de variants résistants minoritaires
semble dépendre de la classe pharmacologique, ljembant en lien avec la barriere

génétique et/ou la puissance des antirétroviraux.
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3. Détection des résistances dans I’ADN VIH-1

Chez une personne en succes thérapeutique, 'ARINplasmatique est indétectable et les
techniques de séquencage ne permettent pas d'empg$ genes d’'intérét. Ainsi, chez des
individus ayant eu des échecs virologiques au cderdeur histoire thérapeutique, mais
actuellement contrdlés virologiquement, il n’ess paujours facile de modifier le traitement.
Définir le profil de résistance d’'une personne ecces thérapeutique s’avere donc compliqué
si I'on ne dispose pas de I'historique des testotfpiques de résistance réalisés sur TARN-

VIH plasmatique au moment des échecs virologiquésriaurs.

Il a donc été proposé de réaliser ggnotype sur ’ADN-VIH cellulaire afin d’apprécier
'ensemble des mutations de résistance ayant éidahs le plasma au cours des précédents
échecs thérapeutiques. De plus, du point de vumitpgee, un génotype sur I'’ADN-VIH est
réalisable dans la mesure ou celui-ci reste ddilectn succes thérapeutique. Les profils de
résistance détectés dans I'ADN-VIH en séquencagssitjue ne refletent pas de fagon
exhaustive toutes les souches résistantes angment détectées dans I'ARN-VIH
plasmatique [Wirdeet al, 2011 ; Delaugerret al, 2012]. Les génotypes ARN-VIH cumulés
sont donc plus informatifs qu’un unigue génotype M\MIH. Par conséquent, seules les
mutations identifiées dans I’ADN-VIH pourront étpgises en compte mais sans exclure
I'existence possible de mutations non détectéesefigt, le séquencage classique, par
technique Sanger, détecte les variants VIH reptasermu moins 20% de la quasiespece.
Ainsi chez des patients en succes thérapeutiqueidi@fusieurs années mais ayant eu des
échecs virologigques antérieurs, le séquencageAd#NFVIH cellulaire retrouvera de fagon
prédominante des souches sauvages intégrées prémucdans le réservoir cellulaire, les
variants résistants étant devenus minoritairesamotent du fait du renouvellement des
cellules infectées. C'est pourquoi il reste indisadble de tenir compte des résultats de tous
les tests génotypiques de résistance réalisés iamEment ainsi que de [I'histoire

thérapeutique pour alléger ou modifier une comBmraiantirétrovirale.

L’amélioration de la sensibilité apportée par leshhiqgues UDS pourrait permettre, dans
certains cas, de détecter de nouvelles mutationsobservées classiquement dans I’ADN
VIH-1, et qui n'ont pas été identifiées au coursstivi des patients, par exemple quand un

génotype de résistance n’a pas été réalisé au matiuenéchec antérieur. Il a notamment été
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montré que les mutations de résistances archivaes BADN-VIH peuvent encore étre
détectables au bout de 6 années de succes virogious traitement efficace (Figure 27)
[Gantneret al. 2016]. Dans cette étude, trois profils ont étéeolsss : (i) les mutations aux
différentes classes pharmacologiques étudieesspansicar elles semblent liées sur le méme
variant, et l'utilisation d’'une molécule de cessdas maintient la pression de sélection sur
'ensemble du variant et entretient son archivadeng terme ; (ii) de nouvelles mutations
apparaissent au cours du traitement optimisé); I68 mutations semblent régresser si le
traitement optimisé comprend de nouvelles classkarnpacologiques. Le degré de

persistance dépend vraisemblablement de la consbimaintirétrovirale utilisée.
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Figure 27. Dynamique des quasiespeces resistantehivwees dans I’ADN-VIH

au cours du temps chez des personnes en succdsgigae. Adaptée de Gantner
et al 2016.

Les différents patients étudiés et leurs différemisites sont représentés en abscisse. Les difé&re
mutations pour les trois classes thérapeutiquediéas sont listées en ordonnée, a savoir : IP, I&TI

INNTI. La proportion de la quasiespéece résistardiereprésentée par la taille du rond.

p. 104




C. Réservoirs viraux lors de I'échec virologique

1. Le compartiment sanguin

Comme vu précédemment, lors des échecs virologidj@dédN-VIH ré-augmente puisque la
réplication reprend. Les niveaux d’ADN-VIH ré-augment également lors d'échecs
virologiques ou d’arréts thérapeutiques. Ainsi,ztes personnes a un stade d’échec avancé,
les niveaux d’ADN-VIH étaient éleveés, entre 3,443¢d1 log copies/million de CMSP en
meédiane (Figure 10) [Avettand-Fenetlal. 2012].

La plupart des données sur le réservoir au monmenetie phase de rebond virologique post-
traitement proviennent d’essais ayant analysé mtesruptions thérapeutigues programmeées,

dans le cadre d’analyse de guérison fonctionntbinakiset al. ont démontré que chez 41
individus arrétant leur traitement, 28 présentaigme augmentation de 'ADN-VIH des 12
semaines aprés linterruption [Kominak&t al. 2012]. Récemment, Clarridget al. ont
analysé I'impact sur le réservoir d’'une interruptishérapeutique chez 10 personnes en arrét
thérapeutique, en comparant les données avanét|'dors de l'arrét (durée médiane de 57
jours d’arrét) et apres la reprise du traitementéd médiane de reprise du traitement de 363
jours) [Clarridgeet al. 2018]. Dans cette étude, tous les marqueurs &udiPN-VIH, ARN-

VIH associé aux cellules, gVOA et marqueurs d’atdton cellulaires et solubles ont tous été
augmentés lors de l'arrét de traitement. De fagoéréssante, les auteurs n'ont pas noté de
modification dans le profil des variants ADN-VIHn éerme de variabilité génétique, de
défectivité et d’apparition de résistance en pirepast-interruption (Figure 28). Ainsi la
proportion de séquences intactes était de 7% astampres l'interruption thérapeutique. En
revanche, dans une étude ayant analysé 24 individasit et apres une interruption
thérapeutique de 48 semaines suivie d’'une rephsetdaitement pendant 104 semaines, les
niveaux d’ADN-VIH total étaient similaires avantténruption et apres la reprise, mais le
niveau d’ADN-VIH intégré demeurait supérieur aueau d’avant I'interruption [Montserrat
et al. 2017]. A notre connaissance il n’y a pas de dosiisée la contribution des différentes

sous-populations lymphocytaires au moment de I'ésfr@logique.
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Figure 28. Profil des séquences provirales en prét post-interruption
thérapeutiques. Adaptée de Clarridge et al 2018.

(A) Représentation par paire de la fréquence deisgces intactes par rapport au nombre de cellules
(B) Représentation de la fréquence des différgmisst de génomes retrouvés par rapport au nombre
de cellules (C) Représentation de la proportion dd&rents types de génomes par rapport au
nombre total de séquences identifiées (D) Arbrelgg@nétigues des différents clones intactes
identifiés pour chaque participant (E) Représentatile la proportion des génomes intacts résultant

d’'une expansion clonale par rapport au hombre dpuséces intactes identifiées.

En conclusion, le réservoir sanguin se re-remplis Id’'un échec virologique ou d'une
interruption thérapeutique. Un retour a I'état gaent est possible selon la durée de
linterruption ou de I'échec avec la reprise a moyeu long terme d'un traitement

antirétroviral efficace.
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2. Le tractus génital masculin

Il existe peu de données sur le rebond virologidares le sperme lors d’arréts thérapeutiques.
Trois études ont montré qu’a l'arrét d’un traiternefiicace, un pic d’ARN-VIH est détecté
dans le sang et le plasma séminal [Liwetzal. 2003 ; Costiniulet al.2013 ; Choudhuret al.
2002]. Une étude récente a recherché l'origineeleebond virologiqgue séminal et sanguin
chez les participants lors d’'une étude avec inption thérapeutique programmeée [Ghasn

al. 2017]. Le rebond a lieu trés rapidement dans s dompartiments entre 1™ et la
4°™® semaine, mais sans indice d’une réplication loc@minale. En effet, les séquences
séminales et celles obtenues dans le plasma samguies CMSP étaient entremélées
génétiquement. Les analyses phylogénétiques ontréngne '’ADN-VIH sanguin était le
principal contributeur a '’ARN-VIH dans le sang let sperme [Ghoset al. 2017]. Cette
découverte renforce I'idée d’'une absence de compamtalisation majeure du VIH dans le
tractus génital masculin.

Un échec virologique peut également survenir chez mersonnes traitées en raison de la
faible pénétration de certaines molécules antivétites dans ce compartiment. En effet, il a
été montré que des variants résistants pouvaientdétectés dans le sperme de patients en
échec virologique dans le sang [Gheasral. 2004] mais aussi chez des personnes traitées en
succes virologique [Lafeuilladet al. 2002]. Plusieurs études ont montré des taux de
pénétration variés des antirétroviraux dans letusagénital qui exercent ainsi des pressions

médicamenteuses variées [gigal. 2017 ; Trezzat al. 2014].
3. Le tractus génital féminin

A notre connaissance, aucune étude n'a compagubsiespéces du sang et celles issues des
sécrétions cervicovaginales aprés interruptionagutique, et ce sujet doit étre investigué.
On peut cependant penser que, comme pour le trgétutal masculin, un transfert passif des
variants sanguins et une réplication locale traisitde ces variants recemment importés se
produisent lors du rebond virologique.

D’un autre c6té, chez les femmes en échec virolmgigous traitement, les mutations de
résistances observées entre sang et sécrétionseevidales peuvent étre différentes [De
Pasqualest al. 2003]. Ce résultat serait plutét en faveur d’'uampartimentalisation partielle

du réservoir dans le tractus génital féminin au mioihde I'échec virologique. La encore, la
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pharmacocinétique des antirétroviraux dans le usagénital féminin pourrait jouer un role
[Trezzaet al.2014].

4, Le tissu digestif

Le réle du GALT comme source de rebond virologicud'arrét du traitement a été
investigué. Dans une étude transversale, McBeidal. ont montré que moins de 20% de
’ADN-VIH total contenu dans le GALT, était présetdns des cellules mémoires capables de
migration [McBrideet al. 2013]. Ainsi des études ont montré que le rebor@mique n’avait

pas pour origine le GALT mais plutdt d’autres contipgents [Lemeet al. 2011].

Plusieurs équipes ont démontré que les profilsédestance étaient différents entre sang et
tissu digestif au moment de I'échec virologiquewt des différences étaient méme observées
entre les différentes parties du tube digestif [Warle et al. 2010 ; Poleset al. 2001].
L’hypothese de ces essais est que la pression ldetigg a la fois médicamenteuse et

immunitaire est différente entre le tractus didesdtie sang.

En résumé lors de I'échec virologique sous traitement :

- Un rebond de I'ARN et de I'ADN-VIH sanguin est obs& lors d'un échec
virologigue ou d’une interruption thérapeutique gaand-Fenoedt al. 2016]

- La plupart des virus intégrés restent probablerdéfectifs [Clarridgest al. 2018]

- L’évolution de la diversité génétique des provisaguins et séminaux n’est pas
démontrée lors des interruptions thérapeutiquegranomées [Ghoset al. 2017 ;
Clarridgeet al.2018]

- L’ARN et 'ADN-VIH sont présents dans le sperme, tactus digestif et le

[72)

sécrétions cervicovaginales lors de I'échec virmjog [Ghosnet al. 2004 ; De
Pasqualet al. 2003]

- L’échec virologique peut entrainer la sélectionrégsistances détectables dans tous
les compartiments [Ghost al. 2004, Falascat al. 2013]
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Conclusions et perspectives

Le plus grand défi dans linfection & VIH aujourdihcorrespond a lidentification de
stratégies curatives. La princiaple barriere adnampour I'obtention d’une cure fonctionnelle
est I'éradication du reservoir VIH latent et petam [Silicianoet al. 2016]. Des stratégies de
réduction de la taille du reservoir et/ou de statioh du systeme immunitaire, en association
a des traitements antirétroviraux pourrait augnrelatgprobabilité d’atteindre cette guérison
[Barouchet al. 2014; Simonettet al. 2015].

De part son unique profil de résistance, il a éggéré que le dolutegravir, un inhibiteur de
lintégrase réecemment commercialisé, pourrait fpagtie de ces stratégies [Wainbetgal.
2016; Phamet al. 2018]. Le dolutegravir a prouvé son efficacitésat tolérance dans de
nombreux essais cliniques incluant des participdats différents contextes cliniques [Raffi
et al. 2013; Cahret al. 2013; Castagnat al. 2014; Akil et al. 2015; Walmsleyet al. 2015;
Molina et al. 2015; Orrell et al. 2017; Trottieret al. 2017]. Cependant, I'impact du
dolutegravir sur les réservoirs viraux dans diffésecontextes cliniques, comme par exemple
s'il est initié en primo-infection, est inconnu [Mdaget al. 2014]. Or, comme nous 'avons vu
dans cette premiere partie des différences en teleneservoir viral existent entre quatre
phases clefs de l'infection par le VIH : la prinmdaction, l'infection chronique, le succes
virologique sous traitement antirétroviral et I'échvirologique sous traitement antirétroviral.
De ce fait, une meilleure compréhension de la dygaendu reservoir VIH sous dolutegravir

en fonction du context clinique est necessaire.
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Partie 2. Etude DRONE : Impact d'un
traitement comprenant du dolutegravir sur

la dynamique du réservoir viral.

Cette seconde partie a pour objectif de préseasepiincipaux résultats obtenus lors de cette
présente these. Apres avoir décris le protocoleedeerche non interventionnelle de I'étude
DRONE, nous présenterons les résultats en trois-gadies qui correspondent aux trois
articles qui en découlent ;

- Article |: lanalyse quantitative du réservoir Vlldanguin ainsi que I'activation

immune sous traitement par inhibiteur de l'intégras

- Article Il : I'étude fine des réservoirs au nivedes sous-populations lymphocytaires
T CD4+,
- Atrticle lll : I'analyse de la diversité génétiquesiquasiespeces virales archivées dans

les cellules sanguines.
Pour finir, nous interpréterons et discuteronsréssiltats combinés de ces analyses dans une

discussion générale.
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Introduction et rationnel scientifique de I'étude

A. Définition de la pathologie ou de I'événement étad

La mise sous traitement antirétroviral a pour difjete bloquer la réplication virale et de
restaurer I'immunité du patient. Si les antirétraux actuels bloquent efficacement la

réplication virale ils sont incapables d’éliminendirus de I'organisme.

Ceci s’explique par :
- un manque d’activité sur les virus intégrés darss dellules a l'état de latence
(réservoirs cellulaires),
- et de par une mauvaise diffusion dans les compantisnanatomiques sanctuaires
comme le systéme nerveux central et le compartigemital (réservoirs anatomiques).
En effet, le VIH est capable d’'intégrer son génataas celui de la cellule héte, on parle de
virus latent. La mesure de I’ADN-VIH est une évdioa de ce réservoir viral. Ces cellules
infectées de facon latente ne sont pas cibléeslepaysteme immunitaire, car elles ne
présentent pas aux cellules de I'immunité adaptatas déterimants antigéniques viraux et le
virus qui y est archivé est insensible aux antirdtaux actuels ciblant uniguement le cycle

de multiplication [Williamset al. 2014].

Ceci implique :

- Un traitement & vie par les molécules antirétrdegavec un risque d’exacerbation de
leur toxicité sur le long terme, une lassitude dearpersonnes vivant avec le VIH qui
subissent encore des discriminations [Gangheid. 2015] et un colt en santé publique.

- Une activation immunitaire généralisée caractgustide l'infection chronique par le
VIH [Liang et al. 2014], qui persiste malgré l'efficacité immunoviogique des
antirétroviraux actuels, et majore le risque cardszulaire. Cette activation semble
d’ailleurs proportionnelle a la taille du réserveairal [Imamichiet al. 2016 ; Seretet
al. 2017 ; Cockerharat al. 2014]

- La persistance d’'une réplication virale dans ldggssisanctuaires, ayant comme
conséguence un risque résiduel de transmissiorebexdu virus, lié a sa persistance
dans le compartiment génital malgré un contréle imavirologique sanguin par les
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antirétroviraux actuels [Ghoset al. 2014 ; Gianellaet al, 2014 ; Gianelleet al,
2013 ; Butleret al, 2010].

La principale conséquence de la toxicité des dmivaux et de la persistance d'une
activation immunitaire généralisée est I'émergetieecomplications associées au VIH telles
gue les maladies cardiovasculaires. La proporteméces par atteinte cardiovasculaire des
adultes vivant avec le VIH a significativement awgt@. En France, elle représente 10% des
décés des personnes vivant avec le VIH [Maetadl. 2014 ; Roussilloret al. 2012 ; Rodger

et al. 2013]. L’'optimisation des stratégies thérapeutsgast donc nécessaire pour limiter la
survenue des complications chez les patients vivaat le VIH [Smithet al. 2010 ; Bavinger

et al.2013 ; Langet al.2010].

Une prise en charge thérapeutique optimisée daimgitre (1) d’atteindre un succes
virologique a long terme(2) de maintenir un nombre de lymphocytes T CD4+ > 500
cellules/mm3 (3) de prévenir la toxicité des antirétroviraux a laegme,(4) un schéma
thérapeutique simplifié pour garantir 'observaretg5) de réduire autant que possible le
réservoir VIH et I'activation immunitaire générales [Chunret al. 2012 ; Lewinet al. 2011 ;
Smithet al.2012]

1. Limites de la prise en charge

Les recommandations francaises [Morlat, 2017. Ramu la prise en charge des personnes
vivant avec le VIH] préconisent l'instauration d’araitement antirétroviral pour toutes les
personnes vivant avec le VIH, indépendamment desladut immunovirologique.

Les combinaisons préconisées lors de linitiatiantchitement répondent au dogme de la
trithérapie : 2 INTI + 1 IP ou 1 INNTI ou 1 Il. Agentre de soins de l'infection a VIH de
Strasbourg en 2016, 82% des personnes suivieseatilune de ces combinaisommalfleau 6.

Ces combinaisons thérapeutiques ont parfaitementrénteur efficacité mais la limite de leur
utilisation est liée a la persistance de I'actimatimmune généralisée malgré la négativation
de la charge virale VIH, a leur toxicité a longneret a 'absence de données claires sur leur

activité sur le réservoir viral.
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Une classe de molécules antirétrovirales, les'dl,em revanche été que peu étudiée dans ces
domaines. Ces molécules empéchent I'intégratiomé&home viral dans celui de la cellule
pouvant ainsi peut étre influencé la constitutianrdservoir viral, notamment I'effet de la
réplication résiduelle. Leurs propriétés pharmagigjoes et leur faible toxicité ont font des
molécules de choix prometteuses pour I'optimisati@rapeutique chez les personnes vivant

avec le VIH.

2. Rationnel pour I'utilisation du dolutegravir

A ce jour, trois Il ont obtenu leur autorisation dese sur le marché en France pour le

traitement de l'infection par le VIH en combinais@nl’autres antirétroviraux.

Activité des Il de premiére génération
Les Il de premiere génération, RAL et EVG, ont mérieur efficacité chez des individus
naifs et prétraités et semblent bien tolérés [Gdlet al. 2014 ; Osterholzeet al. 2014].
L'utilisation de ces deux molécules est cependmnitde par leur faible barriere génétique
[Blanco et al. 2011], par le nombre de prise pour le RAL et panécessité de I'utilisation
d’'un booster, le cobicistat, pour 'EVG.
Comme nous l'avons vu dans la partie précédenislidation du RAL chez des participants
naifs de traitement antirétroviral a montré unes$aide marqueurs du réservoir viral [Koelsch
et al. 2011]. En intensification chez des personnes esesuthérapeutique le RAL a aussi
montré un effet positif sur le réservoir [Vallegd al. 2012 ; Buzoret al. 2010]. Cependant,
les stratégies de switch vers des combinaisongantidu RAL chez des personnes en charge
virale indétectable n’ont pas montré de changemestiveaux de réservoir [Delaugeeteal.
2010 ; Lamet al.2012].
L'impact du RAL a également été évalué sur l'adiva immunitaire. Il n'y a pas de
consensus sur l'utilsation de marqueurs inflammesoprécis, mais on retrouve frequemment
la protéine C réactive ultra-sensible (CRPus),Dd.&s, les D-diméres, I'interleukine 6 (IL-6),
la Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), MF& ou la néoptérine [Rajasuriat al.
2015]. Ainsi le switch d’'un traitement contenanteui/r vers le RAL a été associé a une
diminution significative des marqueurs de l'inflamtion a 48 semaines post-switch : CRPus
(p<0,0001), MCP-1 [=0,0002), IL-6 p=0,0024), TNFe (p=0,0011) et D-dimeres
(p=0,0187) [Martinezt al. 2012]. Des résultats similaires ont été obsergés d’'un switch
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de INNTI vers RAL [Gupteet al. 2013 ; Lakeet al. 2014] ou de I'lE vers RAL [Silvat al.
2013]. Ces résultats suggérent que contrairementiRds, INNTI, et IE les Il pourraient
diminuer I'activation immunitaire généralisée qust d’élément délétére central lors de

l'infection par le VIH.

Activité de I'll de deuxieme génération

Plus récemment, un |l de deuxieme génération, |6 DIobtenu une autorisation de mise sur
le marché pour le traitement des personnes vivaat e VIH. Son efficacité a été prouvee
pour des personnes naives de traitement antiréatpeihez des personnes prétraitées ayant
recu préalablement ou non des Il ou dans des isiisatle switch en succés virologique
(Tableau 7) [Raffiet al. 2013 ; Walmsleet al. 2013 ; Cahret al. 2013 ; Clotekt al. 2014 ;
Castagnat al. 2014 ; Akilet al. 2015 ; Walmsleyet al. 2015 ; Molinaet al. 2015 ; Orrellet

al. 2017 ; Trottieret al. 2017].
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TABLEAU 7 : ETUDES DE PHASEIIl SUR LES COMBINAISONS INCLUANT LEDTG

Cible Etude Concept Publications
SINGLE DTG (50 mg) + ABC/3TC 1 fois/jour Walmsleyet al. 2013
N=833 versusEFV/TDF/FTC 1 fois/jour Walmsleyet al. 2015
SPRING-2 DTG (50 mg) 1 fois/jour _
Personnes N=822 versusRAL 2 fois/jour Raffi et al. 2013
naives de | FLAMINGO DTG (50 mg) 1 fois/jour Clotet et al ; 2014
traitement N=484 versusDRV/r (800/100 mg) 1 fois/jour Molina et al. 2015
ARIA DTG/ABC/3TC 1 fois/jour
NZ495 versusATV/r (300/100 mg) + TDF/FTC Orrell et al. 2017
1 fois/jour
SAILING DTG (50 mg) 1 fois/jour
N=715 versusRAL 2 fois/jour Cahnetal.2013
VIKING-3 DTG (50 mg) 2 fois/jour
Personnes N=183 Castagnat al. 2014
prétraitées VIKING-4 DTG (50 mg) 2 fois/jour Akil et al.2015
N=30 versusplaceboles 7 premiers jours
STRIIVING DTG/ABC/3TC 1 fois/jour Lakeet al.2016
N=555 versusmaintien du traitement Trottieret al.2017

Le DTG présente plusieurs avantages par rapportrenlé&cules de premiere génération: il est

utilisé en prise unique, a une barriére génétijegéé et ne nécessite pas de boost. Par

ailleurs, il a été observé dans les différentsisstaphase Il :

- une réduction de la charge virale sous DTG qui $emlus rapide que sous RAL
[Cahnet al. 2013 ; Raffiet al. 2013]

- une efficacité et une tolérance de la combinaidwrapeutique incluant le DTG

supérieures a celles des traitements incluantNesTl ou les IP/r [Walmsleyet al.
2015 ; Cloteet al. 2014].

Cependant, I'impact du DTG sur le réservoir viral @ l'activation immune généralisée

n’est pas connu[Naranget al. 2014].
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B. Objectifs de I'essali

Les objectifs de notre étude sont d’analysern@t@ue de 'ADN-VIH sous DTG, au cours
du traitement antirétroviral incluant le DTG, d'éwer I'impact de ce nouveau médicament
sur I'activation immunitaire généralisée. Les réstsl attendus contribueront non seulement a
comprendre les mécanismes d’action du DTG maiseggait d’évaluer son réle dans le
contexte d’'une optimisation de stratégie thérapeeti De plus, les données acquises
contribueront a l'amélioration des connaissances ldmpact des antirétroviraux et
notamment de la classe des Il sur le réservoirl \8tal'activation immunitaire. Elles
contribueront également a I'optimisation de la @rén charge thérapeutique des personnes

vivant le VIH.

1. Objectif Principal

L’objectif principal de I'essai est d’évaluer landnution du réservoir viral de personnes

débutant un traitement par DTG.

2. Objectifs Secondaires

Les objectifs secondaires sont :

- déterminer la cinétique de diminution de l'inflantioa et de I'activation immunitaire
apres mise sous DTG

- danalyser la répartition du réservoir viral dams Isous-populations lymphocytaires
sanguines.

- d’analyser la dynamique des quasiespeces viratbévaes dans les cellules sanguines

- de décrire l'efficacité et la tolérance du traitenear DTG

C. Conception de la recherche
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Il s’agit d'une étude multicentrique, comparativeyn-randomisée et ouverte incluant des
personnes initiant un traitement comprenant du DdQifférents stades cliniques et

thérapeutiques de l'infection a VIH suivies pendam@én.

1. Critére d’évaluation principal

Le critére d’évaluation principal est la diminutide I'ADN VIH-1 (une diminutior> 0,5 log
copies/mL est considérée comme significative) edfreS4, S12, S24, S36 et S48 chez les
guatre groupes de patients (Tableau 8) : naifsaierment antirétroviral en primo-infection,
naif en infection chronique, prétraité en succéSragpeutique et prétraité en en échec

thérapeutique.

TABLEAU 8: GROUPES DINCLUSIONS EN FONCTION DU STADE CLINIQUE ET

THERAPEUTIQUE DE L'INFECTION A VIH

Al
_ _ Personnes naives en primo-infection n=11
Acute infection
Cl ] o _
o . Personnes naives en infection chronique n=21
Chronic infection
VS " o
_ _ Personnes prétraitées en succes virologique n=101
Virological success
VF pe - 7 7 . -
. ) . Personnes prétraitées en échec virologique n=69
Virological failure

L’ADN proviral VIH-1 sera exprimé en nombre de cepid’ADN VIH-1 par millions de
CMSP [Avettand-Fenoeket al. 2009]. La quantitt de CMSP est déterminée par la
guantification du nombre de géne codant pour lalime (adaptation de la technique

commercial pour une mesure en biplex avec une P&iRom pour le géne de I'albumine).

2. Criteres d’évaluation secondaires

Les critéres d’évaluation secondaires sont :
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mesure a JO et S48 des marqueurs inflammatoireBaetivation monocytaire : IL-6
ultrasensible (IL-6us), néopterine, IP-10, CD14€B163s) par technique ELISA
distribution a JO et S48 de 'ADN VIH-1 dans lesusgopulations lymphocytaires : TEM,
TTM, TCM et TN par cytométrie en flux puis PCR

analyse des séquences pi@ et env archivées dans les CMSP de I'ADN VIH-1 par
séquencage a haut débit

releve a JO, S4, S12, S24, S36 et S48 des donaé&esuvil habituel : ARN VIH-1, nombre
de lymphocytes T CD4+ et CD8+, créatinine, ALATSAT, CPK.

D. Population étudiee

1. Criteres d’inclusion

Les critéres d’inclusion sont :

age compris entre 18 ans et 80 ans

personne acceptant de ne pas participer a un glejgtossesse pendant le traitement et 6
semaines apres avoir éventuellement arrété le DTG

s’il s’agit d’'une femme en age de procrée, aveteshde grossesse négatif : contraception
efficace tout au long de I'étude

signature d’'un consentement éclairé pour la pagton a I'étude

- criteres spécifiques pour la répartition dangliéférents groupes d’inclusion (Tableau 9)
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TABLEAU 9 : CRITERES SPECIFIQUES A LINCLUSION DANS LES DIFFERENTS GROUPES DE

L’ETUDE
- Primo-infection VIH-1 documentée par un WesterntBh@zomplet dans
Al les 15 jours précédents I'inclusion ; un antige@é positif ou un ARN

Acute infection

VIH-1 positif et un test ELISA négatif ou un WesteBlot négatif ; test

ELISA négatif dans les 3 mois précédents I'inclasio
Absence de prise de traitement antirétroviral defridiagnostic.

Cl

Chronic infection

Infection par le VIH-1 documentée par : un test&Alet confirmée pa|
Western Blot ; ou antigéne p24 ; ou ARN VIH-1
Absence de prise de traitement antirétroviral defpridiagnostic.

VS -
Virological success

Infection par le VIH-1 documentée par : un test&Alet confirmée pa|
Western Blot ; ou antigéne p24 ; ou ARN VIH-1.
Traitement antirétroviral en cours, indépendamndntia combinaisor

utilisée.

ARN VIH-1 plasmatique < 50 copies/mL au jour dadlusion et sur le

prélevement antérieur.

VS -

Virological failure

Infection par le VIH-1 documentée par : un test&Alet confirmée pal
Western Blot ; ou antigéne p24 ; ou ARN VIH-1.

Traitement antirétroviral en cours, indépendamnuentia combinaison

utilisée.

ARN VIH-1 plasmatique > 50 copies/mL au jour dadiusion et sur le

préléevement antérieur.

2. Criteres de non inclusion

Les critéres de non inclusion sont :

- homme ou femme sexuellement actif qui n’utiliserpdis au moins une forme de

contraception

- femme enceinte documenté par test urinaire ou @osagguin de béta-HCG ou femme

allaitante

- hépatite B active documentée par un Antigéne HB#ipo

- hépatite C ou antécédent d’hépatite C documentéeirpanticorps VHC positif ou un

ARN-VHC positif
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- participation a une autre étude clinique incluanilisation d’'un medicament pour lequel
la derniére dose a été administrée dans les 3@edefjours ou pour lequel un dispositif
médical a été implanté

- impossibilité de donner au sujet des informatioclaiggées (sujet en situation d’'urgence,
difficultés de compréhension du sujet...)

- une maladie active classant SIDA a l'initiation ttaitement (excepté une maladie de
Kaposi cutanée ne nécessitant pas de traitemet@nsgsie ou un nombre de CD4 <200
cellules/mn)

- allergie ou intoléerance au DTG ou a l'un de des posants des deux formes
pharmaceutiques actuellement commercialisées ouaaitue 11

- anomalie biologique de grade 4 a JO (excepté lesmmdres lipidiques).

- sujet sous sauvegarde de justice

- sujet sous tutelle ou sous curatelle

Le retrait du consentement, un arrét de particypadi I'étude (participant perdu de vue, arrét
du DTG par decision du participant), ou 'apparitaun critere de non inclusion ou un arrét
du traitement incluant du DTG ou de l'étude s’y papant a la discrétion du clinicien

entrainent une sortie de I'étude. Pour I'objectiinpipal, I'analyse sera effectuée en per
protocol sur une population ayant atteint le S4&a@iéement par DTG en succes virologique.

3. Promotion de I'étude et considérations éthiques

Les Hopitaux Universitaires de Strasbourg sont mtenrs de I'étude. L'étude a recu un avis
favorable du Comité de Protection des Personned Este ’Agence Nationale de Sécurité
du Médicament en 2013.

E. Déroulement pratique de I'essai

1. Modalités de recrutement
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Le recrutement est effectué par les médecins augggspersonnes venant en consultation

dans les centres suivants :

Centre 01 :Au Trait d’Union, Centre de Soins de I'Infectiorarple VIH, Hopitaux
Universitaires de Strasbourg

Centre 02 ‘Au Service des déficits immunitaires, Centre Had@t de Mulhouse

Centre 03 :Au Service de Maladies infectieuses et tropicalésntre Hospitalier de
Belfort-Montbéliard

Centre 04 ‘Au Service de Médecine interne, Hopitaux CivilsGt@mar

Le choix de la mise sous DTG est a la discrétioclihicien.

2. Description des visites

Les visites correspondent au suivi standard pauptecédures médicales et de laboratoire et

d’autres tubes permettent de réalisés les anabyskgjiques sont prélevés lors de ces mémes

visites (Tableau 10).e suivi habituel des patients prévoit six visigestotal, tolérées a plus

ou moins deux semaines par rapport a la date éalcul
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TABLEAU 10 : DESCRIPTION DES PRCODEURES DE lESSAI

Description des visites lnC|j§|0n S4 S12 S24 S36 S48
Information du sujet X
Recueil du consentement éclairé X
Evaluation des critéres d’inclusion et|de
non-inclusion X
Histoire médicale X
Examen clinique X X X X X X
Reléve des effets indésirables X X X X X X
Prélevement sanguin : X X X X X X
Nombre de Lymphocytes T CD4+ X X X X X X
ARN-VIH sanguin X X X X X X
ADN-VIH sanguin X X X X X X
ADN-VIH dans les sous-populations
lymphocytaires X X
Marqueurs de l'activation immune (IR-
10, IL-6, CD163s et CD14s) X X
F. Analyses statistiques
1. Description des méthodes statistiques utilisées

L’objectif principal est d’observer une baisse d’WEVIH total entre la premiére visite (JO) et

la derniére visite (S48), il s’agit du critere dgg¢ment principal exprimé en lpglu nombre

de copies d’ADN-VIH par million de CMSP. L'analyg®incipale est effectuée sur une

populationper protocol Ceci est justifié par le fait que des particigasibutant un traitement

pas DTG peuvent changer de traitement pour difféseraisons médicales.

L’analyse des données utilise les statistiques ddagges. Un modele de régression linéaire

mixte sur 'ADN-VIH est appliqué avec un effet ai@ae sur les sujets et le centre. Diverses
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variables explicatives sont le temps et le groupecldsion en prenant en compte les
interactions sont recherchées.

On suppose que la loi de distribution de '’ADN-V#dit une loi Normale de parametres u (la
moyenne) et (la précision). Les parameétres de la @opriori sur p etr sont choisis peu
informatifs tels que p suit une loi N(0,0.01) wesuit une loil’(0.005,0.05). L'outil JAGS
implémenté dans le logiciel R version 3.1RLKoundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria) en utilisant le package rjags a permis d’effeclasrsimulations. L'analyse utilise
150.000 itérations des chaines de Markov MontedC@MICMC) avec un burining des 5000
premieres simulations pour l'estimation de la distion de 'ADN-VIH. La loi de
distributiona posterioripermet de comparer des différents temps au sam méme groupe
de participants et entre groupes pour un méme tempsélevement.

2. Nombre de personnes a inclure et justification

Le calcul du nombre de sujets nécessaires a €éliééréal’'aide de simulations de test de
Wilcoxon apparié unilatéral avec le logiciel R vers3.1.1 avec un risque de premiére espece
a 5% et une puissance de 800%. Pour fixer les gdrasmde la simulation, nous avons émis
des hypotheses qui nous paraissaient raisonnablaeade la littérature [Koelsét al. 2011,
Lamet al. 2012] et de données disponibles de I'étude FId3N fCuzinet al. 2015] pour des
personnes traitées par d’autres traitements.

A partir du nombre de sujets nécessaires pour fesyses, une estimation du nombre de
participants a inclure a été réalisée. Environ ¥ personnes ne suivant pas le protocole
complet et qui ne pourrons donc pas étre incluses danalyseper protocolet 10% de
perdues de vue sont prises en compte.

Le nombre de sujets a inclure a donc été cacludédbl€bu 11), cependant celui-ci semble
dépasser les capacités de recrutement des diécentres pour le groupe VF, un arrét de
'étude a l'atteinte des effectifs dans les autyesupes a donc été effectué. Un ensemble de
169 individus inclus et ayant eu au moins une meeawO et S48 de 'ADN-VIH a donc été

analysé pour le critére de jugement principal.
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TABLEAU 11 : ESTIMATION DU NOMBRE DE PERSONNES A INCLURE

Analyse Groupe

Al Cl VS VF
Sujets nécessaires pour I'analyse principalpegmprotocol 9 17 85 57
Estimation du nombre de participants ne suivant leas 1 2 8 6
protocole complet (10%)
Estimation du nombre de perdus de vue (10%) 8
Nombre total de personnes a inclure 101
Nombre de personnes analysables gr protocol 20 21 116 12
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Article |

HIV-DNA AND IMMUNE ACTIVATION MARKERS ARE REDUCED I N VIREMIC
BUT NOT IN AVIREMIC INDIVIDUALS STARTING A SUCCESSF UL
DOLUTEGRAVIR-BASED REGIMEN

GANTNER Pierre, PARTISANI Marialuisa, BECK-WIRTH Geneviéve, FALIEE Jean-
Pierre, MARTINOT Martin, MOSHENI-ZADEH Mahsa, CHEME) Christine, BATARD
Marie-Laure, FISCHER Patricia, FUCHS Anne, REY DhWAFI-KREMER Samira.

Article en relecture

Poster présenté a: International Workshop on HBfsigtence during therapy. 12-15
décembre, 2017, Miami, FL. Abstract PP 4.23.
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ADN VIH total et margeurs inflammatoires sont réduits apres l'initiation d’'un
traitement comprenant du dolutegravir mais chez depersonnes virémigues mais pas

lors d’'un switch chez des personnes avirémiques.

A. Obijectifs de I'analyse

L’'objectif de notre étude est d’analyser la qu@ntitADN-VIH sur sang total et des
marqueurs inflammatoires de personnes vivant a¥&dHl initiant un traitement par DTG a
différents stades cliniques et thérapeutiqgues. Nwmasis analysé de facon longitudinale les
prélevements de 169 individus inclus dans les qugtoupes de I'étude DRONE : les
personnes en infection aigue ou primo-infection, (A£20), les personnes en infection
chronique (Cl, n=21), les personnes traitées ercésuwirologique (VS, n=116) et les
personnes traitées en échec virologique (VF, n=a2)0, S4, S12, S24, S36 et S48 de
linitiation du DTG. L’ADN-VIH total a été quanti& par PCR biplex ciblant le LTR du VIH
et le géne de l'albumine humain [Avettand-Feneklal. 2009]. Les différents marqueurs
inflammatoires (IL-6us, IP-10, CD14s et CD163s) étdt quantifiés par ELISA a JO et S48.

B. Principaux résultats

A JO les niveaux d’ADN-VIH étaient les plus élewdns le groupe Al par comparaison aux
groupes ClI, VS et VF (Figure 29). Inversement, &, &lniveau d’ADN-VIH était le plus bas
chez les participants du groupe Al par compara@ongroupes Cl, VS et VF (Figure 29). Le
niveau d’ADN-VIH a diminué a S48 du traitement caemant du DTG chez les particpants
du groupe Al (diminution médiane: -1.31 {ggopies/million de CMSP), du groupe CI (-
0.61) et du groupe VF (-0.5), mais pas chez ceugrdupe VS £0.0), avec une probabilité
de décroissance d’une intensité supérieure a §;6dopies/million de CMSP de 100%, 93%,
47% et 0%, respectivement (Figure 29). La décrossale ’ADN-VIH observée dans les
groupes Al, Cl et VF est la plus rapide dans lestpremiers mois de traitement par DTG
avec une deécroissance meédiane de -0.97 (IQR, {1032)), -0.34 (IQR, -0.52-(-0.14)) et -
0.40 (IQR, -0.69-(-0.16)) lag copies/million de CMSP, respectivement (Figure. 30
pourcentage de participants ayant un ADN-VIH irdéria la limite de détection a S48 était
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de 35% dans le groupe Al, 16% dans le groupe Cl,dé%s le groupe VS et 0% dans le
groupe VF.

Les marqueurs d’activation immunitaire ; CD14s, GB9, IL-6us et IP-10 ont diminué a S48
de traitement par DTG chez les participants virémgga JO (groups Al, Cl et VF). Chez les
participants du groupe VF, seule la quantité de &&Dd diminuée a S48 du switch. A S48 les
niveaux d’'IP-10, Il-6us et CD163s (mais pas ceuxCdi¥l4s) étaient corrélés aux niveaux
d’ADN-VIH.

C. Discussion

Connaitre la dynamique des réservoirs VIH sougetrent antirétroviral, notamment pour
ceux incluant les nouveaux Il, est primordial pbévaluation des futures stratégies curatives.
Grace a notre cohorte de personnes débutant tentexit par DTG dans différents contextes,
nous avons démontré que la dynamique de I'ADN-VIEBpehd du stade clinique et
thérapeutique a l'inititation de celui-ci.

La mesure de I’ADN-VIH total a montré une diminutides niveaux d’ADN entre JO et S48
dans tous les groupes d’inclusion (primo-infectjonisfections chroniques et échecs
virologiques) sauf pour les personnes ayant swithéharge virale indétectbale pour un
traitement comprenant du DTG. Sur un suivi d'uneédud’un an, on peut donc conclure
gu'un switch vers DTG n’'impacte pas les niveauxrégervoir évalués par la mesure de
I’ADN-VIH. Pour la premiére fois, une étude objetil’'efficacité d'un traitement par DTG
en termes de réduction du réservoir viral chezpdesonnes en primo-infection. Cette baisse
du niveau d’ADN-VIH en primo-infection (-1.31 lggcopies/million de CMSP a S48) est
comparable voire plus importante que celle obsedaies d’'autres études comme I'étude
OPTIPRIM (-1.24 logp) [Chéretet al. 2015] et la cohorte PRIMO (-1.00 lgy[Laananiet al.
2015]. Cette tendance est a vérifier sur des étadaas long suivi. De plus, nous montrons
€galement qu’'un traitement par DTG permet d’abaisggidement les niveaux de réservoir
chez des personnes traitées a I'occasion d’'un édh@ogique. Les niveaux d’ADN-VIH les
plus bas a S48 sont obtenus en traitant précocemengui renforce la nécessité d'un
traitement rapide dans un objectif futur de guérigenanworanichet al. 2016].

Par ailleurs, nous avons montré une baisse desusag)inflammatoires chez les personnes

virémiques initiant un traitement par DTG. La emgdes personnes initiant un traitement en
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primo-infection bénéficiaient le plus de cette réitan de I'activation immunitaire.

Cependant chez les personnes avirémiques a Je@sdeslniveaux de CD14s, un marqueur
d’activation monocytaire en réponse au LPS [Sanéleral. 2011], ont été diminués.
Récemment, I'étude STRIIVING incluant également gessonnes débutant en switch un
traitement comprenant du DTG a montré un déclimigatif des niveaux de CD14s et i-
FABP [Lake et al; 2016]. Ensemble, ces résultatg sa faveur d’'un effet possible du DTG
sur le niveau d’inflammation, qui pourrait étre @liamélioration de I'intégrité de la barriere

intestinale

En conclusion, un traitement par DTG initié en mrimfection, en infection chronique ou en
cas d’échec virologique a montré un effet bénéfigue le réservoir VIH et I'activation
immunitaire. De facon intéressante, un traitememhmrenant du DTG initi€ en succes
virologique pourrait améliorer le profil d’activati immunitaire résiduelle. Les futures études
de stratégies curatives pourraient également étlidieerét d’'un traitement comprenant du
DTG.
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Abstract

Background: Strategies aimed at reducing the latent reseniag and/or boosting host
immune responses, including combined antiretrovir@rapy (CART), may enhance the
probability of a possible curddue to its unique resistance profile, it was adytieat the
integrase inhibitor dolutegravir could be part afcls strategies. However, whether
dolutegravir impacts HIV reservoir in differentmkal settings is still unknown. Here, we
assessed the dynamics of HIV reservoir and immugtieation markers among HIV-infected
adults initiating a dolutegravir-based regimen (DBRdifferent stage of HIV infection.
Methods: The DRONE study was a multicenter prospectivedystenrolling individuals
starting a DBR and followed-up during 48 weeks (W{8CT02557997). Responders to
DBR were analyzed for longitudinal total HIV-DNA imeripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) and serum immune activation biomarkers (BGDsCD163, IL-6us and IP-10)
measurements. Bayesian modeling was used to estth@tistribution of HIV-DNA levels.
Results Among 202 enrolled individuals, 169 achieved @immained virological control on
DBR and therefore could be analyzed for primaryeotiye. According to clinical stage of
HIV infection, participants were allocated to diffat groups: acute infections (Al, n=20),
ART-naive chronic infections (Cl, n=21), individgah virological success on cART (VS,
n=116), and in the aftermath of virological failsrat baseline (VF, n=12). Participants,
mostly male (73%) had a median age of 48 yearsagJBiayesian mixed linear modeling,
HIV-DNA decreased at W48 of DBR in the Al group (e decrease: -1.3 lag
copies/10% PBMCs), the CI group (-0.6) and the VF group (}0Hut not in the VS group
(+0.0), with a probability of achieving a clinicaltglevant decrease > 0.5 lggopies/10%
PBMCs of 1.00, 0.93, 0.47 and 0.00, respectivelfj/-BNA and immune activation levels
were correlated. Activation biomarkers decrease®BR for individuals with ongoing HIV
replication at baseline (Al, Cl and VF groups) hat for aviremic individuals (VS group).
Conclusions Successful DBR produced a rapid HIV-DNA declineART-naive but also in
ART-failing individuals. Though, dolutegravir fadeat reducing HIV reservoir levels when
introduced as a switching regiméviore studies on the effect of dolutegravir on viegecy

are needed.

Keywords: Integrase Inhibitor, Viral reservoir, HIV-DNA, ll@mmation, Acute infection.
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Introduction

One of the remaining challenges of HIV infectiontcs identify an efficacious curative
strategy. The main barrier to the eradication af thrus is related to the persistence
of latent HIV reservoirs [Siliciancet al. 2016].Strategies aimed at reducing the latent
reservoir size and/or boosting host immune resgrassociated with combined antiretroviral
therapy (CART), may enhance the probability of esgioe cure [Barouclet al. 2014;
Simonettiet al. 2015]. Due to its unique resistance profile, it was adytleat the integrase
inhibitor dolutegravir could be part of such stopgs [Wainberget al. 2016; Phamet al.
2018]. Dolutegravir has proven both efficacy anfétgain numerous clinical trials including
participants in various clinical conditions [Raéfi al. 2013; Cahret al. 2013; Castagnet al.
2014; Akilet al.2015; Walmslet al. 2015; Molinaet al.2015; Orrellet al.2017; Trottieret

al. 2017]. However, whether dolutegravir impacts HB&ervoir in these different clinical
settings, such as when initiated in acute infectignstill unknown [Naranget al. 2014].
Indeed, early cART initiation showed promising fésin achieving viral control upon cART
cessation in some individuals [Saez-Cirienhal. 2013; Robbet al. 2016]. Thus, a more
detailed understanding of the HIV reservoir sizeirdydolutegravir-based cART according
to the clinical context is needed.

The DRONE trial (impact of Bolutegravir-based regimen éteservoirOf treatmentNaive
and Experienced individuals) was designed to determirteethher a dolutegravir-based
regimen (DBR) influences the size of HIV reservas, approximated by total HIV-DNA
measurements. Especially, it allows HIV reservaie comparison according to the clinical
context of DBR initiation. Indeed, cART-naive inuée or chronic infection, or cART-
experienced individuals who started DBR while imolagical success or in the aftermath of
virological failure were enrolled in four distinstudy groups. The objective of this study is to
depict HIV reservoir dynamics during a 48 weekdoletup in successfully treated on
dolutegravir-based cART individuals with differeglinical profiles.
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Methods

Study population and study design

DRONE was a prospective, open label study, conduictel French centers and involving
HIV-1 infected adults with different clinical prédis (Clinicaltrials.gov:NCT02557997).
Recruitment of individuals starting a DBR occurfedm February 2015 to October 2016
with a 48-weeks follow-up. All participants gaveitan informed consent. The study was
reviewed and approved by both Independent Protec@iommittee East 4 and the French
Safety Drug Agency (ANSM).

Participants were enrolled in one of the four gopinclusion: treatment-naive individuals
who initiated treatment with a DBR during acute )(Ar chronic (CI) infection, and
treatment-experienced individuals who started a dBe in virological success (VS) or in
the aftermath of virological failure (e.g. HIV-1 RN> 50 copies/mL, VF).

CART-naive participants were eligible for an inatusin the Al group, if they initiated DBR
at Fiebig stage V or less [Cohehal.2011; Goujarcet al. 2006], or for an inclusion in the CI
group, if they showed a complete HIV-1 western Ipaifile at baseline [Hocquelowt al.
2013]. cART experienced individuals were includadhe VS group if they were aviremic
(e.g. HIV-1 RNA < 50 copies/mL) at baseline, wherdaose from the VF group needed to be
viremic on two consecutive measurements (e.g. HRNA > 50 copies/mL at baseline and
on the last available sample) for enrollment.

The main non-inclusion criteria were pregnancy/bifeeding, HIV-2 infection, ongoing
AIDS disease, and grade 4 biological abnormalities.

Participants had to achieve virological controlsasn as week 24 of DBR for participants
from the Al, Cl and VF groups or remain controlkgter switching to DBR during follow-up
for those from the VS group, to be considered fanary objective measurements. Thus, for
analyzing the reservoir size dynamic on succesBBR, participants who experienced
virological failure, withdrew dolutegravir, stoppéae study or were lost to follow-up before
the end of the study protocol (week 48) were exatiid

Procedures
Clinical examinations and laboratory analysis wegdormed at inclusion at 4, 12, 24, 36 and
48 weeks. HIV-RNA, CD4+ and CD8+ T cell counts, dalocells count and biochemical

values were determined locally at each site. To#dlassociated HIV-DNA and immune
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activation markers were centralized. HIV-DNA wasqtified by LTR real-time PCR assay
with the Generic HIV DNA CELL assay (Biocentric, i#ol, France) from whole blood
samples collected at each visit [Avettand-Fenetebl. 2009]. Results are reported as the
number of HIV-DNA copies per million of peripherblood mononuclear cells (PBMCSs).
Immune activation markers were assessed by ELISAniques with the: Human soluble
CD163 kit (Cusabio, Kampenhout, Belgium), Human &4&DQuantikine kit (R&D,
Minneapolis, MN), Human IP-10 Quantikine kit (R&Minneapolis, MN) and Human IL-6
High Sensitivity ELISA kit (eBioscience, Vienna, siia)

The primary endpoint was the difference betweemlbas and week 48 (W48) in HIV-DNA
levels in each participant group. Other pre-spedifendpoints included the comparison of
HIV-DNA levels at each time point between groupsd @ghe percentage of individuals with
HIV-DNA levels below the detection limit of 5 cogi’CR [Avettand-Fenoadt al. 2009].
Two major secondary endpoints were the differenedwbéen baseline and W48 in
inflammation biomarkers levels in each participgrdup and the comparison of inflammation

biomarkers levels at each time point between groups

Sample size

Using data from Koelscét al.and Cuziret al. we calculated that we would need to enroll 11,
21, 101 and 69 individuals to detect a differenicatdeast 0.5 log copies/million of PBMCs
between baseline and W48, in the Al, Cl, VS and gréups, respectively [Koelsokt al.
2011; Cuziret al. 2015]. A total of 202 had to be included in thedst The subject number
calculation was performed by a paired Wilcoxon eited test with a 80% power and a 5%
level of significance. As regarding to our activie fpopulation, including 69 cART-failing
individuals could not be feasible in a reasonabh@ant of time; the study was arrested once

the target numbers in the other groups of indivislwaere obtained.

Statistical methods

All variables (HIV-DNA, Neopterine, sCD163, sCD1R;10 and IL-6us) were addressed in a
per protocolanalysisfor all participants achieving and maintaining lagical suppression
through W48 as defined earlier. Demographic andiagi characteristics were summarized
within each group of inclusion as median and indartjle range (IQR) for continuous

variables and frequency and percentage for catjorariables.
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We used a Bayesian approach to compare HIV-DNAimmaiunes activations markers levels
changes over follow-up assuming that these biodddgmllowed a normal distribution N(u,
o). Posterior distribution parameter estimates were derived miged linear model using
program JAGS within the rjags package in R verstohl (R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria). They were generatadguidarkov-chain Monte Carlo chains
with 150,000 iterations and a 5,000 first ones mgnWith no previous reservoir data set on
DBR available, uninformativerior probabilities were used: the coefficients on pemMs(0,
0.01) and on & were I'(0.05, 0.05) [Gaudeet al. 2017]. For the primary objectives,
comparisons between two time points or two grougs expressed as the probability of
observing a difference in HIV-DNA levels greateath0.5 logy copies/million of PBMCs,
which was found to be a virologically relevant streld [Gantneet al. 2017].
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Results

A total of 202 individuals were enrolled in the DRB trial, of whom 169 achieved or
maintained virological control on DBR and therefoorild be analyzed for primary objective.
Participants were allocated to the different stgdyups according to clinical conditions: 20
individuals in the Al group, 21 individuals in ti& group, 116 individuals in the VS group
and 12 individuals in the VF group.

Baseline characteristics

Participants were primarily male (73%), with a naadage of 48 years (IQR, 31-59) (Table 1).
Sixty-three percent were men who have sex with ameh69% of individuals harbored HIV-1
subtype B. Of note, individuals in Al group mosthtiated DBR at Fiebig stage V (75%) and
individuals in the VS group underwent a median gkdérs (IQR, 2-10) of suppressive ART.
Associated backbones were mostly TDF/FTC for thegwup (100%) and ABC/3TC for the
Cl, VS and VF groups (81%, 72 and 75%).

Changes in HIV-DNA levels

At baseline HIV-DNA levels were the highest in tAegroup (Table 1), with an estimated
Bayesian probability of being higher than HIV-DN@vEls in the CI, VS and VF group of
100%, 100% and 99% respectively (Figure 1). Corargrait W48 HIV-DNA levels were the
lowest in the Al group (Table 2), with a probalyildf being lower than HIV-DNA levels in
the Cl, VS and VF group of 79%, 99% and 100% respely (Figure 1). HIV-DNA
decreased at W48 of DBR in the Al group (medianrelese: -1.31 log copies/million of
PBMCs), the CI group (-0.61) and the VF group (x0ut not in the VS grouptQ.0), with a
probability of achieving a clinically relevant deese > 0.5 log copies/10%* PBMCs of
100%, 93%, 47% and 0%, respectively (Figure 2). [ahgest decrease observed in the Al, CI
and VF groups occurred during the first three msrah of -0.97 (IQR, -1.31-(-0.62)), -0.34
(IQR, -0.52-(-0.14)) and -0.40 (IQR, -0.69-(-0.16)p0 copies/10% PBMCs, respectively
(Figure 3). The percentage of participants with HDMA below the limit of detection at W48
was of 35% in the Al group, 16% in the CI group, #4he VS group and 0% in the VF
group (Table 2).

Changes in immune activation markers levels
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All activation biomarkers; sCD14, SCD163, IL-6ugdldf-10 decreased at W48 of DBR for
individuals with ongoing HIV replication at basedinvith: -18%, -49%, -51% and -76% fold
reduction in the Al group, -13%, -40%, -40% and%3fbld reduction in the CI group and -
6%, -32%, -30% and -30% VF group, respectively (Fég4). This was not the case for
aviremic individuals at baseline from VS group ¥drich only a sCD14 decrease of -9% fold
reduction was observed. Under virological suppoessit W48 IP-10, IlI-6us and sCD163
were correlated to HIV-DNA levels but not sCD14d(ie 5).
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Discussion

Understanding the dynamics of HIV reservoirs uncRT, especially for those including
recently approved integrase inhibitors is importéot evaluating the efficacy of future
interventions aimed at curing HIV infection. UsiragJarge cohort of Dolutegravir-including
CART-treated individuals initiated in different wical settings, we showed that HIV-DNA
dynamics in blood strongly depended on the clinasad therapeutic stages of HIV infection
at DBR initiation.

Our key finding is that when participants were mre at baseline (Al, Cl, and VF groups), a
dolutegravir-based cART decreased the HIV-DNA IsveRaltegravir, the first approved
integrase inhibitor has shown abilities to redud¥ keservoirs in CART-naive [Koelsatt al.
2011]. So does dolutegravir, when initiated in acat chronic infection, but also when
initiated in cART-failing individuals. HIV-DNA de@&ase at W48 on DBR when initiated in
primary infection (-1.31 log copies/million of PBMCs) was similar with a preureports
using the same qPCR technique from the PRIMO cdkb0 logo) [Laananiet al. 2015] or

a three drug-containing regimen in the OPTIPRIMIgt(+1.24 logo) [Chéretet al. 2015]. If
there is a trend toward a dolutegravir superiatdynpared to the other drugs in term of HIV-
DNA reduction, it has to be confirmed on long teatow-up.

Although raltegravir cCART-controlled individuals®ked a positive impact on HIV reservoir
as an intensification strategy [Vallegb al. 2012 ; Buzoret al. 2010] it failed at reducing HIV
reservoir markers as a switching regimen [Delawetr al, 2010 ; Lamet al. 2012].
Dolutegravir also failed at reducing HIV-DNA levelsowever, we recently showed that it
could impact archived HIV quasispecies geneticanf@er et al 2018A] and their distribution
to the different CD4+ T cell subsets [Gantner 2Gi8B].

Besides, measuring different immune activation laidaars used in previous reports
[Rajasuriaret al. 2015], we showed a relevant decline in these msrikdhen DBR was
initiated in viremia individuals from the Al, CI dnVF groups. Acutely-treated individuals
experienced the most critical decline magnitudehiese markers at W48. Together, both
HIV-DNA and immune activation markers dynamics sgly support the view that early
CART might limit the size of viral reservoirs, HIpathogenesis and improve the prospects for

a functional HIV cure.
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However and conversely to previous reports on gedidr-containing switching strategies,
switching to a DBR only impact sCD14 levels, a nearf monocyte response to LPS, but
not sCD163, IL-6us or IP-10 levels [Martinez al. 2012 ; Gupteet al. 2013 ; Lakeet al.
2014 ; Silvaet al. 2013]. Recently, the STRIIVING study also inveated the impact of
switching to a dolutegravir-containing cCART and ridua significant decrease in both sCD14
and i-FABP levels [Lake et al; 2016]. Altogetheur @esults suggest that dolutegravir could
impact inflammation, and might play a role in impireg gastrointestinal barrier integrity
[Sandleret al. 2011].

Our study has several limitations, including a $malmber of participants in some study
groups. Though the number of participants is lichiié was sufficient to achieve statistically
relevant conclusions. Moreover, our well-charazesti cohort reflects different clinical and
therapeutic stages of HIV infection, but does dlowacomparison with other CART regimens.
Indeed, whether our observations hold true wheerattasses of drugs are used needs to be

investigated.

In conclusion, our study showed that a dolutegrhased treatment reduced the HIV-DNA
burden in all viremic individuals, which differecetwveen clinical and therapeutic stages of
HIV infection at dolutegravir initiation. Early ta¢ed participants experienced the most
dramatic decrease in HIV-DNA levels. Interestingipmune activation seemed to be
impacted by dolutegravir, even when used as a Binfcstrategy Cure strategies aimed at
reducing the latent reservoir size and/or booshiogt immune responses, should be further

tested in association with dolutegravir-containtddR T.
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Table 1. Demographic and baseline characteristics

Group of inclusion Al group Cl group VS group VF group
(n=20) (n=21) (n=116) (n=12)
Men (%) 18 (90%) 15 (71%) 81 (70%) 9 (75%)
Median age (IQR) 34 (28-51) 31 (24-56 52 (46-61) 2 (36-44)
Median time between estimated
date of infection and enroliment, 47 (22-52) 467 (225-682 NA NA
days (IQR)
Median CD4+ cell count, /mm
(I0R) 623 (314-730)| 441 (226-582) 697 (581-784) 313 (934
Median CD4+/CD8+ ratiQ 0.41 (0.32- 0.24 (0.15- 0.83 (0.56- 0.71 (0.49-
(IQR) 0.52) 0.52) 1.13) 0.88)
Median HIV-RNA, logo | 5.26 (4.43- 4.35 (4.10- 4.53 (3.23-
_ 1.6 (1.6-1.6)
copies/mL (IQR) 5.75) 5.31) 4.95)
Median time with HIV-RNA <
_ NA NA 7 (2-10) NA
50 copies/mL, years (IQR)
Median HIV-DNA, logo| 3.73(3.55- 3.32 (2.93- 2.80 (2.46- 3.35 (3.09-
copies/million of PBMCs (IQR) 3.94) 3.80) 3.18) 3.60)
Participants  with  HIV-DNA
o 0 0 4 (4%) 0
below the detection limit (%)
* IQR, Interquartile range; NA, Not Applicable.
Table 2. Outcomes at week 48
Group of inclusion Al group Cl group VS group VF group
(n=20) (n=21) (n=116) (n=12)
Median HIV-DNA, logo| 2.50(2.13- 2.66 (2.47- 2.74 (2.37- 2.89 (2.63-
copies/million of PBMCs (IQR) 2.65) 2.87) 3.06) 3.00)
Median HIV-DNA change, log | -1.31 (-1.73-(-| -0.61 (-0.92-(-| -0.00 (-0.23- | -0.48 (-0.72-(-
copies/million of PBMCs (IQR) 1.11)) 0.44)) (+0.12)) 0.33))
Participants with  HIV-DNA
o 7 (35%) 3 (16%) 7 (6%) 0
below the detection limit (%)
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Figure 1. Raw HIV-DNA dynamic over follow-up
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Figure 2. Bayesian modeling of HIV-DNA levels dyrnam
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Figure 3. Longitudinal HIV-DNA over follow-up witinedian, IQR and range values.
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Figure 4. Changes of HIV-DNA and immune activatioarkers levels at W48 as percentages
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Figure 5. Correlation of immune activation markerg HIV-DNA levels at W48
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La distribution de '’'ADN VIH total dans les sous pgulations lymphocytaires T CD4+
dépend du stade clinico-thérapeutique d’instauratia d’un traitement antirétroviral

A. Obijectifs de I'analyse

L'objectif de notre étude est d’'analyser la quantitADN-VIH dans les sous-populations
lymphocytaires T CD4+ de personnes vivant avec ll¢ Mitiant un traitement par DTG a
différents stades cliniques et thérapeutiques. Nwams analysé de facon longitudinale les
prelevements de CMSP de 27 individus inclus dasgjleatre groupes de I'étude DRONE :
les personnes en infection aigue ou primo-infec{i®h n=8), les personnes en en infection
chronique (CI, n=5), les personnes traitées enésueicologique (VS, n=10) et les personnes
traitées en echec virologique (VF, n=4), a JO & & l'initiation du DTG. Les lymphocytes
T CD4+ ont été triés par cytométrie en flux (BD FA@ria) en effecteur mémoire (TEM),
transitionnel mémoire (TTM), central mémoire (TCkt) naif (TN) [Chomongt al. 2009 ;
Appay et al. 2008]. L'ADN-VIH total a été quantifié dans cedféientes sous-populations
par PCR biplex ciblant le LTR du VIH et le genel'dédbumine humain.

B. Principaux résultats

Le tri des sous-populations a été réalisé a JA&tpdur les 4 groupes, on ne notait pas de
différence importante entre groupes et entre lex desites dans la proportion de chacune des
sous-populations cellulaires (Figure 31). La mesled’ADN-VIH total dans les différentes
sous-populations lymphocytaires T CD4+ a montré dimgnution significative de 'ADN

VIH total entre JO et S48 chez tous les groupes de patgntglans toutes les sous-
populationssauf dans les TCM, les TTM et TN des patients en sueirekgique (VS) ayant
switché pour un traitement comprenant du DTG (FgBR). De facon intéressante, une
régression du niveau d’infection des TEM chez telividus du groupe VS a été notée. Le
pourcentage de contribution majoritaire au pootdkules CD4+ infectées a été notée pour
les TTM chez les personnes du groupe Al et pouif{@sl dans les autres groupes (Figure
33). Ce pourcentage de contribution n'est pas méodifS48 du traitement comprenant du
DTG.
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C. Discussion

Ces résultats suggérent une évolution du réservival a [linitiation du traitement
comprenant du DTG qui dépend fortement du stacéqole et thérapeutique de l'infection

par le VIH.

L’étude appuie fortement la recommandation d’imitien traitement rapide dés la primo-
infection, avec un double bénéfice :

(1) les niveaux d’ADN-VIH baissent avec la plustéoamplitude lorsque les personnes sont
traitées en primo-infcetion (20% de réduction), cet dans toutes les sous-populations
lymphocytaires.

(2) les TTM contribuent avant et aprés traitemewnjdurs de facon majoritaire au pool de
lymphocytes T CD4+ infectés lorsque I'on traitepgimo-infection, alors que dans les autres
groupes il s'agit des TCM. Or, il a été montré tmeécroissance de I'infection de ces deux
sous-populations sous traitement antirétrovirabhjgas la méme. Les TCM constituent un
réservoir stable avec une prolifération minimalkeles TTM infectés sont continuellement
reouvelés par prolifération antigene-induite ou Bostatique [Lambotteet al. 2002 ;
Chomontet al. 2009]. Le réservoir TTM est rempli par la proldgéon et la différenciation
des TCM dues a I'activation immunitaire [Chomentl. 2009].

Ensemble, ces résultats suggerent donc qu’unnraiteen primo-infection, protege les TCM
d’une infectionde novoet que 'ADN-VIH contenu dans les TTM est forterhedduit par la
décroissance de l'activation immunitaire sousdragnt. Un traitement précoce limite donc a
la fois la taille et la dispersion du réservoir Vgt pourrait ainsi permettre aux personnes qui
en bénéficient de se rapprocher d'une cure fonott@ de l'infection [Saez-Cirioet al.
2013].

D’autre part et contrairement au résultat obtennsd@s CMSP, une diminution, certes

modeste (réduction de 5%) du niveau d’infection d&V a été objectivée chez les

personnes traitées en succes virologique changkatraitement pour le DTG. Or il a été

montré que :

() les TEM sont davantages infectées que les sasmas-populations lymphocytaires dans le
tissu digestif [Yuklet al. 2013].
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(ii) les TEM représentent le principal site suppaetla transcription du VIH sous traitement
antirétroviral [Grau-Exposite@t al. 2017]. Les TEM sont capables de transcriptionvagti
mais forment un réservoir instable, principalemémtalisé dans les tissus inflammeés
[Chomontet al. 2010 ; Serrano-Villaet al. 2016].

(i) les Il pourraient avoir un effet sur la rédiom de I'inflammation, notamment au niveau
intestinal [Lakeet al. 2016 ; Serrano-Villaet al. 2016].

Ensemble, ces résultats suggerent que comme les rEpMsentent la derniére étape de
différenciation apres stimulation antigénique, 1eT@® pourrait aider a diminuer
linflammation, principalement au niveau tissulaieg ainsi réduire le taux d’infection des
TEM.

Le réservoir VIH n’est pas réparti de facon égalesdles sous-populations lymphocytaires T

CD4+ en fonction du stade clinique de l'infectionv#H, et le stade a [linitiation d’'un

traitement comprenant du DTG semble avoir un sffieia composition de ce réservoir.
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Introduction

HIV-1 viral persistence is mostly attributed te long-lasting
resting CD4" T cells, even when antirerroviral therapy
(ART) is used o prevent active replication [1,2]. Even
though much is known about the size variation of HIV
reservoirs on ART [3,4], there is a need for clinical
investigations into CD4™F T cell-specific subsets that serve as
howspors for viral long-term persistence. Indeed, CD4" T
cells present vast functional and phenotypic heterogeneity,
and it has been shown that HIV can integrate into cell-
specific subsets [5—8]. The CD4T T cell subsets, including
naive (TN}, central memory (TCM), transitional memory
(TTM) and effector memory (TEM) cells in a sequential
hierarchical order, can differ in their ability to serve as long-
lasting viral reservoirs. TCM cells have been described as
serving as viral reservoirs during ART and, because of their
intrinsic capacity to survive, provide a major long-lasting
reservoir [9,10]. However, some recent studies have
suggested that TTM cells significantly contribute as viral
reservoirs in the early stages of HIV infection and that early
ART protects TCM cells from persistent infection [11].

Dolutegravir is the first second-generarion integrase strand
transfer irthibitor to be approved for clinical use [12]. [n part
because of i high genetic barrier, it might inhibit HIV-
resistant viruses from becoming archived within the viral
reservoir [13-15]. We propose that studying the longitudinal
changes in HIV reservoir sizes in patients in different clinical
stages and who receive the same antiretroviral regimen (e.g.
dolutegravir-based) would be an interesting model for
understanding both the dynamics of HIV-1 reservoirs and
the mechanisms of HIV persistence under ART.

Indeed, ART Simpacton the total HIVEDINA burden has not
been well studied in the context of different clinical smges.
Here, we investigated the impact of dolutegravir-based
regimens on total HIV-DINA burden in acute/ chronic ART-
naive and viremic/aviremic ART-experienced individuals.
We hypothesize that ART could lower the total HIV-DINA
burden in all the patient subgroups, but to different extents.
We further investigared changes in the HIV-DINA burden in
TEM, TTM, TCM and TN CD4" T cells.

Methods

Study population and study design

This is a substudy from a multicenter prospective
longitudinal study  including HIV-l-infected adults
starting a dolutegravir-based regimen rermed DRONE

(NCT025579%7). Participants from four groups were
enrolled, including treatment-nafve individuals who
initiated treatment with a dolutegravir-based regimen
during acute infecton (Al) or chronic infection (CI) and
trearment-experienced individuals who started a dolure-
gravir-based regimen while in virological success (e.g.
HIV-1 RNA < 40 copies/ml, VS) or in the aftermath of
virological failure (e.g. HIV-1 RNA > 40 copies/ml, VF).
Fifty-four peripheral blood mononuclear cell (PBMC)
samples were collected from 27 participants (8, 5, 10 and 4
individuals in the Al, CI, VS and VF groups, respectively)
at baseline and weeks 48 post-treatment.

Ethics statement

All participants gave written informed consent. The study
was reviewed and approved by both the Independent
Protection Committee East 4 (NCT02557997) and the
French Safery Drug Agency (ANSM).

Flow cytometry of CD4" T cell subsets

PBMCs were isolated from blood samples (16 ml) using a
Ficoll gradient (Eurobio, Les Ulis, France) and frozen for
further cell sorting. CD4 T cells were sorted on a FACS
Aria (BD Biosciences, San Jose, California, USA) using
the 7-AAD Cell viability selution (BID Biosciences),
FITC anu-CD3 (UCHT1; eBioscience, San [Diego,
California, USA) and APC antu-CD4 (RPA-T4;
eBioscience). To further isolare the CD4% subsers,
PBMCs were also labeled with APC-eFluor 780 anti-
CD43RA (HIM0G; eBioscience), PE-Cy7 anu-CCR7
(3D)12; eBioscience) and PE ant-CD27 (L128; BD
Bioscierces). CD4T TEM cells were defined as
CD45RA-CCR7-CD27-, TTM cells were defined as
CD45RA-CCR7-CD274, TCM cells were defined
as CD45RA-CCR74HCD274, and TN cells were
defined as CD45RA+CCR7+CD27+.

Total HIV-1 DNA extraction and quantification
Total cell-associated XINA was exrracted from 20000 to
2 million sorted cells using a QlAamp DNA micro kit
{Qiagen, Courtabeouf, France) with a final elution
volume of 35 ul Total HIV-DNA was quantified from
three replicates using a long terminal repeat real-time
PCR assay with the Generic HIV-DNA CELL assay
(Biocentric, Bandol, France) with a detection threshold
of 5 copies per PCR [16]. The results were recorded as
either the number of HIV-DINA copies per million cells
or as half the absolute count detection limit when HIV-
DNA was not detecred [11]. Reservoir size detection
lirnits varied according to the available cell numbers and
were calculated for each sample.

Copyright © 2018 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.



HIV-DNA in CD4" T-cell subsets on ART Gantner et af.

Statistical analysis

We used a Bayesian approach o compare the HIV-DNA
level changes through the follow-up. Posterior distribution
parameter estimates were derived using the JAGS program
within the rjags package in R, version 3.1.1 using
uninformative prior probabilities [17]. Statistical interpre-
ration of the Bayesian analysis is expressed as the probability
(Pr) of observing a difference in the HIV-DINA greater
than (.25 log copies/million cells or a difference in the cell
contribution percentage greater than 10% between two
time points, two groups ot two cell subsers. The 0.25
threshold corresponds to the standard deviation of the
PCR asay and was considered clinically relevant [18].

Results

Population study

This report analyzed 27 participants (Supplementary
Tables 1 and 2, hrrp:/ /links ww.com/QAD/B229) who
positively responded to dolutegravir-based regimens
(HIV-1 RNA < 40copies/ml) as of week 24 of
treatment. All individuals sustained/achieved virological
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control at their 48-week follow-up. Participants were

primarily male (93%), with a median age of 44 years. Of

note, individuals in the Al group were infected for a
median time of 51 days (range 36—81), whereas those in
the CI group were infected for 226 days (range 140-
7768) based on self-reported data. Individuals in the VS

group underwent a median of 6 vears (range 4-12) of

suppressive ART. Individuals in the VF group were
previously suppressed for a median of §.5 months (range
2—-45), subsequently failed therapy and were viremic for
1 month (range 1-4).

Baseline reservoir description in CD4™ T cell
subsets

Among the CD4™ T cell subsets, the baseline HIV-DNA
burden was high in the TCM cells in the CI, VS and VF
groups (mean 4.02, 4.22 and 4.22 log copies/million cells,
respectively, Pr > 95%), but was the highestin TTM cells
in the Al group (mean 4.04 log copies/million cells, Pr >

89%) (Fig. 1). The major contribution to the toml pool of

HIV-DNA detected in the four subsers at the predo-
lutegravir treatment baseline was mainly from TCM cells
inthe CI, V8 and VT groups (mean 54.6, 58.2 and 62.4%,
respectively, Pr=100%), whereas TTM cells were the
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Fig. 1. Dynamic of the HIV-DNA burden in CD47% T cells subsets and peripheral blood mononuclear cell (PBMCs) between

baseline and week 48 of dolutegravir-based regimen.
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Fig. 2. Dynamic of contribution to the pool of HIV-infected CD4™ T cells between baseline and week 48 of dolutegravir-based

regimen.

main contributors to the pool of HIV-infected CD4 + T
cells (mean 62.4%, Pr=100%) in the Al group (Fig. 2).
There was no ascciation berween the absolute CD4"
T cell count and the frequency of infecred TCM and
TTM cells.

Dolutegravir-based regimen lowered HIV-DNA
burden

The HIV-DINA burden declined in all the groups and
subsets after 48 weeks of treatment (Pr > 52%), except in
the VS group for TTM, TCM and TN cells (Fig. 1). In
the V5 group, switching to a dolutegravir-based regimen
lead to decreased HIV-DNA levels in TEM cells
(Pr=95%), but not in the other subsets. In terms of
the magnitude of the observed changes, there was a more
than 20% reduction in HIV-DINA levels in all the subsets
from the Al group, a more than 10% reduction in the CI
and VF groups across all subsers, and a 5% reducron in
TEM cells from the VS group.

The dolutegravir-based weatment had no impact on the
relative distribution of the HIV-DNA (Fig. 2). Similar to
the baseline, TCM cells at week 48 (W48} still hosted the
highest levels of HIV-DINA in the CI, VS and VF groups
(mean 3.62, 410 and 3.76 log copies/million cells,
respectively, Pr = 79%), whereas TTM cells had the highest

level in the Al group (mean 3.21 log copies/million cells,
Pr =78%). Also similar to the baseline, TCM cells werethe
main contributer to HIVEDINA burden in the CI, VS
and VF groups at W48 (mean 594, 62.9 and 67.2%,
respectively, Pr=100%), whereas TTM was the main
contributor in the Al group (mean 60.7%, Pr=100%).

Discussion

It is unclear whether ART inidation at different ¢linical
stages (acute or chronic infectom) or ART changes
according to therapeutic response (virological success or
failure) could yield greater benefits for reducing markers
for HIV reservoirs in CDA T cell subsets. By comparing
the changes in the HIV-DNA levels in TEM, TTM,
TCM and TN cells from individuals on successful
delutegravir-based regimens over 48 weeks, we demon-
strated that the distribution of HIV reservoirs strongly
depended on the clinical and therapeutic stages of HIV
infection at ART initiation.

The contribution to HIV-DNA burden at baseline was
mainly from TTM cells in acute infections and from
TCM cells in the other groups, with no association with
the absolute CD4™ T cell count [9-11]. Qur key finding

Copyright © 2018 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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is that when patients were viremic at baseline (Al, Cland
VF groups), a dolutegravir-based treatment decreased the
HIV-IDINA burden across all subsers. However, when
patients were avirermic and already on suppressive ART at
baseline (VS group), switching to a dolutegravir-based
regimen resulted in a decrease in TEM cells, but net in
other the subsets or in the toral PBMCs. This might
suggest that compared to and depending on the previous
regimens, a switch to dolutegravir could have some
specific impacts ot TEM cells, but not on the other
subsets; thus, this result should further be investigated (i.e.
whern swirching to other ART regimens). TEM cells are
rranscriptionally active but unstable HIV reservoirs in
individuals on ART and mainly located in inflamed tissues
[10-20]. As this population represents the last step of
immune response upon antigenic stimulation, we
hypothesize that dolutegravir helps reduce immune
activation via cell-dependent mechanisms, which leads
to reduced TEM cell infection levels [20].

The magnitude of HIV-DNA decline at week 48 differed
berween the patient subgroups, with acurtely infecred
individuals experiencing the most dramartic decline [11].
Furthermore, the HIV-IDNA distribution rermained
stable, with TTM cells being the main contributors to
HIV-DNA burden in acutely infected individuals and
TCM cells in the other groups. These two subsets are
characterized by different decay rates in ART-treated
individuals; infected TCM cells constdtute a stable
reservoir with minimal proliferation levels and infected
TTM cells are continuously renewed by self-proliferation
due w anrigen induction or homeostatic proliferation
[9.10]. TTM cell reservoirs are fueled by TCM cell
differentiation and proliferation due to immune activa-
tion [10]. Together, these results suggest that when ART
is initiated in an acute infection, uninfected TCM cells are
protected from de-novo infections and the pool of
infecred TTM cells is dramadcally reduced by immune
activation from early ART. These findings strongly
support the view that early ART might limit the size of
viral reservoirs and improve the prospects fora funcrional
HIV cure [11].

Qe study has several limitations, including the small
number of participants and technical issues. Though the
number of participants is limited, it was sufficient to
achieve statistically relevant conclusions. Moreover, our
well characterized cohort reflects different clinical and
therapeutic stages of HIV infection, but does not allow
comparison with other ART regimens. Indeed, whether
our observations hold true when other clagses of drugs are
used needs to be investigared.

In conclusion, our study showed thata dolutegravir-based
treatment reduced the HIV-DINA burden in all patients,
though the probability of reduction differed between the
clinical and therapeutic stages of HIV infection. Early
treated patients had the highest probability of HIV-IDINA

reduction. Interestingly, in aviremic participants switch-
ing to a doluregravir-based regimen, HIV-DNA reduc-
ton was limited to TEM cells.
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Supplementary Table 1. Baseline demographics andskase characteristics

HIV CDC ) DTG
Sexe| Age (years o HIV subtype Previous ART
transmission| stage Backbone

#/D | Group

38 MSM A2 B NA

45 HTS Al CRFO02_AG NA

49 HTS A2 B NA ABC/3TC
30 MSM Al B NA ABC/3TC
24 MSM A2 B NA ABC/3TC
41 MSM A2 C NA ABC/3TC
21 MSM Al B NA ABC/3TC
36 MSM A2 B NA ABC/3TC
47 MSM c2 B NA ABC/3TC
24 MSM A2 B NA ABC/3TC
20 MSM Al B NA

30 HTS Al ND NA ABC/3TC
48 MSM A2 B NA ABC/3TC
54 MSM A2 ND

RAL+TDF/FTC -

I EZZEZZZZZZEEES N | S EE L

29 MSM A3 B MVC+RAL+LPV/r RPV
55 HTS A3 ND DRV/r+ABC/3TC| ABC/3TC
66 HTS C3 ND ETR+ABC/3TC | ABC/3TC
27 MSM A2 B RPV/TDF/FTC | ABC/3TC
50 Unknown C3 ND NVP+ABC/3TC| ABC/3TC
57 HTS A3 CRFO1_AE RPV/TDF/FTC| ABC/3TC
62 MSM B3 B TPV/r+ETR+RAL
58 MSM A2 B DRV/r+TDF/FTC| ABC/3TC
48 Unknown A2 B RPV/TDF/FTC | ABC/3TC
44 MSM A2 B DRV/r+ABC/3TC| ABC/3TC
41 MSM C3 B RPVI/TDF/FTC DRV/r
49 HTS A2 CRF02_AG DRV/r+TDF/FTQ ABC/3TC
M 24 MSM Al B RPV/TDF/FTC | ABC/3TC

ART, Antiretroviral therapy; M, Male; F, Female, WIS Men who have Sex with Men; HTS, HTS transmissiéh Acute
Infection; CI, Chronic Infection; VS, Virological Scess; VF, Virological Failure; NA, Not applicabl®&D, Not
documented; TDF, Tenofovir disoproxil fumarate; FEGtricitabine; ABC, Abacavir; 3TC, lamivudine; RPV |#virine,
DRV, Darunavir; MVC, maravoric; RAL, raltegravir; LPNgpinavir; ETR, etravirine; NVP, nevirapine; TP\pranavir; /r,

ritonavir.
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Supplementary Table 2: Immunovirological parametersat baseline

N Group Median HIV-RNA (log copies/mL) Median CDZ+cells count (/mm)
8 5,8 469
5 4,0 440
10 1,6 617
4 3,1 387

Al, Acute Infection; CI, Chronic Infection; VS, Virobical Success; VF, Virological Failure.

p. 167
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DOLUTEGRAVIR RESHAPES THE GENETIC DIVERSITY OF HIV- 1
RESERVOIRS
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Dynamique importante de la diversité génétique duéservoir viral sous dolutegravir.

A. Objectifs de I'analyse

L'objectif de notre étudest d’analyser la quantité et la diversité génétide la quasiespéce
virale archivée dans le compartiment sanguin pem®rnvivant avec le VIH initiant un
traitement par DTG a différents stades cliniqueshétapeutiques. Nous avons analysé de
facon longitudinale les prélevements de CMSP dm@®@idus inclus dans les quatre groupes
de I'étude DRONE : les personnes en infection aigueprimo-infection (Al, n=5), les
personnes en en infection chronique (Cl, n=5),p@sonnes traitées en succes virologique
(VS, n=5) et les personnes traitées en échec giele (VF, n=5), a JO, S4, S24 et S48 de
l'initiation du DTG. Les genes deifitégraseen deux amplicons (Intl et Int2) et deblaucle
V3de I'ADN VIH ont été séquenceés en haut débit (Rd¢H4).

B. Principaux résultats

Les séquences obtenues en séquencgage a hautwéeitgene de l'intégrase et celui de la
boucle V3 de la GP120, ont permis d’analyser laadyique du réservoir ADN VIH au cours
de temps. Une séquence consensus pour chaqueepnéléva été obtenue en sommant tous
les variants présents dans la quasiespéce etaétge sur un arbre phylogénétique (Figure
34). La diversité génétigue a également été calc(ddtropie de Shannon) pour chaque

visite/patient ainsi que les valeurs d’ADN VIH tb{gigure 35).

p. 169
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Figure 34. Arbres phylogénétiques des séquenceseammsus par patient/visite.
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Les séquences consensus pour les genes de l'iseefpartie 1 (a) et partie 2 (b)) et de la bouck (¥) dans 'ADN VIH sanguin sont
représentés par patients (#ID) par groupe (Al eddmux, Cl en bleu foncé, VS en bleu clair et Vivert) et par date (JO, S4, S24 et S48).

p. 170



(@)

(b)

()

Shannon Entropy

Shannon Entropy

Shannon Entropy

030 17% _ 23% 55% 97% 97% 92% 92% 99% 99% 99%
025 l
0.20
0.154
0.104
0.05 -
= o
o=l
0.00
T T T T T T T T v T T T T T T T T T T T
DO W4 W24 W48 DO W4 W24 W48 DO W4 W24 W48 DO W4 W24 W48 DO W4 W24 W48
PI cl 'S VF Total
030 42% 11% 61% 26% 92% 96% 99% 78% 91% 74%
0.25-
0.204 T
0.154
0101 D
0.05 EI ! é
0.00-
v T T T T T T T v T T T T T T T T T T T
DO W4 W24 W48 DO W4 W24 W48 DO W4 W24 W48 DO W4 W24 W48 DO W4 W24 W48
Pl cl VS VF Total
0zl 8% 20% 76% 66% 83% 82% 98% 89% 81% 71%
0.25
0.20-
T 4
0.104
0.05
0.00- — Ij == T B I E
T T T T T T T T T T T T v T T T T T T T
DO W4 W24 w48 DO W4 W24 w48 DO W4 W24 w48 DO W4 W24 w48 DO W4 w24 was
Pl c 'S VF Total

p. 171



Figure 35. Dynamique de la diversité génétique desiants archivés dans
I’ADN VIH

La diversité génétique par la mesure de I'entragigeShannon pour les genes de l'intégrase (partie 1
(@) et partie 2 (b)) et de la boucle V3 (c) danSON VIH sanguin sont représentés par groupe de
patients (Al, Cl, VS, VF et total) et par date (3@, S24 et S48).

Sur ces deux représentations on peut noter que :

(1) pour legatients traités en primo-infection (PI)ont une faible diversité génétique a JO et
gue cette faible diversité est maintenue au coursethps. Sur les arbres phylogénétiques
(branches rouges/bordeau) les séquences consassqaatre visites sont identiques (branche
unique par patient). Souvent un unique variant tetoptes les CMSP et ce variant persiste a
l'initiation du traitement antirétroviral par DTG ee malgré la baisse progressive du niveau
d’ADN VIH total dans les CMSP (Figure 3).

(2) Pour lesautres groupes de patients (Cl, VS, VE)la diversité génétique a JO est plus
élevée. A la mise sous traitement antirétroviralaoumoment du switch, on observe une
baisse précoce et transitoire de la diversité gguedta S4 (Figure 3). Cette diversité ré-
augmente ensuite au cours du temps pour attein@#8aun niveau similaire a celui de JO.
Donc, méme chez des patients controlés virologigumerdepuis 10 ans en moyenne (groupe
VS), un switch vers un traitement comprenant du Dd@raine une réorganisation du

réservoir viral, sans en modifier la taille.

Dans cette étude ancillaire, nous avons montré lgustauration ou le switch vers un
traitement contenant du DTG chez les patieai$s en primo-infection les patientsaifs en
infection chronique, les patientsprétraités en échec virologiquest les patientprétraités
en succes virologiqueinduit :

1- unediminution de 'ADN-VIH total chez tous les patiensauf ceuxprétraités en
succes virologique.

2- Une diminution significative de la diversité génétiquede I'ADN VIH total a4
semaines post-traitement chez tous les patieotampris ceux prétraités en succes
virologique.

3- Uneré-augmentation de la diversité génétiquehez tous les patients2d4 semaines

post-traitemensauf chez les patientgaités en primo-infection.
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4- L’évolution de la diversité génétiquea été observee sur ¢gne de lintégraseet
celui de laboucle V3de la GP120.

C. Discussion

Ces résultats suggérent une dynamique importanteéskervoir viral. Nous proposons un
modele évolutif des quasiespéces archivées daidN'XIH avec (Figure 36) :

(1) une diminution quantitative du réservoir VIH &aitant en primo-infection avec une
diversité génétique faible et stable, un seul chared remplissant le réservoir sanguin.

(2) une diminution quantitative de 'ADN VIH en trant en infection chronique ou en échec
virologique sous traitement. L'’initiation d’'un ttament efficace entraine également une
modification de la diversité genétique avec unéexibn précoce puis une re-diversification
de la quasiespece.

(3) une quantité d’ADN VIH stable en modifiant laitement antirétroviral chez des patients
traités en succes en virologique. La modificatiartrditement entraine dans ce cas également
une modification de la diversité génétigue avec umiexion précoce puis une re-
diversification de la quasiespéce.

Cette dynamique pourrait étre le reflet d'un édwarentre le sang périphérique et les
réservoirs sanctuaires et/ou de la réplicatiorduidie [Palmeset al. 2008 ; Bastarachet al.
2014]. La différence observée entre les patiem$es en primo-infection et ceux traités en
infection chronique pourrait également s’expligpar une distribution virale différente entre
les sous-populations cellulaires et la persistqatentielle d’une réplication virale résiduelle
chez les patients traités en phase chronique [Pa&iha. 2008]. En effet, des différences dans
I'archivage en termes de distribution de l'intégraj de la réplication et de I'entrée du virus
ont été observées entre les sous-populations gas/an fonction du stade clinique auquel un
traitement antirétroviral a été initié : (i) les usepopulations lymphocytaires T CD4+
[Soriano-Sarabiat al. 2014 ; Wood®t al. 1997 ; Zerbateet al. 2016 ; Yuklet al. 2013 ;
Chomontet al. 2009] ; (ii) cellules T CD4+ latentersusactivées [Cohmet al. 2015 ; Brady

et al. 2009 ; Chave=zt al. 2015 ; Murrayet al. 2014 ; Campbelkt al. 2010] et (iii) entre
différents compartiments notamment entre sangaetus génital [Andersoet al. 2010 ;
Gantneret al. 2016 ; Kleinet al.2018].
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Pour explorer ces deux hypothéses, I'étude devixslié virale de 'ADN-VIH dans les sous-
populations cellulaires et dans d’autres compariimi&€omme le tractus génital semblent
nécessaires. La détermination de la quantité ¢ déeversité génétique de 'ADN VIH total
(génome entier) dans difféerents compartiments elede évolution dans le temps chez les
guatre groupes de patients cités ci-dessus apaibrtes informations cruciales quant a la
dynamique virale sous traitement antirétroviralogife contenant un inhibiteur d’intégrase de

2°M génération.

Acute
infection

Chronic
infection
or

Dolutegravir-based regimen

success

virological @
failure
Residual replication
and/or
cell trafficking
Virological >‘

Figure 36. Dynamique de la diversité génétique desiants archivés dans
I’ADN VIH

La dynamique de la quasiespece viral archivée dassellules sanguines est représentée par une
variation quantitative (modification ou non de laille des cercles comprenant la quasiespece) et

gualitative (modification ou non des couleurs regandtant les variants).

En résumé nos résultats suggérent une dynamique importdateéservoir viral. Cette
dynamique pourrait étre le reflet d'un échange esidr sang périphérique et les réservoirs
sanctuaires. La différence observée entre lesmatigaités en primo-infection et ceux traités

en infection chronique pourrait également s’exmigpar une distribution virale différente
p.174



entre les sous-populations cellulaires et la penste potentielle d’'une réplication virale

résiduelle chez les patients traités en phase uen
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Objectives: Better understanding of the dynamics of HIV reservoirs under ART is ¢ critical step to achieve a func-
tional HIV cure. Our objective was to assess the genetic diversity of archived HIV-1 DNA over 48 weeks in Blood
cells of individuals starting treatment with a dolutegravir-based regimen.

Methods: Fighty blood samples were prospectively and longitudinally collected from 20 individuals
(NCT02557997) including: acutely (n=5) and chronically (n = 5) infected treatment-naive individuals, as well as
treatment-experienced individuals who switched to d dolutegrovir-based regimen and were either virologically
suppressed (n = 5) or had experienced treatment foilure (7= 5). The integrase and V3 loop regions of HIV-1 DNA
isolated from PBMCs were analysed by pyrosequencing at baseline and weeks &, 24 and 48. HIV-1 genetic diver-
sity was calculated using Shannon entropy.

Results: All individuals achieved or maintained viral suppression throughout the study. A low and stable
genetic diversity of archived HIV quasispecies was observed in individuals starting treatment during acute infec-
tion. A dramatic reduction of the genetic diversity was observed at week 4 of treatment in the other individuals.
In these patients and despite virological suppression, a recovery of the genetic diversity of the reservoirs was
observed up to 45 weeks. Viral variants bearing dolutegravir resistance-associated substitutions at integrase
position 50, 124, 230 or 263 were detected in five individuals (n = 5/20, 25%) from all groups except those who
were ART-failing at baseline. None of these substitutions led to virological failure.

Conclusions: These data demonstrate that the genetic diversity of the HIV-1 reservair is reshaped following the
initiation of a dolutegravir-based regimen and strongly suggest that HIV-1 can continue toreplicate despite suc-
cessful treatment.

Introduction

HIV reservoirs are rapidly estoblished following infection® and
despite being partly reduced early in treatment, they can persist in
the form of integrated proviral DNA for decades even when ARTis
used to prevent active replication.”* To date, neither current ART
strategies nor ongoing ‘shock and kill' studies have yet succeeded
to significantly reduce HIV reservoirs to undetectable levels."™®
Accordingly, HIV reservoirs are quantitatively stable for lengthy
periods of time, effectively preventing viral eradication.”=® The exis-
tence of genetic variability within those reservoirs and the

contribution of residual replication to their active maintenance
during ART both remain controversial.'™® Recent studies have
suggested that, in some patients, the viral reservoir is genetically
stable and can be maintained by clonal expansion of latently
infected cells.’®7 Others have argued far the existence of cryptic
tissue-bound persistent replication under ART.*

Dolutegravir was the first second-generation integrase strond
transfer inhibitar (INSTI) to be appraved for clinical use.*® In part
because of its high genetic barrier, dolutegravir is thought to be
able to reduce HIV reservoirs.’®2* In contrast, ART intensification
with or when switched to the first-generation INSTI raltegrovir had

O The Author 2017, Published by Oxford University Press on behalf of the British Saciety for Antimicrobial Chemnotherapy. All rights reserved.
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no significant effect on viral reservoirs.>=" Whether this would
also hold true if dolutegrovir was used for treatment intensification
remains unstudied. To date, no data to our knowledge is yet avail-
able about the effect (if any) of dolutegravir on the levels and
genetic diversity of the HIV reservairs. The specific effect of INSTIs
in blocking the HIV integration process, combined with the high
genetic barrier of dolutegravir might influence the maintenance of
the HIV reservoir since persistent replication under ART is involved
in this process. ' We hypathesize that studying the HIV diversity of
archived quasispecies in individuals starting a dolutegravir-based
regimen (DBR) would be an interesting model for understanding
both the dynamics of the HIV-1 reservoirs and the mechanisms of
HIv persistence under ART.*® Thus our objective was to prospec-
tively assess the dynarmics of blood-archived HIV-DNA quasispe-
cies aver 48 weeks in individuals starting successful DBR at
different clinical and therapeutic stages of HIV infection using an
ultra-deep sequencing technigue.

Methods

Study population and study design

This is a substudy of a multicentre prospective longitudinal study including
HIV-1-infected adults starting o DBR termed DRCME (impact of o Dolutegravr-
based regimen on Reservoirs Of treatment-Maive and -Expetienced individu-
als, Clinicaltrials.gow: MCTO2557997). Participonts from four groups
were entolled: treatment-naive individuals who initicted treatment
with o DBR during acute (e.g. less than 6weeks post-infection) infection
ALY} or chronic infection (CI), and treatment-experienced individuals
who started a DBR while in wirological success (VS; eg. HIV-1
RNA =50 copies/mL) or in the aftermath of virological failure (VF; eqg.
HIW-1 RMA =50 copies/mL).

Eighty PBMC samples were collected from 20 partidpants |5 in each
group) at baseline and week & (Wa), week 24 (W24) and week 48 [W48) of
successful DBR (Fgure 51, available as Supplementary dato at JAC Cnline).

Ethics statement

All paorticipants  gave written informed consent. The study was
resviewed and approved by both Independent Protection Committee East 4
(MCTG2557997) and the French Safety Drug Agency [ANSM).

Total HIV-1 DNA extraction and quantitation

Total cell-gssocigted DMA was extracted from 1 million PBMCs in duplicate
using the outomated Glaxtractor system [GQIAGEN, Courtabeouf, France),
with g final elution volume of 100 pL. Total HIV-1 DMA was quantified by
long terminal repeat (LTR) real-time PCR assay with the Genetic HIV DNA
CELL assay (Biocentric, Bundol, France) as described previously.*®

Amplicon generation

Three bulk PCR amplicons of approximately 400 bp encompassing the
whole integrase (two omplicons: Intl 4359-4743 and Int2 4743-5102
positions on HIV-1 HXB2) and the V3 loop (one amplicon: 7026-7360 posi-
tions on HIV-1 HXBZ) were generated from 20000C PBMCs per PCR
[Table 51}, Amplification of each amplicon was individually performed with
unigue 454 multinlex identification tags (MID) in duplicate and PCR prod-
ucts were then mixed for the sequencing step. First round and nested PCR
were carried out with Phusion High Fidelity PCR Master Mix with HF Buffer
(Thermo Sdentific, Vilnius, Lithuania).

Ultra-deep sequencing

Each amplicon was purified with Agencourt AMPure XP magnetic beads
{Beckman Coulter, Krefeld, Germany). Amplicons were analysed by Agilent
DM A 1000 chips on Bioanalyser (Agilent Technologies, santa Clarg, CA, USA)
to verify their quality and purity. The purified amplicons were guantitated
with o fluorescence assay Guant-iT PicoGreen (Invitrogen, Eugene, CR,
USA) according to the manufacturer’s instructions. Furified amplicons were
nooled in equimolar amounts. Clonal amplification on beads (emulsion
PCR), bead isolation (breaking) and sequencing on a GS Junior [Roche/454,
Meylan, France)were all performed according to the manufacturer’s proto-
col. For each partidpant, the four samples from each timepoint and the
three amplicons were deep-sequenced in the same pyrosequencing run.

Sequence analysis

Sequence reads were analysed with the GS Amplicon Variont Analyzer
[AVA) software [Roche), which assigns each read to the proper amplicon
and individual sample using 454 MID. This software also aligns individual
sequence reads with the HIV WT HXBZ sequence. Motably, 454 pyrose-
guending has known homopolymer issues.™ To correct for homopolymer
Issues, first an in-house R-script wos used to generate one homopolymer-
corrected consensus sequence per sample from the post-AVA aligned files.
In this approach, ‘ronsensus sequence’ was defined as the most frequently
ohserved nucleotide at each base position [*4, T, 'C, *G" or -}, This was fol-
lowved by the removal of all gop characters in the final consensus sequen-
ces. The assumption is that homopolymer etrors at a single position would
not constitute the most frequently observed hase, therefore by removing
gap characters, homopolymer errors would not be carried over into the con-
sensus sequence. Mext, another in-house R-script wos used to cotrect
homopolymer issues in each small read. This script first aligned each raw
small read to the somple-specific homopolymer-corrected consensus
sequence. Then, for each bose position: (i} if the smoall read indicated *-, but
the sumple-specific consensus sequence was A, C, T or G, our software
wolld replace the base in the small read with ‘N and (i) if the read indi-
cated A, C, T or G, but the sample- spedific consensus sequence was '~ this
~* character would be removed from the small read. These two steps would
correct for any (i} deletions and (i) insertions that are likely artefacts result-
ing from the homopolymer issue. & random sample (subject ID#1, baseline,
V3 loop, 3105 small reads) waos used to compare results derived from our
in-house scripts against o published homopolymer correction algorithm
RC454.%8 Absplute sequence identities derived from the two clgorithms
were 97% concordant. In the majority of discordance cases, our in-house
script was over-conservative, calling Ninstead of taking abase cdll from the
consensus sequence. We used a cut-off of 20reads to consider variants.

To further validate this overall approach, four PBMC samiples (one ran-
dom sample per subject group) were subjected to re-sequencing in sepa-
rate 454 runs 1o assess the reprodudbility of the results. Samples later
identified with integrase resistance mutations by ultra-deep sequencing
consensus sequence were re-extracted and re-tested by Sanger sequenc-
Ing to confirm the existence of the resistance mutations (Figure 52).

Phylogenetic trees were generated using the cotrected consensus
seguenceand Clustal ¥ neighbour-joining tree.

INSTI resistance mutations were identified using the Stanford drug
resistance mutation list (updoted 2017 http:/thivdb.stanford.edu).
Resistant variont sequences were tested for APOBEC-induced hypermuta-
tion on Hypermut (https:ffsnanahivilanl.govicontent/sequence/HYPERMUT/
hypermuthtml).*® The tropism of each variant was inferred from the V3
amino acid sequence by genoZpheno availoble at www.geno2pheno.org.
Viral quasispecies diversity was defined by Shannon entropy.®” This meas-
ure was calculated as -[Z pilogszipdlilog: (M) where piis the relative fre-
guency of each variant i (i = 1;. . .; n, where n is the number of variants per
sample) and M is the total number of sequences analysed per sample.
Entropy results can vary from O (single variont) to 1 [each sequence repre-
sents o single variant). We used a Bayesian approach to compare genetic
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Table 1. Boseline demographics and disease characteristics

HIV-1DMA
HIV-1RMA Virological llogie
Age HIY Fiebig [logie control Co4T copies/10® HIV-1
Group ID# Sex [years) transmission stage coples/mL) [years) cells (imm™® PBMCS) subtype Backbone
Al il M 4t MSM 11 5.75 TS 730 3.38 B TDFFTC
2 M 20 MEM Y 443 S G20 325 B TDF/FTC
3 g 51 MSM v 599 MNA 331 395 B TDF/FTC
4 M i M5 W 478 A 314 2.86 B TDFFTC
5 M 28 MSM Y 526 A& 731 381 B TOFFTC
CI =3 M 24 MSM A 5.64 M 441 3.51 B ABC/3TC
7 M 23 MEM M 531 & 226 224 B ABC/3TC
& M 22 MSM RES 4.35 My 457 3.07 B ABC/3TC
9 F 56 HTS KE:S 410 P& 1140 1.78 B TDF/FTC
10 F 78 HTS N 356 MNA 218 2.34 A1 ARC/3TC
Vs ik F 53 HTS MA =1.60 11 1326 2.56 B ABC/3TC
12 F 63 transfusion M <1.60 11 592 267 B ABC/3TC
13 M 63 HT= MA =1.60 & 794 223 B RPV
14 M 45 MEM KF:S < 1.60 9 1185 2.45 B TDFFTC
15 VA 47 S N =160 9 663 2.28 B ABC/3TC
VF 16 M 50 MEM A Z.08 A 655 275 B ABC/3TC
17 V4 4 MSM N 2.96 NS 416 2.46 B TDF/FTC
18 F 37 HTS MA 453 & 162 311 CRF21_AE ABC/3TC
19 M 39 MEM RES 580 & 69 3.03 B ABC/3TC
20 M 42 HT= MA 5.20 RS 93 3.55 B ABC/3TC

i, male; F, female; HTS, heterosexual transmission; MA, not applicable; TDF, tenofovir disoproxil fumarate; FTC, emtricitabine; ABC, abacavir; 3TC, lam-

ivudine; RPY, rilpivirine.

variability changes over follow-up assuming that genetic diversity follows o
normal distribution Miy, o). Posterior distribution pararneter estimates
were detived using the JAGS program within the rjogs package in R version
3.1.1 and were generated using Markov chain Monte Catlo computation
and uninformative prior probabilities: the coeffidents on p were Ni0, 0.01)
and on 1o were [(0.05, 0.05).*" Comparisons betwesn two timepoints
are expressed as the probability of observing a difference in Shannon
entropy greater than 0.025, which was found to be a virologically relevant
threshold.?®

Results

Population study

This report analyses 20 participants pesitively responding to DBR
(HIV-1 RNA <40 copies/mL] as of week 12 of DBR (Table 1). all
individuals sustained virological control during follow-up.
Associated backbones were abacavirflomivudine (55%), tenofo-
vir disoproxil fumaratefemtricitabine (40%) and rilpiviring (5%;.
Participants were primarily male (75%), with a median age of
Lhyears. Sixty-five percent were men who have sex with men
and 90% of individuals harboured HIV-1 subtype B. Of note, indi-
viduals in the Al group were Fiebig stage ¥ or less and individuals
in the VS group underwent a median of 10 years [range, 8-11) of
suppressive ART.

HIV-DNA and ultra-deep sequencing

A total of 80 PBMC samples (baseline, W4, W24 and W48) were
analysed for cell-associated HIV-DNA (Table 2), which ranged
from 81 to 46189 copies of HIV-DNA/million PBMCs. Mean
decreases in amounts of cell-gssociated HIV-DNA between
baseline and W48 were —1.30,—0.56, —-0.10 and—-0.54 logg
copies/million PBMCs for the AL CL, VS and VF groups, respectively.
All sequences were successfully amplified from the 80 PBMC sam-
ples and yielded a median of 2122, 2801 and 2479 reads per Int1,
Int? and V3 amplicon, respectively.

Genetic diversity

Assuming that the 454 homopolymer produces the same
Shannon entropy background noise across groups we calculated
the genetic diversity for each amplicon (integrase in two parts and
¥3 loop) by individual at each timepoint (baseline, W4, W24 and
W43 according to the inclusion group (Figure 1). Results were sim-
ilar for the three amplicons; we will take the ¥3 loop as an exam-
ple. Mean genetic diversity in HIV-DNA was of 0.041 at baseline in
individuals starting a DBR in the Al group. In this group, genetic
diversity remained stable through follow-up (0.018 at W48).
Indeed, clmost only one major variant was detected at each time-
point in the blood reservoir in this population. In the other groups
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Table 2. Total HIV-DMA measurements and changes in archived INSTI resistance substitutions from baseline

Baseline W W2 Weag
HIV-1 DA substitution HIV-1 DA substitution HIV-1 DA substitution HIY-1 DA substitution
[logyp changes from [logyp changes from [logyp changes from [logyp changes from
copies/108 haseline (% copies/10°% haseline (% copies/10% haseline (% copies/10% haseline (%
Group 1D#  PBMCs) guasispecies) PBMCS) quasispedes) PBMCs) quasispecies) PBMCS) quasispecies)
Al 1 4.19 i 3.88 f 2.87 f 2l f
2 SEE [} 330 MN2308 [36.3%) 2.04 f 201 MN230S [66.0%)
3 4,66 / 429 f 3.54 f 3.52 f
& ke i 3.37 f 2.30 f 2.30 f
5 4.05 i AT f 2.61 f 2.66 f
CI 6 3.83 [} 3.53 f 2.85 f 2.60 f
7 2.98 / 270 f 2.85 f 251 f
& 3.49 i 2.76 f 2.54 f 242 f
9 2.75 li 2.04 R263K [84.5%) 2.18 f 2.61 f
10 2.02 / 2.40 f 2.12 f 1.91 f
Vs 11 2385 { 324 f 3.00 f 255 f
12 3.09 i 3.45 MBI [77.2%) 3.56 MEOT [76.6%) 353 MEOT [100%:)
ALZ4T (100%) A124T (76.6%) A124T (100%)
18 7.68 I 218 f 2.49 f 2.16 f
14 2.86 i 271 [50T [100%:) 2.82 [50M [86.6%) 281 [50T [83.6%)
15 2.61 i 2.45 f 2.56 f 2.62 TEOL [ 100%;)
VF 16 3.14 i 2.80 f 3.03 f 2.84 f
17 2ol i 2.63 f Zi57, f 2.40 f
18 3.38 / 330 f 214 f 2.44 f
19 3.44 i 3.86 f 3.17 f 3.09 f
20 3.84 i 3.46 { 2.97 { 3.22 f

{indicates identity with baseline.

(CIL, ¥S and VF), o high level of genetic diversity at baseline was
observed [0.058, 0.078 and C.148, respectively). The start of DBRIn
these individuals was associated with a transient decrease in the
genetic diversity of either pol or env sequences at w4 (0.008, 0.018
and 0.024, respectively). At this timepoint, only one major variant
was detected in all individuals in the blood reservoir. There was
92% probability of observing a diversity drop-off greater than
0.025 between baseline and W4. In these groups, HIV-1 proviral
genetic diversity increased to levels similar to baseline from W24
to W48 (0.042, 0.074 and 0.115 at W48, respectively). There was
an 84% probability of observing a re-increase in diversity greater
than 0.025 between W and W48,

For each amplicon (Int1, Int2 and ¥3), we constructed phyloge-
netic trees of HIV-DNA consensus sequences by individual and
by date (Figure 2). we found that for subjects treated during Al
HIV-DNA consensus sequences intermingled between timepoints.
On the contrary, individuals from the CI, ¥S and ¥F groups har-
houred HIV-DNA sequences that differed from one timepoint to
another.

Drug resistance amino acid substitutions

Among 20 participants, we detected minor resistance-associated
mutations in the proviral DNA from five individuals (25%; Table 2).

Remarkably, the R263K substitution was transiently detected in
one individual (subject ID#9) from the CI group at W4 as the major
variont (84% RZ63K variants and 16% baseline variants). The
dolutegravir-specific R263K substitution was confirmed through
Sanger sequencing (Figure 52). The R263K variont was genetically
distinct from the baseline variant by seven nucleotide changes
(five were 3-to-A mutations), but harboured no stop codons and
was not considered hypermutated (P= 0.1). Proviruses from three
individuals from the ¥S group harboured various substitutions in
the N-terminal region (subject ID#15: T50I at W48; subject [D#12:
M5CL ot Wé, W24 and W48; subject ID#14: ISCT at W4 and W48,
and ISOM at W24) and the N230S substitution was observedin one
individual from the Al group (Fiebig V) at W4 and W48 (subject
[D#2). In subject ID#12, M501 was associated with the A124T sub-
stitution. Importantly, no major resistance-associated substitu-
tionssuch as Q148 Y143 orN155 were detected.

Discussion

Understanding the dynamics and persistence of HIV reservoirs
under ART is important for evaluating the efficacy of future inter-
ventions aimed at curing HIV infection. In this study, we examined
the genetic diversity of HIV-1 DNA isolated from the PBMCs of indi-
viduals starting a DBRat different dlinical and therapeutic stages of
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Figure 1. Dynamics of genetic diversity on DBR. The mean genetic diversity measured by Shannon entropy in integrase part 1 (a), integrase part 2 (b}
and V3 loop (c) Is depicted for each group of inclusion and at each timepoint baseline (DO), W4, W24 and W48 of DBR]. Data are coloured according
to the group of inclusion: AlLin red, CI in dark blue, ¥Sin light blue and ¥F in green. Statistical comparison Is expressed by the calculated probability of
observing a difference greater than 0.025 hetween baseline/\W4 and W4/AN4E by Bayesian analysis. This figure appears in colour in the online version
of JAC andin black and white in the print version of JAC.
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Figure 2. Constructed phylogenetic trees of consensus sequences for each amplicon: integrase part 1 (a}, integrase part 2 (b} and ¥3 loop (c). Each
branch cotresponds to a single timepoint for each individual and is labelled as: group of inclusion, ID# and date (baseling, W4, W24 and W48 of DBR).
The branches are coloured cccording to the group of inclusion: ALin red, CIin dark blue, ¥S in light blue and VF in green. This figure appears in colour

in the online version of JAC and in black and white in the printversion of JAC.

HIV infection by ultra-deep sequencing. We demonstrated for the
first time @ specific pattern of genetic diversity while changing or
initiating successful DBR: (il genetic diversity remains low in individ-
ucls starting a DBR during Al (i) o dramatic decrease in viral diver-
sity at W4 of DBR occurs in other individuals; (iil) a re-increase in
viral diversity over time occurs in all individuals except those initiat-
ing DBR during the acute phase; and (iv) a selection of amina acid
substitutions specifically associated with resistance to INSTI can
occur during DBR Our data suggest that switching from other drug
regimens to a DBR, even after long periods of viral suppression, can
influence the genetic makeup of the HIV-1 reservoir.

Focusing on the five individudls who initiated o DBR during AL
we found that HIV-1 reservoirs were composed almost uniguely of
only one viral variont that filled the PBMC DNA reservoir and that
this single variant persisted under ART. We can hypothesize that
blood cells may harbour the single transmitted founder clone,*
filling all the HIV reservoirs at baseline and on follow-up. In Al it
was shown that o single viral cluster drculated throughout blood
and other reservoirs. **** The persistence of o stable unique variant
during DBRis indicative of the absence of low-level viral replication
in this population of patients. Whether longer periods of time will
slowlyincrease the genetic diversity of the reservoirs in these indi-
vidualsis o critical question. Based on our results that allindividuals
successfully treated for ~10 years (VS group] did possess a highly
diversified reservoir, we hypothesize that this will also become true
for the Al patients. However, individuals treated during primary
infection achieve very low levels of HIV reservoirs while on ART and
thus may have a lower risk of residual replication ** Alternatively,
our results may be explained by the immune pressure of cytatoxic
T lymphacyte (CTL) response on the genetic diversity of the viral
reservoirs in acutely infected patients. Indeed, participants of this
group initiated therapy at Fiebig stages II (n=1), IV (n=1) or
¥ (n=3) and the acquisition of CTL-escape genetic mutations
occurs mostly at stage V.2527 We have not looked for such escape

mutations in our study and thus effects of CTL pressure on HIV-1
genetic diversity have been overlooked.

In contrast with acutely infected individuals, participants from
all the other groups, i.e. those initiating DBR during CI or in the
aftermath of VF or those who are virologically controlled on ART
switching to DBR, cll showed a profound shift in the genetic diver-
sity of the HIV-1 reservairs. For these individuals, our results show:
i) a high level of viral diversity at baseline and (i} an early genetic
homegenization of the viral reservoirs after 4 weeks of DBR initia-
tion/switch, followed by (jii) a slow increase ingenetic diversity that
eventually reached levels similar to that ot baseline, after one year
of treatment. This last observation could be owing to either low
levels of persistent residual replicaticn under ART®S or cell traffick-
ing from tissues to the blood compartments.®® Indeed, the HIV cel-
lular reservair shows high diversity in terms of cell subtypes,
anatomical location, half-life and cell homeostasis. In these differ-
ent kinds of reservairs, both selective immune pressure and drug
pressure might be variable.?”4%=** In this regard, the detection of
varionts bearing drug-specific resistance-associated mutations
may be significant.

Although drug resistance is extremely rare agoinst dolutegrevir,
treatment failure with DBR has been commonly associated with
the emergence of the R263K integrase substitution.*" "= We report
here three important observations. First, major variants bearing
the R263K substitution did emerge and were archived within the
DNA of one individual under DBR. Second, detecting R263K in the
proviral DNA was not associated with VF. Third, multiple changes
at integrase position 50 were also detected over time in the viral
reservoirs of individuals using DBR. In all cases, these changes at
pasition 50 were conserved over time. We previously showed the
emergence of the R263K and M50I combination of substitutions in
tissue culture selection experiments with dolutegrovir.®® Position
50 s naturally polymorphic whereas R263K is a rare polymorphic
resistance-assodiated substitution. Either of the R263K or M5CI
substitutions confer similar low levels (~2-fold) of resistance to
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Figure 3. Modelling of the dynamics of archived quasispecies in PBMCs according to the timing of DBR initiation. The size variations of the HIV quasis-
pecies archived in PBMCs is represented by the size of the circles. Diversity in quasispecies is depicted by different or unigue colours (depending on the
case) within the quasispecies. This figure appears in colour in the online version of JAC and in black and white in the print version of JAC.

dolutegravir in cell culture.*® In the absence of active replication,
integrase substitutions at position 50 cannot provide any evolu-
tionary advantage to the virus under dolutegravir pressure, thus
the conservation of substitutions at position 50 over time is
more likely due to persistent replication under treatment than
to redistribution of latently infected cells. The absence of main-
tenance of R263K could be due to specific fitness costs imparted
by this substitution to HIV-1, in agreement with previous
reports.*”*® This ugain can anly be true if HIV-1 undergoes cryp-
tic replicative cycles under DBR, in all likelihood in solid organs or
lyrmph nodes. This in turn may have to do with issues of drug
penetration within various organs.“**% why individuals who ini-
tiated DBR after VF were the only group not to have emerging
variants with drug resistance-associated mutations remains
unknown but might also have to do with issues of viral fitness.
Alternatively, this could simply be due to the small number of
participants in our study. Of note, both R263K and M50I have
been recently associated with low levels of resistance to
another INSTI termed bictegravir. =

Given our results, we suggest an evolutionary pathway for each
of our four groups of individuals in Figure 3. Our model is based on
the hypothesis that cell trafficking and/or residual replication,
associated with a high level of compartmentalization of HIV

reservoirs, are the driving force of genetic diversification in
hlood-archived HIV quasispecies. On the one hand, individuals
treated during Al are at lower risk of generating viral diversity.
On the other hand, individuals treated during CI and cases of VF
ar ¥S are at higher risk of genetic diversification. In the latter
case, residual replication can produce viral diversity while on
ART. This suggests that clonal expansion produces no changes
in the genetic diversity of vircl reservoirs (i.e. Al group),!’™"®
whereas residual replication on ART, when it exists, affects HIv-
DNA genetic diversity (i.e. CI, ¥S and VF groups).’*~1% These
mechanisms probably co-exist, but replicative- and infective-
competent variants seem to preferentially derive from clonally
expanded cells.!®

Our study has several limitations, including the small number of
participants and technicalissues. We tried to avoid artefact results
due to 454 pyrosequencing errors with some controls (duplicate
sequencing, Sanger confirmation, sequences cleaning). We cannot
exclude a sampling effect for the PBMCs analysed which may not
summuarize all archived quasispecies, though; by assuming that
454 sequencing errars lead to the same level of background noise
in Shannon entropy across samples and across study arms, our
results are clear with a marked inflection point in genetic diversity
in almast all participants. Moreaver, our well-characterized cohort
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reflects different dlinical and therapeutic stages of HIY infection,
but does nat allow comparison with other ART regimens. Indeed,
whether our observations hold true when other classes of
drugs are used needs to be investigated. Comparison with other
INSTI-based regimens will also be important.

Initicting a DBR can significantly reduce both HIV RNA and DNA,
Concurrently, we observed a dramatic transient reduction of the
genetic diversity on both pof and env genes from archived HIV qua-
sispecies at W4 of treatment. Up to 48 weeks of treatment in our
longitudinal follow-up cnd despite virological suppression in
plasma and HIV-DNA level reductionin PBMCs, we ohserved a slow
recovery of the genetic diversity of the reservoirs. Also some viral
variants harbouring dolutegravir resistance-associoted mutations,
including the R263K substitution, were detected in some individu-
als. These findings show that the HIY reservoir genetic diversity is
reshaped following the initiation of o DBR, suggesting the presence
of residual replication and/or cell trafficking between the blood
compartment and solid tissues.
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Table S1. Amplicon generation

For theV3 loopregion amplification:

For thmtegraseregion amplification:

A first-round PCR was performed using f{
following primers (in 5’-3’ orientation):

- Env31l, CAGTACAATGTACACA (6955
6973; this and all following positions we
based on HIV-1 HXB2, GenBank access

number K03455) and Envé
ATGGGAGGGGCATACATTG (7522
7540).

- The first-round PCR was performed

follows: 2 min at 98°C; 10 cycles [30s

98°C, 30s at 55°C, 90s at 72°C]; 40 cyg
[30s at 98°C, 30s at 60°C, 90s + 5s/cycle
72°C]; 10 min at 72°C followed by cooling

4°C.

A first-round PCR was performed using the followi
hprimers (in 5’-3’ orientation):

In12, GCAGGATTCGGGATTAGAAG (4007
4026) and In13, CTTTCTCCTGTATGCAGAC
r€5251-5270) - With the following conditions: 2 m

agt 98°C; 10 cycles [30s at 98°C, 30s at 55°C, 20
B,72°C]; 40 cycles [30s at 98°C, 30s at 60°C, 90
5s/cycle at 72°C]; 10 min at 72°C followed
cooling to 4°C.
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p at
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Then, a fragment encompassing the V3 reg
was generated by nested PCR with
following primers:

Env7, AATGGCAGTCTAGCAGAAG
(7008-7026) ED33
TTACAGTAGAAAAATTCCCCTC (7360-
7381).

and

jidmo nested PCR amplicons, Intl and In
temcompassing the wholentegrase region were
generated using the following primers, respectivel
I1F, AATAGTAGCCAGCTGTGATAAATGTC
,(4334-4359) I1R
TGCCATTTGTACTGCTGTCTTAAG (4743-4766)

- 12F, GTAAGAGATCAGGCTGAACATC (4722

and

(5102-5124) [Mukherjee AIDS 2011Armenia JID
2012 ; Noguera-Julian VJ 2013].

4743) and 12R, ATGGTGTTTTACTAAACTTTTCC

t2,

The nested PCR was performed under the
30s at 55°C, 60s at 72°C]; 10 min at 72°C f

followimglitions: 2 min at 98°C; 40 cycles [30s at 98

)C,

ollovegctooling to 4°C.
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Figure S2 : Controls
Part A. 454 re-sequencing
Sample : Participant #20, Baseline, V3 loop

#20 DO V3 repeat

100+

Quasispecies percentage (%)

#20 #20 bis

DOB0oO@0

Part B. Sanger re-sequencing

CTRPSNNTRKSIRIGPGQAFYA--A-GEVIGDIKQAHC
CTRPSNNTRKSIRIGPGQAFYA--A-GEVIGDIRQAYC
CTRPSNNTRKSIRIGPGQAFYA--A-GEVIGDIRQAHC
CIRPYNNTRKGVHIGPGQAFYATSATGEVIGDIKRAHC
CTRPSNNTRKSIRIGPGQAFFA--A-GEVIGDIKQAHC
CIRPYNNTRKGIHIGPGQAFYATSATGEVIGDIKRAHC

Sample : Participant #9, Week 4, Integrase pa@tdhfirmation of the R263K substitution)

CAAGATAATAG T GAGATARAAGTAGT GO CAAGAR P CAAAGCAALAGATCAT TAGRGAT TATGGAAAACAR
761 771 781 791 801 G511 521
] D o) 3 D I E ¥ ki P E E K A K I I R D T £] K 1]

CAAGATAATAGTGACGATAAAAGTAGT GCCAAGA
CALAGATAATAGTGAGATLAAAGTAGT GO A AGA

A e o

FCAAAGCAAAGATCATTAGRGATTATGCAARAACAG
PG AAAGCAALAGATCATTAGEGATTATGOALLACAR

A AN A,

CAAGATAATAGTGAGATAALAAGTAGTGCCAAGA

ot ool

P GAALGCAALGATCATTAGIGATTATGGARAALCLD

N

CAAGATAATAGTIGAGATAAAAGTAGTGCCAAGA

AL

P EAAAGCAAAGATCAT TAGRGATTATGEAAAACAR

A A

CAAGATAATAGTGAGATAAAAGTAGTGECCAAGA

T

PG AAAGCAAAGATCATTAGREGATTATGGAAAACAG

A A
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Conclusions et perspectives

Dans I'objectif d’évaluer les futures stratégiesatives de I'infection & VIH en combinaison
avec les traitements antirétroviraux, il est pridiar d’approfondir nos connaissances de la
dynamique des réservoirs VIH lors de I'utilisatides nouveaux inhibiteurs de l'intégrase. La

plus récente de ces molécules, le dolutegravirpasencore été étudiée dans ce contexte.

Dans I'étude DRONE, chez des personnes initiantratement efficace comprenant du
dolutegravir pendant 48 semaines, nous avons :
(1) quantifié ’TADN-VIH dans les cellules mononuéks du sang périphérique, ce qui
évalue le réservoir VIH ;
(2) quantifié plusieurs marqueurs inflammatoiresgqai reflete I'activation immunitaire
résiduelle lors de I'infection a VIH traitée ;
(3) analysé la dynamique de I'ADN-VIH dans les spopulations lymphocytaires
T CD4+ qui n'ont pas les mémes demi-vies, ni lesne& capacités prolifératives, ni les
mémes taux d'infection par des virus intacts, esore donc pas impliquées de la méme
maniere dans la persistance du réservoir VIH ;
(4) analysé la dynamique des séquences d’ADN-VIehigées dans les cellules
mononucléées du sang périphérique, ce qui perrabséiver I'évolution de la diversité
génétique et I'émergence de mutations de résissmeetraitement.

Lors de l'initiation du dolutegravir eprimo-infection, nous avons observé une baisse des
niveaux d’ADN-VIH dans les cellules mononuclééessdng périphérique, mais aussi dans
toutes les sous-populations lymphocytaires. En ligéga une diminution drastique de
linflammation a été objectivée. Par ailleurs, $tauration précoce du traitement a permis de
stopper et de maintenir un bas niveau d’infecti€®@MT le réservoir étant essentiellement
restreint a I'infection des TTM. Ces derniéres oné demi-vie plus courte que les TCM et
sont maintenues par prolifération due a une stitimmantigénique. La présence du réservoir
VIH dans les TTM semble donc étre un facteur de r@mostic qui nous permet d’émettre
I’hypothese de I'obtention d’un niveau de résentmds bas a long terme chez ces personnes.
Cette hypothese est d’ailleurs vérifiée a courntepar un nombre important de participants
obtenant un niveau d’ADN-VIH inférieur au seuil détection des un an de traitement. De
plus, linstauration précoce du traitement a permiés stopper la diversification de la
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guasiespéce virale archivée. Ceci est égalemefdaat@ur de bon pronostic qui nous permet
d’émettre I'hnypothese d’'un moindre risque d’émergenle résistance chez ces personnes
dans le futur. L'ensemble de ces données suppimtée lqu’un traitement antirétroviral initié
précocement augmente la probabilité d’atteindrgoun une rémission de l'infection [Saez-
Cirion et al.2013 ; Hocquelout al. 2013 ; Chéreet al. 2015].

En initiant le traitement par dolutegravir plusdiaement, lors déinfection chronique, une
baisse de 'ADN-VIH et des marqueurs inflammatoiess également observée. Cette baisse
est cependant d’intensité plus faible que lors’id@iation du traitement en primo-infection.
De plus, lors de l'infection chronique, ce sont T®&8M qui hébergent désormais davantage
'’ADN-VIH et linitiation du traitement ne modifigpas ce parametre. Avec leur demi-vie
longue, la présence du réservoir dans ces celigiean marqueur de moins bon pronostic et
explique une diminution plus lente du niveau deemésir a l'initiation d’un traitement
antirétroviral lors de l'infection chronique. De mé, chez ces personnes, la quasiespéece
virale est davantage diversifiée qu’en primo-infattet nous avons noté une inflexion dans
cette diversité précocément apres l'initiation daitément par dolutegravir. Cependant, la
diversité virale a ensuite ré-augmenté au courstetups. Ce résultat indique que le
dolutegravir n’a pas permis de réduire la diversit@le de facon durable mais a remanié
qualitativement le réservoir. Ce remaniement esbagblement lié a I'introduction d’'une
pression de sélection médicamenteuse, comme lerenlansélection d’'une mutation R263K
chez une participante issue de ce groupe d’indsviliensemble de ces données suggere que
I'initiation d’un traitement antirétroviral en inddon chronique apporte un bénéfice en terme
de réservoir et d’'activation immunitaire, mais queebénéfice est plus modéré que pour le
groupe de participants précédent. Ces personnegooctune probabilité de rémission post-

traitement plus faible que les personnes traitégwieno-infection [Hocquelougt al. 2013].

La mesure de 'ADN-VIH total pour les personnesrayaitité un traitement comprenant du
dolutegravir ersucces virologiquen’a pas montré d’effet de réduction de ’ADN-VIHigest
principalement présent dans les TCM. Sur un suiunel durée d'un an, on peut donc
conclure qu’un switch vers le dolutegravir n'impagas les niveaux de réservoir VIH. De
facon intéressante, parmi les marqueurs inflammegatudiés, seule une baisse du niveau de
CD14s, un marqueur d’activation monocytaire en népoau LPS, a été observée. De plus,

nous avons noté une baisse du taux d’infectionTd&gl mais pas dans les autres sous-
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populations lymphocytaires chez ce groupe de ppaiits. On peut noter deux informations
importantes sur les TEM : ces cellules sont leqgip@l réservoir du VIH au niveau du tractus
digestif [Yukl et al. 2013] et il a récemment été montré que ces csllébergent le plus de
provirus intacts [Grau-Expositet al. 2017]. L'ensemble de ces résultats suggere unlpess
effet du dolutegravir au niveau du tractus digesbh peut émettre I'hypothése d’une
réduction de l'infection, de I'activation et depeolifération des TEM au niveau digestif sous
dolutegravir, ce qui se traduirait par une baisge I'thflammation au niveau digestif
obersvable par la baisse du CD14s sérique et,igmrde la circulation des cellules entre les
compartiments sanguin et digestif, par une baissaideau d’'infection des TEM sanguins
[Sandleret al. 2011].

Par ailleurs, et comme pour les personnes traitdesde I'infection chronique, la diversité
géneétique de la quasiespece virale archivée egtetl@vant l'initiation du dolutegravir chez
ces personnes. Ceci peut s’expliquer par le fa@ lquplupart de ces participants ont eux-
mémes été traités en infection chronique. De fag#ressante, une inflexion puis une ré-
augmentation de la diversité virale a l'initiatido traitement par dolutegravir sont également
observées dans ce groupe d'individus. Nous pouwitmisc émettre I'hypothese d'un
remaniement du réservoir VIH et ce, malgré le ssice&ologique antérieur, di au
changement de pression de sélection médicamenteuse.

Enfin, si le dolutegravir est initié lors d'éithec virologique une baisse de '’ADN-VIH dans
les cellules mononucléées du sang périphériquaret s sous-populations lymphocytaires,
et de l'activation immunitaire sont observés. L’ABNH majoritairement distribué dans les
TCM et la dynamique de la diversité génétique s similaires avec les personnes initiant
le traitement par dolutegravir lors de linfecti@hronique. Ceci démontre que, chez ces
personnes virémiques, la reprise d’un traitemetitéearoviral a un impact bénéfique sur le
réservoir et l'inflammation. Cependant, les nivealex réservoir aprés un an de traitement
sont les plus élevés des quatre groupes de partisipces personnes ne seront donc pas a
court terme des candidats potentiels aux premgsai®de stratégies curatives.

L’étude DRONE a plusieurdsmites que sont I'absence d’un traitement comparatesy, @l
non de la méme classe pharmacologiqgue comme kgralir, et 'absence d’investigations
de réservoirs profonds, comme le tractus digeBtf. ailleurs, I'analyse de la dynamique du
réservoir VIH lors d’'une interruption thérapeutigpeogrammée, comme réalisée lors de

certains essais de traitements curatifs, seraitaesante.
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En conclsuion nos résultats suggérent une dynamique importdnteéservoir viral sous

traitement par dolutegravir. L'impact de ce traigmnsur le réservoir dépend fortement du
stade clinique et thérapeutique a l'initiation daitement. Les futurs essais portant sur les
traitements curatifs devraient inclure des perssnmprésentant les difféerents profils de

personnes vivant avec le VIH rencontrées en cliiqu

Comme mentionné dans les limitations de I'étude DIEQ l'absence de groupe avec
traitement comparateur pourrait étre évaluée danfutlires études. Par exemple, il serait
intéressant de comparer le dolutegravir aux indilsg d’intégrase de premiere génération
comme le raltegravir. De méme, l'investigation a@esnpartiments réservoirs profonds est
primordiale car ces compartiments représenteninautabstacles aux stratégies curatives.
Cependant, la réalisation de telles études edinmar la réalisation de préléevements invasifs.
De plus, il serait important d’évaluer la dynamiqgde réservoir VIH lors du rebond
virologique suite a un arrét thérapeutique progré&n@ependant, avec la recommandation de
traiter toutes les personnes vivant avec le VIHeebénéfice en terme de morbi/mortalité
connu au traitement antirétroviral, il est diffecitle réaliser ce genre d’analyse. On peut donc
suggérer le passage au modele d’'infection par\fecBéz le macaque rhésus comme analogie
de linfection par le VIH chez I'Homme. A notre awmissance, une étude incluant des
macaques va investiguer le réservoir SIV lors derilmo-infection, puis sous traitement par
raltegravir ou dolutegravir et a I'arrét du traitemh dans différents compartiments sanctuaires
comme le tissu digestif et les ganglions lymphaigj(Dr. Mespléde and Dr. Estaquier, projet
CanCURE). Les données de cette étude permettrappaifondir les résultats acquis lors de
'étude DRONE et ainsi détailler les effets du degravir sur I'établissement de la latence

virale.
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Objectives: The objective of this study was to address the dynamics of archived resistant quasispecies in
cell-associated HIV-1 DNA over time in heavily ART-experienced patients with currently suppressed plasma HIV-1 RNA.

Methods: Longitudinal ultra-deep sequencing (UDS) analysis of reverse transcriptase, protease and V3 Env
regions was performed on blood-cell-associated HIV-1 DNA samples. Drug-resistance-associated mutations
(DRAMs) and tropism were interpreted using the ANRS and Geno2Pheno algorithms. We analysed frozen blood
cells from patients enrolled in the INNOVE and ANRS 123 ETOILE studies who achieved sustained viral suppression
after salvage optimized ART (SOT).

Results: Samples were available at baseline and 6 and >12 months after SOT initiation in 10 patients. V3 loop
sequences displayed wide intra-individual dynamics over time. Viral variants harbouring DRAMs exhibited three
non-exclusive scenarios. First, when SOT exerted the same selective pressure as previous failing regimens, some
viral quasispecies still harboured the same DRAMs at the same level as at the time of virological failure. Thus, as
DRAMs were mostly associated with the same viral variant, variants with a complete resistance pattern remained
archived. Second, some viral variants harbouring DRAMs were no longer detected over time when SOT consisted
of new antiretroviral classes or had resistance profiles distinct from those of previous failing regimens. Third, var-
iants with new DRAMs associated with SOT emerged in blood cells during follow-up despite sustained virological
control.

Conclusions: Using longitudinal UDS analysis and focusing on DRAMs and tropism as markers, we demonstrated
that, despite sustained virological control, archived HIV-1 DNA quasispecies continued to evolve.

Introduction to adverse events, drug-drug interactions, simplification to

improve adherence, or treatment failure. Treatment modification
HIV-1 ART is a life-long treatment. While virological success is  is complicated in heavily ART-experienced patients harbouring
achieved in most patients, ART often needs to be modified due  viruses with past drug-resistance-associated mutations (DRAMs)
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who are currently controlled under effective treatment. In these
patients, in whom plasma HIV-1 RNA is suppressed and therefore
cannot be amplified, genotypic resistance testing may be per-
formed on blood-cell-associated HIV-1 DNA. Population HIV-1
DNA genotyping does not recapitulate exhaustively all the accumu-
lated DRAMs previously reported from genotypes detected in
plasma samples.'? Therefore, ART history and cumulative past
plasma HIV-1 RNA genotypes are more informative than HIV-1
DNA genotypes to guide treatment modifications.

It has been described that all circulating HIV-1 variants are
archived in blood cells and other reservoirs, such as gut or
semen, for an unknown duration.> ~® Thus, archived resistant var-
iants can persist for a lengthy period of time, as they are archived
notably in central memory CD4 T cells”® with a high proliferative
potential and a long half-life.®

While the Sanger sequencing sensitivity to detect resistant var-
iants within quasispecies of WT viruses is around 20%, ultra-deep
sequencing (UDS) assay sensitivity allows for a sensitivity thresh-
old as low as 1%.1° * Approaches based on UDS have been used
to evaluate the impact of minority drug-resistant variants of
plasma HIV-1 RNA on the outcome of afirst-line ART combination.
Baseline minority resistant variants have been associated with
increased rates of virological failure with NNRTI-based regimens,
but not with regimens containing ritonavir-boosted PIs or inte-
grase inhibitors.'*® A clinically relevant cut-off of 1% minority
NNRTI-resistant variants has been suggested to have significant
impact on the NNRTI-based first-line regimen outcome.'® To
date, all studies using UDS to evaluate DRAMs were cross-
sectional and performed on HIV-1 RNA from plasma samples of
naive patients or plasma samples collected at the time of viro-
logical failure,’*~1¢

To better understand the evolution of archived resistant viral
reservoirs over time in heavily ART-experienced patients with cur-
rently suppressed plasma HIV-1 RNA, we undertook a longitudinal
UDS analysis on blood-cell-associated HIV-1 DNA samples. We
selected and included patients with previous virological failures,
who were all exposed to three classes of drugs—NRTIs, NNRTIs
and PIs—and who subsequently achieved sustained virological
control on a salvage optimized ART (SOT) regimen.

The main objective was to address the dynamics and persist-
ence of resistant viruses harbouring DRAMs archived in cell-
associated HIV-1 DNA, using UDS, after lengthy periods of
suppression of HIV replication in blood plasma.

Methods
Study population

Patients were selected from two randomized clinical trials with an
enfuvirtide-based optimized regimen arm: (i) the INNOVE study,'’” which
enrolled ART-experienced patients with virological failure who were har-
bouring in plasma multiresistant viruses that were still genotypically suscep-
tible to at least two active compounds; and (ii) the ANRS 123 ETOILE
study,"® which enrolled ART-experienced patients with virological failure
and a genotypic score showing two or fewer active drugs, and who received
an SOT including or not including enfuvirtide. Nantes Hospital Ethics
Committee approved the INNOVE study and institutional ethics review
boards approved the ANRS 123 ETOILE study, and all patients gave written
informed consent.

Our current analysis of HIV-1 DNA genotyping is a substudy focusing on
patients for whom frozen blood cells were available at different timepoints

and who achieved virological suppression as of month 3 after the initiation
of an SOT. A total of 29 whole-blood samples were available for 10
patients. There were six patients from the INNOVE study with PBMCs avail-
able at baseline, at month 6 and at a third, distant timepoint (4-6 years)
and four patients from the ETOILE study with whole-blood samples frozen
at baseline and months 6 and 12.

Total HIV-1 DNA quantification

Total cell-associated DNA was extracted from 200 pL of whole blood or
pelleted PBMCs with NucleoSpin Blood kit (Macherey-Nagel, Hoerdt,
France) or QIAmp DNA Mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) respectively,
with a final elution volume of 100 pL. Total HIV-1 DNA was quantified by a
real-time PCR assay with the Generic HIV DNA Cell assay (Biocentric,
Bandol, France) as described previously.*

Amplicon generation

UDS was performed on the longitudinal DNA extracts for reverse
transcriptase (RT), protease (PR) and V3 loop regions.?®2!

For the V3 Env region amplification, a first-round PCR was performed
using the following primers (in 5’-3" orientation): 1V3f, GGCTTAGGCATC
TCCTATGGCAGGAAGAAG (5954-5983; this and all following positions
were based on HIV-1 HXB2, GenBank accession number K0O3455) and
1V3r, GGTCTTAAAGGTACCTGAGGTCTGACTGGA (9000-9029).2* The first-
round PCR was performed as follows: 2 min at 98°C; 10 cycles of 30 s at
98°C, 30 s at 57°C, 4 min at 68°C; 40 cycles of 30 s at 98°C, 30 s at 63°C,
4 min+5 s/cycle at 68°C; 10 min at 68°C followed by cooling to 4°C. Then,
a fragment encompassing the V3 region was generated by nested PCR
with the following primers (in 5-3’ orientation): Env7, AATGGCAGT
CTAGCAGAAG (7008-7026) and ED33, TTACAGTAGAAAAATTCCCCTC
(7360-7381). The nested PCR was performed under the following condi-
tions: 2 min at 98°C; 40 cycles of 30 s at 98°C, 30 s at 55°C, 90 s at 72°C;
10 min at 72°C followed by cooling to 4°C. First-round and nested PCRs
were performed according to the manufacturer recommendations with
Phusion High Fidelity PCR Master Mix with HF Buffer (Thermo Scientific,
Vilnius, Lithuania).

For the PR/RT pol region amplification, a first-round PCR was performed
using the following primers (in 5'-3’ orientation): 5'prB, GAAGCAGGAGCC
GATAGACA (1794-1812) and MJ4, CTGTTAGTGCTTTGGTTCCTCT (3399-3420).
The first-round PCR was performed as follows: 2 min at 98°C; 10 cycles
of 30's at 98°C, 30 s at 57°C, 2 min at 68°C; 40 cycles of 30 s at 98°C,
30sat63°C, 2 min+5 s/cycle at 68°C; 10 min at 68°C followed by cooling
to 4°C. First-round PCR was performed according to the manufacturer
recommendations with Phusion High Fidelity PCR Master Mix with HF
Buffer (Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania). The nested PCR was adapted
from the 454/Roche HIV-1 Genotyping Kit v2.*2° Our first-round PCR pro-
ducts were subsequently amplified using the microtitre plate of this kit
with dried-down primer pairs, to generate four amplicons encompassing
PR/RT genes: A (PR), B, Cand D (RT).

Each V3 or PR/RT nested PCR primers consisted of a 454 sequencing
adaptor (for either forward or reverse sequencing), sample-specific multi-
plex identifier sequence, and a specific viral sequence for PCR priming.

HIV drug resistance testing by UDS

Each amplicon was purified with Agencourt AMPure XP magnetic beads
(Beckman Coulter, Krefeld, Germany). Amplicons were analysed using an
Agilent DNA 1000 Bioanalyser (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
to verify their quality and purity. The purified amplicons were quantified
with a fluorescence assay Quant-it Picogreen (Invitrogen, Eugene, OR,
USA) following the manufacturer’s instructions. Purified amplicons were
pooled in equimolar amounts. Clonal amplification on beads (emulsion
PCR), bead isolation (breaking) and sequencing was performed according
to the manufacturer’s protocol, on a GS Junior (Roche/454, Meylan, France).
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DRAM and variant analysis

The sequence reads were analysed with GS amplicon variant analyser
(AVA) software (Roche), which assigns each read to the proper amplicon
and patient sample using the multiplex identifier. This software also aligns
the generated sequence reads with the HIV WT HXB2 sequence and iden-
tifies quantitatively drug resistance mutations according to a pre-defined
DRAMs list. UDS results were interpreted using the ANRS resistance algo-
rithm V24 (www.hivfrenchresistance.org). The major NRTI, NNRTI and PI
resistance mutations were identified using the update 2015 Stanford
drug resistance mutation list (http:/hivdb.stanford.edu). DRAMs were
used as markers to characterize HIV-1 DNA blood reservoir dynamics.
Genetic signatures of the four amplicons encompassing PR/RT genes
were used to reconstruct the whole variants. Resistant HIV DNA load
was calculated at each timepoint based on the percentage of quasispecies
harbouring DRAMs by UDS and the total cell-associated HIV-1 DNA load.

The tropism of each variant was inferred from the V3 amino acid
sequence by geno2pheno available at http://454.geno2pheno.org/index.
php.?! V3 loop quasispecies diversity was defined by Shannon entropy.??
This measure was calculated as —[2p;xlog,(p;)]/log,(N), where p; is the
relative frequency of each variant i (i=1;.. .;n where nis number of variants
by sample) and N is the total number of sequences analysed by sample.
Entropy results can vary from O (single variant) to 1 (each sequence repre-
sents a single variant).

Intra-patient and inter-sample quasispecies comparisons were assessed
using the Wilcoxon signed-rank test and Mann-Whitney test, respectively
(http://marne.u707 jussieu.fr/biostatgv/).

Definition of minority resistant variants

The detection limit of drug resistance mutations was fixed at 1%. This con-
servative cut-off was chosen based on previous reports indicating com-
bined PCR and sequencing error rates of 0.1%-0.3% using 454 amplicon
sequencing of HIV-derived clonal sequences.?>*?* Variants present in
more than 20% of the quasispecies were considered to be major resistant
variants, and variants present at a proportion between 1% and 20% were
considered to be minor variants.

Results

Patients and UDS

Patients’ characteristics at the time of initiation of SOT (baseline) are
described in Table 1. At the time of enrolment, patients were in viro-
logical failure with a median HIV-1 RNA load of 4.7 logqo copies/mL
(range, 3.2-5.2 log;q copies/mL). Virological success was achieved
as soon as month 3 with SOT and sustained during follow-up
for all patients. The complete characteristics of study patients
are described elsewhere.!”'182> Cell-associated HIV-1 DNA load
decreased significantly between baseline and month 6 on successful
SOT (median, 3.31 logyg copies/lO6 PBMCs at baseline versus
2.95 logy copies/10® PBMCs at month 6; P=0.004). Globally,
cell-associated HIV-1 DNA remained high, with a median value of
3.0 logy copies/10° PBMCs (range, 1.9~ 4.2 logs copies/10° PBMCs).

Among the 29 samples, UDS results were available for 29
(100%), 28 (97%), 26 (90%), 26 (90%) and 27 (93%) of the ampli-
cons V3, A, B, Cand D, respectively. UDS yielded a median of 3553
reads per V3 amplicon (range, 2403-10196 reads) and a median
of 2277 reads per PR/RT amplicon (range, 825-6391 reads).

Longitudinal viral genotropism in blood cells and
V3 variants by UDS

Overall, we found 125 variants, including 67% of minority variants
(Table 1). At baseline, UDS indicated the presence of R5

quasispecies (R5 variants represented >95% of the quasispecies)
in six patients (patients 1, 3, 4, 6, 7 and 9) and R5X4 dual-mixed
variant populations in the remaining four (patients 2, 5, 8 and
10). At baseline, minority X4 variants were found in patient 2
(n=1: 1.1%), patient 5 (n=3: 12.4%, 10.6%, 1.7%), patient 8
(n=1: 12.4%) and patient 10 (n=6; 5.8%, 2.6%, 1.4%, 1.3%,
1.2%, 1.0%).

During follow-up, three out of six patients who harboured a
major R5-tropic variant displayed the emergence of dual
R5X4-tropic quasispecies at month 6 (patients 1, 4 and 7). None
of these patients harboured minority X4 variants at baseline.
Patient 4’s quasispecies reverted to R5 at month 12, and the X4
variants became dominant (>80% of the quasispecies) in the
third sample for the remaining two (patients 1 and 7).

Only one patient (patient 5) with R5X4 dual-mixed quasispe-
cies in PBMCs at baseline was treated with a CCR5 antagonist.
For this patient, the proportion of X4 variants increased from
25.8% at baseline to 99.5% after 4 years on a maraviroc-
containing SOT (patient 5; Figure 1a).

We observed two distinct evolution patterns for V3 loop
sequences on efficient SOT. First, six patients (patients 1, 3, 5, 7,
9 and 10) harboured conserved variants over time (e.g. patients
10 and 3; Figure 1b and c) with small variations in their relative
frequencies. Second, the remaining four patients (patients 2, 4,
6 and 8) had quasispecies with no identical sequence between
baseline and the third sample, depicting pronounced fluctuations
of variants (e.g. patient 6; Figure 1d).

The median Shannon entropy was 0.093 (range, 0.004-0.209)
and 0.087 (range, 0.005-0.180) at baseline and on the last visit
sample, respectively, showing no significant difference in diversity
level over time (P>0.05). Also, there was no significant difference
in diversity level between R5 and dual-mixed R5X4 quasispecies
(P>0.05), with median entropy of 0.059 (range, 0.004-0.209)
and 0.087 (range, 0.005-0.265), respectively.

Longitudinal DRAMs in the PR/RT sequence archived
in blood cells and variants by UDS

A median of two variants was detected in each sample, with 27%
of minority variants. The number of variants per sample was signifi-
cantly lower in PR/RT sequences than in V3 sequences; this obser-
vation was true when considering all variants (P<0.001) or only
minority variants (P=0.002). Archived DRAMs were detected in
all 29 samples, conferring resistance to the three major drug
classes (NRTI, NNRTI and PI). PI DRAMs are shown in Table 2,
with NRTI and NNRTI DRAMs in Table 3, and the dynamics between
major DRAMs and the three drug classes are depicted in Figure 2. In
all patients’ quasispecies and at each timepoint, DRAMs to the
three drug classes were linked on the same viral variant.

Concerning the dynamics of DRAMs archived in PBMCs, three
distinct evolutionary patterns were observed.

(i) First, some baseline DRAMs were still detectable during
follow-up and were all linked on the same variant (patients
1, 2, 4 and 5). These DRAMs were generally related to per-
sistent selective pressure by one or more drugs of the SOT.
Indeed, patients 1, 2 and 4 had baseline viral DNA quasispe-
cies considered resistant to at least one drug of the SOT. For
example, patient 2 harboured at baseline a unique viral vari-
ant with PI, NRTI, and NNRTI DRAMs conferring resistance to
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Table 1. Patient characteristics and V'3 loop HIV-1 DNA variants observed in UDS

‘D 18 JBUIUDD

HIV-1DNA load V3 loop Percentage X4
HIV-1 HIV-TRNA (D4 Tcellcount  (logyq copies/ variants quasispecies
Potient  subtype Vst Ongoing ART (copies/mL) (cells/mm?’) 10° PBMCs) >1% (n) (FPR 10%°)
1 B doy0  ddl+3TC+FPVIr— FPVIr+FTC+TDF+NVP4T20 103000 189 352 6 <1
month6  FPV/r+FTC4+ TDF+NVP+T20 <50 308 347 16 608
month 12 FPV/r+FTC+ TDF+NVP+T20 <50 406 330 6 825
2 B doy0  SQVIr+ABC+3TC+IDV—LPVIr+FPVIr+TDF+T20 164855 47 334 4 919
month 6 LPVIr+FPVIr+TDF+T20 <50 iy 256 19 578
month 12 LPV/r+FPV/r+TDF+T20 307 276 246 2 9.7
3 B doyO  NVP+TDF+FPV/r— FPVIr+FTC+TPV+T20 53887 69 347 2 14
month 6 ABC+FPV/r+FTC+TPV4T20 <50 214 312 5 <1
month 12 ABC+FPV/r+FTC4+TPV4T20 <50 119 326 3 <1
4 B doy0  ABC43TC+ZDV—ddI+EFV+TPVIF 55574 67 3.07 1 <1
month 6 ddI+EFV+FPVIY <50 197 237 6 789
month 12 ddI+EFV+FPV/r <50 236 228 1 <1
5 B doy0  SQV+LPVIr—RAL+MVC 1640 527 327 9 258
month 6 RAL+MVC— RAL+ETR+MVC <50 759 285 3 59
month 48 ETR+RAL+MVC <50 355 307 2 995
6 B doy0  TPVIr+3TC+ABC+TDF-ETR+RAL+DRVIF4T20 114294 551 274 3 45
month 48 ETR+RAL+DRV/r <50 738 258 6 21
7 B doyO  TDF-+ABC+LPV/r—RAL+ETR+DRVIr 4330 39 235 3 <1
month 6 RAL+ETR+DRVIr <50 102 1.89 2 336
month 72 RAL+ETR+DRV/r <50 336 220 2 98.0
8 B doy0  EFV+TDF+ABC—ABC+TDF+DRVIr+T20 31000 462 339 4 63.2
month 6  ABC+TDF+DRVIr <50 608 295 3 99.7
month 72 TDF+FTC+RPV+ATV+RAL <50 557 264 3 7.1
9 A dayO  LPVIr+TDF-+ABC— DRVIr+ABC+RAL+T20 12300 294 298 1 <1
month 6  RAL+DRV/r+ABC <50 306 29 4 <1
month 72 RAL+DRV/r+ABC <50 368 269 2 <1
10 B day0 therapeutic interruption—RAL-+DRV/r+ TDF+FTC 65400 294 419 1 854
month 6 RAL+DRV/r+TDF+FTC <50 720 3N 15 679
month 72 RAL+TDF+FTC <50 1075 320 4 806

ABC, abacavir; ATV, atazanavir, ddI, didanosine; DRV, darunavir; EFV, efavirenz; ETR, etravirine; FPV, fosamprenavir; FTC, emtricitabing; 3TC, lamivudine; 1DV, indinavir; LPV, lopinavir; MVC,
maravirac; NVP, neviraping; RAL, raltegravir; RPV, rilpivirine; SQV, saquinavir; TDF, tenofovir disoproxil fumarate; TPV, tipranavir; T20, enfuvirtide; ZDV, zidovudine; r, ritonavir boosted; —,
switch.

°Felse-positive rate (FPR) set at 10%.
%Subtype A virus tropism was also predicted using geno2pheno.
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Figure 1. Intra-patient dynamics of R5- and X4-using variants archived in blood cells over time. Longitudinal analysis of relative abundance (y-axis, viral
DNAVvariant load) of R5 (red range) and X4 (blue range) variants over time (x-axis). For each patient, the V3 amino acid sequence of variants is shown. This
figure appears in colour in the online version of JAC and in black and white in the print version of JAC.

lopinavir and intermediate resistance to tenofovir. Both lopi-
navir and tenofovir were part of the SOT, and the viral vari-
ant was still major after 1 year of successful treatment.

Although no NNRTI was used as part of SOT in this patient,
NNRTI DRAMs (i.e. Y181C) were still detected throughout
follow-up as they were linked on the same variant
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Table 2. Longitudinal dynamics of archived PI DRAMs in blood cell HIV-1 DNA quasispecies

Patient Visit Ongoing ART PI DRAMs (% of quasispecies)
1 day 0 ddI+3TC+FPV/r— FPV/r+FTC+TDF+NVP+T20 L10F (96.1), V111 (96.5), L241 (99.2), L33F (96.2), M46L (95.4), I54L (97.0),
L63P (99.7), A71L (99.8), V82T (100), 184V (100)
month 6 FPV/r+FTC+TDF+NVP+T20 L10F (97.2), V111 (97.5), L241 (98.8), L33F (97.9), M46L (94.1), I54L (70.9),
L63P (100), A71L (97.8), V82T (100), 184V (100)
month 12 FPV/r+FTC+TDF+NVP+T20 L10F (98.7), V111 (99.1), L24T (99.5), L33F (98.6), M46L (99.3), I54L (99.2),
L63P (100), A71L (100), V82T (99.7), 184V (100)
2 day 0 SQV/r+ABC+3TC+IDV — LPV/r+FPV/r+TDF+T20 L10I (99.6), 115V (99.3), K20T (99.8), M461 (100), L63P (100), A71V (99.8),
V771 (100), 184V (99.8), I85V (99.8), L9OM (99.7)
month 6  LPV/r+FPV/r+TDF+T20 L10I (99.4), 15V (99.4), K20T (99.6), M461 (99.6), L63P (99.9), A71V (99.7),
V771 (100), 184V (99.7), I85V (99.7), L9OM (99.7)
month 12 LPV/r+FPV/r+TDF+T20 L10I (99.3), I15V (99.8), K20T (100), M461 (100), L63P (100), A71V (99.7),
V771 (100), 184V (99.8), I85V (99.8), L9OM (99.5)
3 day 0 NVP+TDF+FPV/r— FPV/r+FTC+TPV+T20 G16E (33.2), V771 (100)
month 6  ABC+FPV/r+FTC+TPV+T20 L63P (100), V771 (100)
month 12 ABC+FPV/r 4 FTC4 TPV 4 T20 L10I (100), K201 (100), L24I (99.4), L33F (100), M46I (99.7), I54L (100),
L63P (100), H69Y (100), A71V (100), G73T (99.9), V771 (99.9),
184V (100)
4 day 0 ABC+3TC+ZDV—ddI+EFV+TPV/r L63P (100)
month 6  ddI+EFV+FPV/r L10F (99.8), M461I (100), 162V (100), L63P (100), A71V (100), 184V (99.7),
L90M (99.7)
month 12 ddI+EFV+FPV/r L63P (99.5)
5 day 0 SQV +LPV/r— RAL+MVC L10F (14.6), M361 (85.1), M46I (14.1), H69K (99.6), 184V (13.9)
month 6 RAL+MVC— RAL+ETR+MVC M36I (100), HE9K (99.8)
month 48  ETR+RAL+MVC M361 (100), HE9K (99.9)
6 day O TPV/r+3TC+ABC+TDF— ETR+RAL+DRV/r+T20 L10V (99.5), D30ON (7.1), L33F (15.9), L33V (17.4), M361 (100), M46I (16.3),
147V (16.3), I54V (16.0), L63P (100), A71V (7.5), V82T (16.1), L90M (8.9)
month 48 ETR+RAL+DRV/r L10V (99.9), M361 (100), L63P (97.8)
7 day 0 TDF+ABC+LPV/r— RAL+ETR+DRV/r NA
month 6  RAL+ETR+DRV/r M36V (83.0)
month 72 RAL+ETR+DRV/r L10F (99.5), K20T (99.5), L33F (99.8), M361 (100), M461 (100), I54V (99.7),
162V (100), L63P (100), L76V (100), V82A (99.8)
8 day 0 EFV+TDF+ABC— ABC+TDF+DRV/r+T20 L10I (64.4), L241 (64.1), M46I (62.6), 54V (62.5), L63P (100), A71T (99.8),
V771 (100), V82A (61.5)
month 6  ABC+ TDF+DRV/r 162V (99.4), L63P (100), A71T (99.7), V771 (100)
month 72 TDF+FTC+RPV+ATV+RAL L63P (99.0), A71T (99.8), V771 (100)
9 day 0 LPV/r+TDF+ABC— DRV/r+ABC+RAL+T20 L10I (13.7), G16E (13.9), K20I (14.0), M361 (99.5), M46I (14.2), 154V (14.2),
Q58E (14.4), HEOK (85.2), H69R (14.2), L76V (14.2), V82F (13.9),
L89IM (99.7)
month 6 RAL+DRV/r+ABC M36I (100), HE69K (99.1), L8IM (99.8)
month 72 RAL+DRV/r+ABC M36I (100), H69K (99.3), G73S (16.6), L8IM (99.7)
10 day 0 therapeutic interruption — RAL+DRV/r+TDF+FTC ~ L10V (81.7), D30ON (2.4), L33F (1.8), M46I (1.2), IS0V (2.2), L63P (98.9), A71T
(2.2), G73S (1.0), V771 (38.9)
month 6 RAL+DRV/r+TDF+FTC L63P (98.9)
month 72 RAL+TDF+FTC L33F (34.8), M36I (65.1), 150V (34.7), L63P (100), A71T (34.4), G73S (65.2)

ABC, abacavir; ATV, atazanavir; dd, didanosine; DRV, darunavir; EFV, efavirenz; ETR, etravirine; FPV, fosamprenavir; FTC, emtricitabine; 3TC, lamivudine;
IDV, indinavir; LPV, lopinavir; MVC, maraviroc; NVP, nevirapine; RAL, raltegravir; RPV, rilpivirine; SQV, saquinavir; TDF, tenofovir disoproxil fumarate; TPV,
tipranavir; T20, enfuvirtide; ZDV, zidovudine; /r, ritonavir boosted; —, switch; NA, not available.

Italic: mutations not detected in the third PBMC sample.
Bold: new mutations detected over time.

Underlined: mutations associated with prescribed treatment. Square brackets: available UDS results when not all B, C and D amplicons could be amplified.

harbouring lopinavir and tenofovir DRAMs. However, this
patient had an important HIV-1 DNA load decrease over
time (—0.88 logy, copies/10° PBMCs within a year on SOT),

which resulted also in a reduced resistant viral DNA load
(3.34 logyo copies/lO6 PBMCs at baseline versus 2.36 log;o
copies/10° PBMCs at month 12).
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Table 3. Longitudinal dynamics of archived NRTI and NNRTI DRAMs in blood cell HIV-1 DNA quasispecies

NNRTI DRAMs (% of

Patient  Visit Ongoing ART NRTI DRAMs (% of quasispecies) quasispecies)
1 day 0 ddI+3TC+FPV/r—FPV/r+FTC+TDF+NVP+T20  D67N (99.6), T69D (99.7), M184V (95.2), VI06A (4.7)
L210W (100), T215Y (99.4)
month 6  FPV/r+FTC+TDF+NVP+T20 D67N (98.9), T69D (100), M184V (98.5), M230I (14.4)
L210W (100), T215Y (99.6)
month 12 FPV/r+FTC+TDF+NVP+T20 D67N (99.4), T69D (100), M184V (98.5), none
L210W (99.5), T215Y (99.2)
2 day 0 SQV/r+ABC+3TC+IDV— LPV/r+FPV/r+TDF+T20 M&41L (99.8), L74V (99.5), M184V (99.5), K101E (98.8), Y181C
L210W (99.5), T215Y (99.9) (99.5), G190A (99.5)
month 6  LPV/r+FPV/r+TDF+T20 NA NA
month 12 LPV/r+FPV/r+TDF+T20 M41L (99.7), L74V (99.5), M184V (99.9), K101E (99.9), Y181C
L210W (100), T215Y (100) (99.9), G190A (99.9)
3 day O NVP+TDF+FPV/r — FPV/r +FTC+ TPV +T20 [amplicons B and C: none] [amplicons B and C:
A98S (100)]
month 6  ABC+FPV/r+FTC+TPV+T20 none none
month 12 ABC+FPV/r+FTC+TPV+T20 K70R (99.4) none
4 day 0 ABC+3TC+ZDV — ddI+EFV+TPV/r M41L (99.4), E44D (99.4), D67N (97.6), M184V A98S(98.9), V1791 (21.0)
(99.9), L210W (99.9), T215Y (99.9)
month 6  ddI+EFV+FPV/r M41L (100), E44D (100), D67N (98.7), M184V (100), A98S (100)
L210W (100), T215Y (99.7)
month 12 ddI+EFV+FPV/r M41L (100), E44D (88.7), D67N (86.6), M184V (99.8), A98S (99.6)
L210W (99.8), T215Y (99.8)
5 day O SQV+LPV/r— RAL+MVC M&41L (99.4), D67N (52.4), K70R (53.7), M1841 (72.8), V90I (100), A98S (15.7)
L210W (74.2), T215C (24.1), T215Y (73.5),
K219Q (68.0)
month 6  RAL+MVC— RAL+ETR+MVC M41L (26.9), T215Y (59.2) none
month 48 ETR+RAL+MVC M&41L (99.7), E44D (99.4), D67N (99.4), T69D (99.3), G190R (100),
K70R (98.4), M1841 (99.7), L210W (99.3), M230I (99.9)
T215Y (99.3)
6 day 0 TPV/r+3TC+ABC+TDF— ETR+RAL+DRV/r+T20 none A98S (100), M230I (5.8)
month 48 ETR-+RAL+DRV/r none A98S (99.9)
7 day O TDF4ABC+LPV/r— RAL+ETR+DRV/r [amplicon D: T215Y (30.8)] [amplicon D: none]
month 6 RAL+ETR+DRV/r K70R (87.6), T215Y (87.0) A98G (86.2)
month 72 RAL+ETR~+DRV/r M41L (98.8), D67N (99.4), L210W (99.8), A98G (99.5), L1001
T215Y (99.3) (98.5), K103N (99.0)
8 day 0 EFV+TDF+ABC— ABC+TDF +DRV/r+T20 D67N (64.1), K70R (66.5), T215I (55.3), K219E (55.7) K103N (71.3),
Y181C (55.0)
month 6  ABC+TDF+DRV/r none none
month 72 TDF+FTC+RPV+ATV+RAL [amplicons B and D: none] [amplicons B and
D: none]
9 day 0 LPV/r+TDF+ABC— DRV/r+ABC+RAL+T20 M41L (99.7), D67N (99.5), L210W (99.4), A98G (99.4), L1001
T215Y(99.1) (99.0), K103N (99.2)
month 6  RAL+DRV/r+ABC L210W (1.5), T215Y (1.5) K101E (1.8)
month 72 RAL+ DRV/r+ABC none none
10 day 0 therapeutic interruption— RAL+DRV/r+TDF+FTC  M184V (4.7), T215F (4.5) Y181C (4.7)
month 6  RAL+DRV/r+TDF+FTC M41L (6.2), M184I (98.0) E138K (98.7), G190R
(97.9), M230I (98.1)
month 72 RAL+TDF+FTC [amplicon C: K65R (1.9)] [amplicon C: none]

ABC, abacavir; ATV, atazanavir; ddI, didanosine; DRV, darunavir; EFV, efavirenz; ETR, etravirine; FPV, fosamprenavir; FTC, emtricitabine; 3TC, lamivudine;
IDV, indinavir; LPV, lopinavir; MVC, maraviroc; NVP, nevirapine; RAL, raltegravir; RPV, rilpivirine; SQV, saquinavir; TDF, tenofovir disoproxil fumarate; TPV,
tipranavir; T20, enfuvirtide; ZDV, zidovudine; /r, ritonavir boosted; —, switch; NA, not available.
Italic: mutations not detected in the third PBMC sample.
Bold: new mutations detected over time.

Underlined: mutations associated with prescribed treatment.
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(i) Second, some baseline variants with linked DRAMs were 8 had a major variant (approximately 60% of the archived
no longer detectable through follow-up on efficient SOT quasispecies) harbouring DRAMs to the three drug classes
(patients 3, 6, 8, 9 and 10). In these cases, DRAMs were not (i.e. NRTI: D67N, K70R, K219E; NNRTI: K103N, Y181C; PI:
related to drugs in the SOT. In patients 3, 6, 8 and 9, no vari- L241, M461, 154V, V82A). This variant was no longer detect-
ant harboured DRAMs to any of the drugs in the SOT, accord- able as of month 6 of follow-up. These DRAMs were not
ing to baseline UDS viral DNA genotypes. For example, patient related to the SOT. The other variants found in this patient

(a)
PI L90M (XX o s
184V
V82T
V82F .
V82A o e
L76Vv
154V
5. | @ @ @ [ ]
150V ° 5 °
147V °
M46L
M461 (N X ) [ ) [ ) . e [ JK ) .
2 @ @ @ [ ] ®
DO [ M6 [M12] DO [ M6 [M12] DO | M6 [M12] DO [ M6 [M12] DO | M6 [M48[ DO | @ [M48] @ [ M6 [M72] DO | M6 [M72] DO [ M6 [M72] DO | M6 [M72
Patient 1 Patient 2 Patient 3 { Patient 4 { Patient 5 Patient 6 Patient 7 { Patient 8 { Patient 9 { Patient 10
NRTI K219E °
K219Q
nisy | @ ©® @ @ [ o0 0 o0 [ J
T215F
row | @ © @ 0 [ ] o000 [ [ ] [
Mg (@ @ @O [ 00
M1841
L74V [ ] [ J
K70R [ J o () ()
D67N
M41L [ J [ J 0 00 0 [ J [ J .
DO [M6[M12[ DO [ @ [M12[ @ [M6[M12][D0 [M6 [M12] DO [ M6 [M48[ DO | @ [M48] @ [ M6[M72[ DO [ M6 [M72] DO [ M6]M72] DO [M6] @
Patient 1 [ Patient 2 [ Patient 3 [ Patient 4 [ Patient 5 [ Patient 6 [ Patient 7 [ Patient 8 [ Patient 9 [ Patient 10
NNRTI M2300
G190A [ o
Y181C [ ] o [}
E138K
V106A
K103N oo ]
K101E [ ] (]
L1001 ([ J ()
D0 [M6[M12[ DO ] @ [M12[ DO M6]M12] DO [ M6 [M12[ DO [ M6 [M48] DO | @ [M4s8] @ [ M6]M72] DO] M6] @ [ DO [ M6[M72[ DO] @ [M76]
Patient 1 Patient2 | Patient 3 Patient4 | Patient5 Patient 6 Patient7 | Patient8 Patient9 | Patient 10

® 0 0 o -
The percentage of quasispecies harbouring the DRAMs is as follows: % 100 75 50 25 10

Figure 2. (a) Intra-patient dynamics of major PI, NRTI and NNRTI DRAMs archived in blood cells over time. Longitudinal analysis of percentage of
quasispecies harbouring major PI, NRTI and NNRTI DRAMs (y-axis, mutations) by patient over time (x-axis, months). (b) Longitudinal analysis of
resistant viral DNA load (log;o copies/10° PBMCs) of quasispecies harbouring major PI, NRTI and NNRTI DRAMs (y-axis, mutations) by patient over
time (x-axis, months). The resistant viral DNA loads of quasispecies harbouring the DRAMs are depicted from red (high level) to green (low level),
with blue in the case of lack of detection and grey in the case of lack of amplification. D, day; M, month; &, unsuccessful amplification. This figure
appears in colour in the online version of JAC and in black and white in the print version of JAC.
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Figure 2. Continued.
harboured no DRAM. Also, resistant viral DNA load at base- Discussion

line was significantly higher (P=0.05) for patients harbour-
ing quasispecies in which viral DNA DRAMs were still
detectable over the follow-up period (patients 1, 2, 4 and
5; median, 3.21 loglo copie*s/lo6 PBMCs; range, 2.39-
3.52 logyo copies/10° PBMCs) than for those with no detect-
able viral DNA DRAMs over time (patients 6, 8, 9 and 10;
median, 1.32 log,0 copies/lO6 PBMCs; range, 0.17-2.98 log1o
copies/10° PBMCs).

Third, variants with new DRAMs (not detected at baseline)
were detected throughout follow-up, despite sustained
suppression of HIV-1 RNA in plasma (patients 3, 5, 7
and 10). Drugs in the SOT may have selected for these
variants harbouring these additional DRAMs. In patients
3,5, 7 and 10, the new resistance patterns were present
on major variants of the archived quasispecies. For
example, patient 7 harboured a major L100I and L76V
viral variant after 6 years on an etravirine- and darunavir-
containing SOT.

(ifi)

Resistant viral DNA load varied according to the size of the total
cell-associated HIV-1 DNA level (Figure 2b). Most emerging
and persisting DRAMs were detected with a high resistant viral
DNA load (>2 log;o copies/lO6 PBMCs; patients 1, 2, 3, 4, 5,7
and 10). Conversely, variants no longer detected at the last visit
were mostly present at a low resistant load at baseline (<2 logyo
copies/lO6 PBMCs; patients 6, 8, 9 and 10).

The presence of HIV drug-resistant variants poses a significant
challenge to effective therapeutic intervention at any stage of
infection, including that in patients under suppressive ART.
Additionally, the role of past DRAMs evidenced in plasma in heav-
ily ART-experienced patients must be taken into account for any
treatment modification. Using UDS techniques on longitudinal
PBMC samples of patients who were enrolled in the INNOVE and
ANRS 123 ETOILE studies, who harboured multiresistant quasis-
pecies and who achieved virological control on SOT, we showed
that archived DRAMs can still be detectable in the cellular reservoir
for lengthy periods of time, i.e. up to 6 years. Compared with
Sanger sequencing, UDS provided a better sensitivity (1%), a rela-
tive abundance of quasispecies harbouring DRAMs and an ana-
lysis of linked mutations on the same viral variant. So, focusing
on viral variants, we showed that the persistence of DRAMs
depends on their association with the same viral variant.
Moreover, new resistant variants with additional resistance muta-
tions in the cellular reservoir that were not detected at baseline
can be detected during follow-up despite fully and prolongedly
effective ART. Combined tropism and DRAMs data confirmed
that HIV-1 DNA archived quasispecies in PBMCs continue to evolve
despite sustained virological control.

V3 loop sequences showed wide intra-individual variability
over time, with multiple scenarios for the evolution of archived
viral quasispecies. Three patients who harboured a major
R5-tropic variant displayed the emergence of dual R5X4-tropic
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quasispecies. This scenario may be due to a heavy selective pres-
sure from immune system recovery on effective ART?® and also to
the SOT regimen composition.?” Indeed, in one patient with
dual-mixed R5X4 DNA quasispecies at baseline, X4 variants were
selected after 4 years on a maraviroc-containing regimen, despite
virological control.

We used resistance mutations in PR and RT genes to assess the
dynamics of viruses archived in blood cells. Despite the usual
dynamic processes affecting the pool of infected cells, some
HIV-1 DNA samples isolated from PBMCs far from SOT initiation
and under long-term virological control still exhibited the same
DRAMs as at the time of virological failure. This finding indicates
that resistant variants that entered the cellular reservoir during
past virological failures persisted and were not replaced.?® In
this case, persistence of resistant variants was associated with
ongoing selective pressure due to the composition of SOT on at
least some linked mutations. We hypothesized that the mutated
viral variant was able to replicate at low levels and so remained
archived over time, while the remaining active drugs were able
to achieve plasma virological control. Since DRAMs were mostly
associated with the same viral variant, the complete resistance
profile was maintained. The long-time persistence of these
archived variants can be explained by the characteristics of target
cells, particularly the central memory CD4 T cells with high prolif-
erative capacity and long half-life.%° Conversely, some viral var-
iants harbouring major DRAMs were no longer detected in blood
cells over time when the SOTregimen consisted of drugs from new
classes or with a distinct resistance profile. Such a loss of detec-
tion of archived resistant variants may be due to the detection
limit of very rare variants or to a dilution effect over time: with
the death of cells harbouring those variants, the viral burden of
these variants will probably be lower than that in cases with per-
sistency. Immunological pressure in the absence of the selective
pressure of the corresponding drug might also play a role in this
(apparent) loss of viral variants. Whether such a phenomenon
could allow reuse of drugs with resistance history remains very
elusive.

Interestingly, variants with new DRAMs associated with SOT
appeared during follow-up in patients who had achieved sus-
tained virological control as early as 12 weeks after SOT initiation.
This finding suggests that new viral quasispecies may be archived
in blood cells despite effective ART. These new variants have most
probably been selected directly in the blood compartment:
indeed, routine assays for HIV-1 RNA measurement have a quan-
tification limit of 20-50 copies/mL, but almost half of the patients
under suppressive ART have a residual viraemia between 1 and
50 copies/mL that can persist for a long time.2%3° This residual
replication, in combination with drug pressure, might have
selected for viruses with new DRAMs.3? Unfortunately, we did
not have enough available plasma to perform an ultrasensitive
HIV-1 RNA measurement technique in the present study.
Besides, viral variants harbouring these new DRAMs might pre-
exist at very low levels or might have been selected in other reser-
voirs such as lymph nodes, the gut or the genital tract,” ~® because
of insufficient drug penetration in these compartments.? Some
of these new DRAMs were G-to-A mutations (i.e. E138K and
M230Iin RT, patient 10), implicating APOBEC3 editing in the emer-
gence of archived DRAMs in blood cells.®>® Although no stop
codons were detected, indicating viability of these viral variants,
the new DRAMs did not contribute to subsequent virological

failure. The clinical relevance of appearing DNA DRAMs on suc-
cessful ART has to be investigated.

Moreover, resistant viral DNA load varied also according to the
size of the HIV reservoir. Given that most patients experienced an
important decrease in cell-associated HIV-1 DNA level over time,
the resistant viral DNA load decreased as well. Besides, the resist-
ant viral DNA load might play a role in the blood viral quasispecies
dynamics: high levels led to variants’ persistence whereas low
levels led to variants’ lack of detection after lengthy periods of
controlled viraemia. These resistant HIV-1 DNA loads could
influence the efficacy of new ART with cross-resistance or reused
ART.

In conclusion, this study is the first to use the UDS technique to
assess the longitudinal dynamics of viral resistant quasispecies
archived in blood cells of heavily pretreated patients harbouring
multiresistant virus and achieving sustained virological control
for a prolonged period of time. Using DRAMs and tropism as mar-
kers, we demonstrated that, despite virological control, the diver-
sity of the quasispecies continued to evolve. We showed that
archived virus with DRAMs can persist for lengthy periods of
time, which should be taken into account when modifying ART,
even after many years of virological suppression.
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HIV-1-RNA in seminal plasma correlates with detection of HIV-1-DNA

in semen cells, but not with CMV shedding, among MSM on
successful antiretroviral regimens
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Objectives: Intermittent seminal HIV-RNA detection can occur in MSM despite concomitant plasma virological
control on combined ART (cART). We undertook the present study to determine if seminal HIV detection was
associated with seminal cytomegalovirus (CMV) detection or detection of HIV-infected cells in semen.

Methods: Longitudinal semen samples from HIV-1-infected MSM on successful cARTenrolled in the EVARISTANRS
EP 49 study were analysed. We first conducted a case-control analysis (ratio 1:3) to assess HIV-DNA detectionin
semen cells in the 20 patients with detectable HIV-RNA in seminal plasma (cases) matched with 60 participants
with undetectable HIV-RNA (controls) based on total HIV-DNA load in blood cells. Second, we measured
CMV-DNA in all seminal plasma samples.

Results: HIV-1-DNA in semen cells was detected on at least one sample visit in 12/20 cases and 11/60 controls.
Detection of HIV-RNA in seminal plasma was associated significantly with the detection of HIV-DNA in semen
cells [OR, 7.6 (95% CI, 2.1-28.4); P=0.002] when adjusted on total HIV-DNA in blood cells. CMV-DNA was
detected in 107/273 seminal plasma samples with a median value of 3.62 log,o copies/mL (IQR, 2.83-4.38),
yielding a prevalence of 39.2%. Seminal CMV-DNA shedding [OR, 1.5 (95% CI, 0.6-3.6); P=0.343] was not
associated with the risk of detection of HIV-RNA in seminal plasma.

Conclusions: The presence of HIV-DNA in semen cells was predictive of HIV-RNA detection, suggesting that viral
particles arise through local HIV replication by infected semen cells. Despite virological control, compartmentalization

of HIV in the genital tract might act in residual replication and transmission.

Introduction

Using combined ART (cART) as prevention substantially decreases
the risk of sexual HIV transmission.>? Conversely, intermittent
seminal HIV-RNA detection can occur in MSM despite concomitant
plasma virological control on cART.? The burden of the presence
of HIV particles in semen can be particularly critical, especially
in MSM."

It has been described that this intermittent HIV-1 detection
may not be associated with poor drug penetration in the genital
tract.” In the EVARIST ANRS EP 49 study, HIV-RNA seminal detec-
tion was associated with the level of the cellular HIV-DNA reser-
voir in PBMCs and cannabis use in virologically controlled

HIV-1-infected MSM.® In addition, in the CCTG 592 cohort, there
was a trend for high-level seminal cytomegalovirus (CMV) shed-
ding to be associated with seminal HIV detection in MSM under
efficient cART.” Indeed, herpes viruses in the male genital tract
influence the recruitment and activation of immune cells in
semen and also HIV seminal detection.?

However, no study evaluated the link between HIV-infected
reservoir cells in semen and seminal detection of HIV, although
convincing evidence has emerged from clinical research as well
as in vitro and animal studies that infected leucocytes indeed
play a role in HIV cell-to-cell transmission.’

We undertook the present study to determine if seminal HIV
detection was associated with seminal CMV detection or

© The Author 2016. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
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Table 1. Predictors of HIV-RNA detection by case-control analysis

Univariate analysis Multivariable analysis

Cases (N=20),n (%)  Controls (N=60), n (%) OR (95% CI) P OR (95% CI) P
Detectable HIV-DNA in semen cells 12 (60) 11 (18) 7.9 (2.2-29.1) 0.002 7.6 (2.1-28.4) 0.002
Detectable CMV-DNA in seminal plasma 9 (45) 23 (38) 1.2 (0.4-3.5) 0.719 1.0 (0.3-3.7) 0.961

detection of HIV-infected cells in semen among participants in
the EVARIST ANRS EP 49 study.®

Methods

Study population

The EVARIST ANRS EP 49 study enrolled 157 HIV-1-infected MSM on
successful cART for >6 months. HIV-1-RNA was quantified in seminal
plasma and in blood plasma from two paired samples collected 4 weeks
apart.® The proportion of paired samples with blood plasma viral load
<50 copies/mL and detectable viral load in semen was 7.6%. These disso-
ciations corresponded to 20 patients, of whom 18 had HIV-RNA detected
in semen at day 0 or 28 and 2 had HIV-RNA detected in both semen sam-
ples. The median value of HIV-RNA in seminal plasma was 145 copies/mL
(range, 100-1450). A high level of total HIV-DNA in PBMCs was the major
predictor of HIV-RNA detection in semen.®

For the present substudy, we first conducted a case-control analysis
(ratio 1:3) to assess HIV-DNA detection in semen cells in the 20 patients
with detectable HIV-RNA in seminal plasma (cases) matched with 60
patients with undetectable HIV-RNA (controls) based on total HIV-DNA
load in blood cells (logio mean of the two measurements+0.3 log;o
copies/10° PBMCs). Second, we measured CMV-DNA in all seminal plasma
samples.

Ethics

The Ethics Committee of Bicétre Hospital approved the study protocol and
all participating patients provided written informed consent.

DNA extraction from semen cells and total HIV-DNA
quantification

We analysed frozen pelleted semen cells from 80 patients (160 samples). Total
DNA was extracted using a QIAmp DNA Micro Kit (Qiagen, Courtaboeuf,
France), with a final elution volume of 35 wL. Total DNA in the extracts was
quantified using Nanodrop (Labtech, Ringmer, UK). Cell-associated HIV-DNA
was qualitatively assessed in duplicate by a real-time PCR assay with the
Generic HIV DNA CELL assay (Biocentric, Bandol, France) as described previ-
ously.’® DNA loading was controlled by concurrently amplifying the albumin
gene by real-time PCR and quantifying with reference to a control human gen-
omic DNA (Roche, Meylan, France).

DNA extraction from seminal plasma and CMV-DNA
quantification

Viral DNA was extracted from 200 plL of seminal plasma using the DNA
Isolation Kit III on the MagNA Pure LC system (Roche, Meylan, France)
per the manufacturer’s protocol, with a final elution volume of 100 L.
Levels of CMV in seminal plasma were measured by in-house real-time
PCR as described previously.*!

Statistical considerations

A conditional logistic regression model was used to assess the link
between detectable HIV-DNA in semen cells and HIV-RNA in seminal
plasma, further adjusted on CMV-DNA shedding in seminal plasma. The
relationship between HIV-RNA plasma/semen dissociations and seminal
CMV shedding was assessed using a generalized estimating equation
(GEE) logistic regression. Variables are given as frequency (%), median
(range), median (IQR) and OR (95% CI).

Results

HIV-DNA detection in semen cells and HIV-RNA detection
in seminal plasma

In a case-control subanalysis, 20 cases with detectable HIV-RNA
in seminal plasma were matched with 60 controls based on
total HIV-DNA load in blood cells. Based on Nanodrop DNA quanti-
fication of cell extracts, a median of 76540 cells/20 L (range,
30790-291900) was used to perform HIV-DNA measurements
(in duplicate). All 160 semen cell samples were tested for total
HIV-DNA, which was detected in 25 (16%) samples [median,
21 copies/10° semen cells (range, 1-145)]. HIV-1-DNA in semen
cells was detected on at least one sample visit in 12/20 cases
and 11/60 controls. For cases (totalling 40 semen samples), con-
comitant detection of HIV-DNA and HIV-RNA was observed in
5 of the 22 semen samples with detectable HIV-RNA. HIV-1-DNA
only was detected in 7 of the 18 semen samples negative for
HIV-RNA. Detection of HIV-RNA in seminal plasma was significantly
associated with the detection of HIV-DNA in semen cells [OR, 7.6
(95% CI, 2.1-28.4); P=0.002] when adjusted on total HIV-DNA in
blood cells (Table 1).

Seminal CMV-DNA shedding among MSM on cART

The quantification of CMV-DNA in seminal plasma was possible in
273 samples, since 39 samples were used for the previous ana-
lysis (no CMV data could be obtained for both semen samples
for only four patients). CMV-DNA was detected in 107/273 seminal
plasma samples with a median value of 3.62 log,o copies/mL
(IQR, 2.83-4.38), yielding a prevalence of 39.2%. In GEE logistic
regression, seminal CMV-DNA shedding [OR, 1.5 (95% CI, 0.6-
3.6); P=0.343] was not associated with the risk of detection of
HIV-RNA in seminal plasma. Further, high-level CMV shedding in
semen (e.g. >4 log;p copies/mL) was not associated with
HIV-RNA detection [OR, 1.3 (95% CI, 0.4-4.2); P=0.672].

Discussion

Intermittent HIV replication in semen of MSM under suppressive
CART poses a significant challenge, underlying a residual risk of
sexual transmission. Moreover, predictors of HIV particle
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detection in semen remain elusive, even though they could guide
effective therapeutic intervention. Using semen samples of
patients enrolled in the EVARIST ANRS EP 49 study, we showed
that HIV-DNA was not only detectable in semen cells of patients
with detectable HIV-RNA in seminal plasma, but also in patients
with undetectable seminal HIV-RNA. These infected cells could
play a role in mucosal transmission of HIV, as shown in a simian
immunodeficiency virus (SIV)/macaque model where infected
semen leucocytes were able to produce infective SIV viral parti-
cles.'? Although we cannot ensure that HIV-infected cells were
productive, the presence of HIV reservoir cells in semen could par-
ticipate in residual transmission even under suppressive cART.

Interestingly, the presence of HIV-DNA in semen cells was pre-
dictive of HIV-RNA detection, suggesting that viral particles arise
through local HIV replication by infected semen cells. Our findings
are consistent with a compartmentalization of HIV in the genital
tract.’>'“ Besides, the inconsistent detection of HIV-DNA in
semen cells is in agreement with intrapatient dynamics of HIV
genital reservoirs under suppressive cART.

We found similar rates of CMV shedding and viral loads
in semen as other studies [i.e. CMV detection in the CCTG
592 cohort: frequency 49.1%, median detectable viral load of
4.3 logqo copies/mL (IQR, 3.2-4.9)].” Such high rates of CMV shed-
ding, which can also be sexually transmitted, are surprising with
regard to the median CD4 cell counts of ~600/mm? in both stud-
ies. Unlike the CCTG 592 cohort,” we found no relationship
between CMV-DNA and HIV-RNA in the semen of MSM enrolled
in the EVARIST ANRS EP 49 study. This may be due to the cross-
sectional design of the cohort, whereas two semen samples
were longitudinally collected in the EVARIST ANRS EP 49 study.
Further, detection of both HIV-DNA and HIV-RNA was intermittent
in our study, which may account for differences between the two
studies. Interestingly, in the CCTG 592 cohort, CMV shedding was
associated with high HIV-1-DNA levels in blood,*® which is consist-
ent with the association between HIV-RNA in semen and high
HIV-DNA blood reservoir levels in the EVARIST ANRS EP 49 study.®

In conclusion, we showed that the detection of HIV viral parti-
cles was associated with the presence of HIV reservoir cells in
semen of MSM under suppressive cART, but HIV-RNA detection
was not associated with seminal CMV shedding. The latter finding
suggested different mechanisms of viral persistence in this com-
partment for these two infections. We demonstrated that despite
virological control, HIV anatomical reservoirs might play a role in
HIV local residual replication and sexual transmission, although
epidemiological evidence points against HIV residual transmission
on successful cART.%¢ Further studies should focus on targeting
archived virus in the genital tract and evaluate residual transmis-
sion risk due to infected leucocytes in semen.
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Abstract

Objectives

To assess immunovirological response, safety and pharmacokinetic of NRTI-sparing regi-
men dual therapy of atazanavir (ATV) and raltegravir (RAL) in maintenance strategy.

Methods

A retrospective analysis was conducted on a cohort of HIV-infected adults followed in
French centers (Dat’AIDS cohort), comparing the proportions of virological and therapeutic
failures between ATV + RAL and ATV/ritonavir + RAL dual therapy regimens.

Results

283 patients were assessed: 185 switched for ATV + RAL and 98 for AT V/ritonavir + RAL
dual therapy. Virological failure rate at week 96 was 13.8% (95% Cl, 9.8-17.8), without dif-
ference between the two groups (Log-rank Test, p = 0.87). The cumulative percentages of
patients remaining free of therapeutic failure at week 24, 48 and 96 of dual therapy were
74.9% (95% Cl, 69.9-80.0), 65.4% (95% Cl, 59.8-70.9) and 53.4% (95% Cl, 47.5-59.2),
respectively. Four out of 39 confirmed virological failures developed RAL resistance. By
multivariate analysis, virological failure was associated with high HIV-1 RNA zenith

(p =0.02), low CD4+ T-cell count at baseline (p<0.001) and short duration on antiretroviral
therapy (p<0.001). Before week 96, dual therapy was discontinued in 44 patients (16%)
because of various adverse events, with no difference between the two groups. Minimal
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plasma levels were targeted in 84% and 87% of patients for ATV and RAL, respectively,
and both were significantly higher in ritonavir-boosted regimen.

Conclusions

Emerging RAL-resistance and discontinuations for adverse events resulted in moderate
efficacy rates of ATV and RAL dual therapy in heavily pretreated patients.

Introduction

HIV-1 antiretroviral therapy (ART) is a life-long treatment. While virological success is
achieved in most patients [1], ART often needs to be modified due to adverse events or to
prevent long-term toxicity. Although, these long-term complications, have been related to
other factors than ART toxicity [2,3] such as a higher prevalence of traditional risk factors
[4,5] and HIV replication [6], preventing drug-related toxicity should be considered for ART
switch.

To decrease drug burden, reducing from standard ART to a two or one drug-containing
regimen has been evaluated, with conflicting results on virological efficacy [7,8]. Indeed,
switching to maraviroc and raltegravir dual therapy was too “weak” to maintain virological
success [7], with a high risk of emerging resistance. Besides, no predictors of virological failure
were identified [9]. Conversely, darunavir/ritonavir or lopinavir/ritonavir monotherapy
exhibited efficacy rate concordant with triple drug regimen [10,11], with no selection of major
resistant variants at failure [12]. However, due to insufficient diffusion in cerebro-spinal fluid
of the boosted protease inhibitor, a sanctuary replication in central nervous system was
noticed [13].

In these studies, a shorter time on ART before monotherapy, which was consistent with a
high HIV reservoir, was predictive of virological failure [14]. Yet, NRTI-sparing regimens
remain an interesting but under-evaluated option for drug-reducing strategies. Dual therapy
including raltegravir (RAL), an integrase inhibitor, and atazanavir, a protease inhibitor, (with
or without ritonavir booster, ATV or ATV/r) is such an option. A single randomized trial with
naive patients starting ATV and RAL dual therapy was discontinued because of high rates of
emerging RAL resistance [15], whereas pilot studies in maintenance strategies showed short-
term efficacy [16-19]. These studies were conducted on small groups of patients, mostly evalu-
ating ritonavir-boosted strategies, with no assessment of lipid profiles. Besides, some of these
studies reported grade 3 or 4 total bilirubin abnormalities [15,16] that were maybe associated
with the ATV dosing strategies.

Besides, RAL or AT V-containing regimen may have a favorable impact on immune activa-
tion [20-25]. Although controversial, it seems that both RAL and ATV (especially unboosted)-
based regimen show improvements in lipid profiles [26-29]. Thus, switching to a combination
including RAL and ATV in ART-experienced patients is an ongoing studied option [30].

In the present study, we aimed to assess viral suppression of ART-experienced patients
switching to dual therapy on a large cohort of patients, allowing comparison between
boosted and unboosted-ATV regimen. As secondary outcomes, we assessed safety, drug
plasma trough concentrations and predictors of virological failures and dual therapy
discontinuations.
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Methods
Study design

The Dat’ AIDS cohort represents a collaboration of major French HIV treatment centers. These
centers maintain prospective cohorts of all HIV-1-infected patients who provided written con-
sent. The cohorts are implemented via a common electronic medical record [31]. Past and pro-
spective clinical events, laboratory tests and therapeutic history are routinely gathered with
appropriate dates. All participants gave prospective written consent for their clinical data to be
anonymized and then analyzed for research purposes (Commission Nationale de I'Informa-
tique et des Libertés). The local Ethics Committee of the Medicine Faculty, Strasbourg, France,
approved the study.

We performed a retrospective longitudinal analysis on HIV-1-positive adults participating
to the Dat’ AIDS cohort who were ART-experienced and were switched to ATV+RAL or ATV/
r+RAL regimen between January 2008 and June 2014, whatever baseline CD4+ T-cell count or
HIV-1 RNA. Comparing the efficacy, measured by the proportion of therapeutic and virologi-
cal success at week 24, 48 and 96, between the two regimens was assessed as the primary out-
come measure. Confirmed virological failure was defined as a plasma HIV-1 RNA > 50 copies/
mL based on two consecutive measurements within a month or HIV-1 RNA > 1000 copies/
mL on one sample. Therapeutic failure was defined by dual therapy discontinuation whatever
the reason or confirmed virological failure. Secondary objectives were predictors of virological
and therapeutic failure, safety and drug plasma levels assessment through follow-up.

Data collection

Demographic data, HIV disease status, previous ART, reason for changing therapy, steady-
state plasma levels of RAL and ATV, laboratory parameters; in particular plasma HIV-1 RNA,
CD4+ and CD8+ T-cell count, total bilirubin, alanine aminotransferase (ALT), aspartate ami-
notransferase (AST), serum creatine phosphokinase (CPK), lipids, creatinine and estimated
glomerular filtration rate (¢GFR) was obtained using the MDRD formula were extracted from
recorded medical charts. Laboratory abnormalities were graded using the 2003 ANRS scale
(http://www.anrs.fr). Genotypic resistance testing was performed at virological failure and was
interpreted according to the 2015 ANRS algorithm (http://www.hivfrenchresistance.org)
according to the current French guidelines [32].

Statistical considerations

Dual therapy efficacy was analyzed according to the time to loss of therapeutic and virological
response (TLOVR) algorithm. The TLOVR was estimated using the Kaplan-Meier method.

The Student’s ¢-test was used to compare any changes in quantitative variables. Categorical
variables were compared using the % test or Fisher’s exact. All tests were two-tailed and per-
formed with a level of statistical significance of 0.05. Between-strategy mean difference in
trough concentrations was evaluated by calculating the geometric mean ratio (GMR) with a
90% confidence interval (CI).

Predictors of virological and therapeutic failure, with a special attention to therapeutic failure
for adverse events were assessed. Factors considered were plasma viral load (plasma HIV
RNA < 50 HIV-1 RNA copies/mL versus > 50 copies/mL), history of virological failure (yes
and no), age, gender, risk behaviour for HIV transmission, CDC stage, current CD4 count,
CD4 nadir, viral load zenith, delay since HIV infection diagnosis, duration with HIV-1 RNA
<50 copies/mL on ART status, previous ART regimen, reason for switching and boosted or
not dual therapy. Predictors of virological and therapeutic failure were also assessed in a focus
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on patients with HIV-1 RNA <50 copies/mL at baseline. The differences between groups in
characteristics at baseline were evaluated using non-parametric tests (Wilcoxon and Fisher’s
exact tests). Variables achieving a p value <0.17 were entered into a multivariate logistic regres-
sion model with a backward stepwise method based on the likelihood ratio test. Adjusted odd-
ratios (aOR) are given with a 95% CI. Statistical analyses were performed with R software (R
Foundation, Vienna, Austria).

Data are presented as number (percentage) or median (interquartile range 25-75% [IQR]).

Results

Participant Disposition

A total of 283 patients were analyzed: 185 switched for ATV+RAL and 98 switched ATV/r
+RAL dual therapy; characteristics are depicted in Table 1. Patients were followed for a median
of 95 weeks (IQR, 24-185). One hundred twenty-seven patients (45%) had past history of con-
firmed virological failure. At baseline, 80% of patients had HIV-1 RNA <50 copies/mL and the
remaining 20% had a median plasma HIV-1 RNA of 663 copies/mL (IQR, 159-37095), median
CD4+ T-cell count was 552/mm?> (IQR, 391-717). Before switching to dual therapy, 56% and
20% of patients were already on an ATV and RAL-based regimen, respectively. The main rea-
son of switching to dual therapy was for ART-related adverse events (47%). On dual therapy,
patients received primarily ATV 200 mg BID (42%) and 400 mg QD (21%).

Virological response

The cumulative percentages of patients remaining free of confirmed virological failure on dual
therapy were 93.3% (95% CI, 90.4-96.2) at week 24, 89,4% (95% CI, 85.8-93) at week 48 and
86.2% (95% CI, 82.2-90.2) at week 96, without difference between ritonavir-boosted and
unboosted strategies (Fig 1A). Before week 96, confirmed virological failure occurred in 39
patients (14%) [26 (14%) in the ATV+RAL group; 13 (13%) in the ATV/r+RAL group] with
HIV-1 RNA ranging from 62 to 100000 copies/mL. In the multivariate analysis (Table 2), the
risk of virological failure was strongly associated with a high historical HIV-1 RNA zenith
(aOR per log copies/mL, 1.74 [1.02-2.98]; p = 0.02), a low CD4+ T-cell count at baseline (aOR
per 100/mm?, 0.72 [0.65-0.89]; p<0.001) and a short duration on ART (aOR per year since
ART initiation, 0.90 [0.84-0.96]; p<<0.001). A past history of virological failure and a detectable
HIV-1 RNA at baseline were not associated with an increased risk of virological failure on dual
therapy. When focusing on patients with HIV-1 RNA < 50 copies/mL at baseline (n = 227),
predictors of virological failure were similar to the entire cohort.

Both past and at failure genotypic resistance testing was available in 31/39 participants with
confirmed virological failure, no resistance to RAL and ATV were detected before switching.
Four out of 31 confirmed virological failures with available genotypes developed RAL resis-
tance: two of them had emerging Y143C (week 24 and week 48), one patient had N155H (week
48) and the last patient had Q148R (week 48). Neither ATV nor other RAL resistance muta-
tions were observed.

Therapeutic response

The cumulative percentages of patients remaining free of therapeutic failure at week 24, 48 and
96 of dual therapy were 74.9% (95% CI, 69.9-80.0), 65.4% (95% CI, 59.8-70.9) and 53.4% (95%
CI, 47.5-59.2), respectively (Fig 1B). By multivariate analysis (Table 2), therapeutic failure was
associated with a low CD4+/CD8+ T-cell ratio at baseline (aOR per ratio unit, 0.38 [0.14-0.97];
p =0.02), C CDC stage (aOR, 1.84 [0.99-3.45]; p = 0.05) and a short duration on ART (aOR
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Table 1. Patients’ characteristics at baseline.

Characteristic Overall (n = 283) ATV+RAL (n = 185) ATV/r+RAL (n = 98) p value
Male gender, n (%) 173 (61%) 106 (57%) 67 (68%) 0.07
Age, years, median (IQR) 53 (48-62) 52 (47-60) 56.5 (49-66) 0.01
Time since HIV diagnosis, years, median (IQR) 16 (10-20) 15(9-19) 17 (12-20) 0.03
Time on antiretroviral therapy, years, median (IQR) 12 (7-15) 12 (7-14) 13 (9-15) 0.03
History of AIDS defining events, n (%) 91 (32%) 54 (29%) 37 (38%) 0.1
Co-infection with HCV, n (%) 30 (11%) 18 (10%) 12 (12%) 0.5
Co-infection with HBV, n (%) 5 (2%) 4 (2%) 1(1%) 0.7
BaselineHIV-1 RNA <50 copies/mL, n (%) 227 (80%) 150 (81%) 77 (79%) 0.6
Time with HIV-1 RNA <50 copies/mL, years, median (IQR) 9 (7-14) 9 (5-14) 10 (8-13) 0.1
Zenith HIV-1 RNA, log copies/mL, median (IQR) 4.98 (4.45-5.48) 4.88 (4.31-5.45) 5.13 (4.58-5.59) 0.04
Baseline CD4+ T-cell count, cells/mm?, median (IQR) 552 (391-717) 527 (388-713) 593 (398-726) 0.3
Nadir CD4+ T-cell count, cells/mm?®, median (IQR) 172 (72-254) 191 (72-262) 149 (54-243) 0.1
Baseline CD4+/CD8+ T-cell ratio, median (IQR) 0.63 (0.42-0.82) 0.64 (0.42-0.83) 0.62 (0.42-0.81) 0.5
Total bilirubin, umol/L, median (IQR) 16 (9-34) 16 (8-32) 20 (9-36) 0.8
ALT, IU/L, median (IQR) 26 (18-42) 22 (18-37) 29 (20-52) 0.04
AST, IU/L, median (IQR) 28 (22-39) 26 (21-34) 32 (24-47) 0.002
CK, IU/L, median (IQR) 110 (78-219) 105 (78-188) 150 (81-234) 0.06
Creatinine, pmol/L, median (IQR) 76 (64-99) 74 (61-97) 80 (69-99) 0.6
eGFR, mL/min, median (IQR) 83 (64-102) 83 (62-103) 83 (65-99) 0.8
Lipid profile, mmol/L, median (IQR)

Total cholesterol 5.33 (4.40-6.16) 5.24 (4.18-6.10) 5.43 (4.63-6.18) 0.5

HDL 2.96 (2.05-3.60) 2.96 (2.19-3.75) 2.98 (2.01-3.52) 0.5

LDL 1.16 (0.78-1.52) 1.16 (0.75-1.50) 1.17 (0.89-1.68) 0.2

Triglycerides 1.69 (1.10-1.55) 1.68 (1.10-2.57) 1.69 (1.17-2.53) 0.8
Previous antiretroviral regimen, n (%) 0.1

2 NRTI + 1 Plr 128 (45%) 75 (41%) 53 (54%)

2 Pltr 28 (10%) 15 (8%) 13 (13%)

2 NRTI + 1 NNRTI 24 (9%) 18 (10%) 6 (6%)

1 Pltr+1INI 24 (9%) 19 (10%) 5 (5%)

2NRTI+ 1 INI 21 (7%) 15 (8%) 6 (6%)

1 NRTI + 1 Pltr 12 (4%) 6 (3%) 6 (6%)

3NRTI 11 (4%) 10 (5%) 1(1%)

Others 35 (12%) 27 (15%) 8 (8%)
Number of previous antiretroviral regimen, median (IQR) 7 (4-11) 6 (4-11) 8 (5-11) 0.02
Reasons for switching to dual therapy, n (%) 0.2

Adverse events 134 (47%) 80 (43%) 54 (55%)

End of treatment/protocol 31 (11%) 26 (14%) 5 (5%)

Virological failure 27 (10%) 17 (9%) 10 (10%)

Preventing toxicity 17 (6%) 13 (7%) 4 (4%)

Simplification 15 (5%) 9 (5%) 6 (6%)

Patients’ personal decision 11 (4%) 8 (4%) 3 (3%)

Pharmacological adjustment 10 (4%) 5 (3%) 5 (5%)

Other reasons 38 (13%) 27 (15%) 11 (11%)

ATV or ATV/r: Atazanavir or Ritonavir-boosted Atazanavir; HDL: High-density lipoprotein; IQR: Interquartile Range; LDL: Low-density lipoprotein; NNRTI:
Non-Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor; NRTI: Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor; Pl+r: Protease Inhibitor + ritonavir; RAL: Raltegravir.

doi:10.1371/journal.pone.0164240.t001
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Fig 1. Cumulative probability of treatment success according with ritonavir association. Survival curves by time to loss of virological response
analysis, according to virological failure (A) and treatment failure (B). ATV/r or ATV: Boosted or Unboosted Atazanavir, RAL: Raltegravir.

doi:10.1371/journal.pone.0164240.9001

per year since ART initiation, 0.95 [0.90-0.99]; p = 0.03). There was no difference between rito-
navir-boosted and unboosted strategies. Before week 96, 132 (46.6%) patients stopped dual
therapy (Table 3), partly because of various adverse events attributed to the new regimen

(n = 44). These were renal toxicity (n = 8), gastrointestinal disturbances (n = 5), cutaneous
effects (n = 5), hyperbilirubinemia (n = 4), neuropsychiatric side effects (n = 4), dyslipidemia

Table 2. Significant predictors associated with virological failure and therapeutic failure.

Virological failure (n = 283) Univariate analysis (p) Multivariate analysis (p) OR (95% CI)
Yes (n=39) No (n = 244) | |
Median historical HIV-1 RNA zenith, | 5.2 (5.0-5.7) 4.9 (4.3-5.4) <0.001 0.02 1.74% (1.02-2.98)
log copies/mL (IQR)
Median CD4+ T-cell count, /mm? 429 (241-571) 572 (402-728) 0.002 <0.001 0.72° (0.65-0.89)
(IQR)
Median duration on ART, year (IQR) | 10 (4—13) 12 (8-15) 0.01 <0.001 0.90° (0.84-0.96)
Therapeutic failure (n = 283) | Univariate analysis (p) Multivariate analysis (p) OR (95% Cl)
Yes (n=132) No (n=151) |
Median CD4+/CD8+ T-cell ratio 0.6 (0.4-0.8) 0.7 (0.5-0.9) 0.02 0.02 0.387(0.14-0.97)
(IQR)
C CDC stage, n (%) 51 (39%) 40 (26%) 0.02 0.05 1.84 (0.99-3.45)
Median duration on ART, year (IQR) | 12 (7-14) 12 (8-15) 0.04 0.03 0.95° (0.90-0.99)
Cl, Confidence Interval; IQR, Interquartile Range; OR, Odd-Ratio.
2 per log copies/mL;
® per 100/mm?3;
°, per year;
9. per ratio unit.
doi:10.1371/journal.pone.0164240.t002
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Table 3. Reasons for stopping dual therapy before week 96 (n = 132).

Overall (n =132) ATV+RAL (n = 86) ATV/r+RAL (n = 46) p value
Reasons for stopping dual therapy, n (%) 0.522

Adverse events 44 (33%) 24 (28%) 20 (44%)
Virological failure 39 (30%) 26 (30%) 13 (28%)

With emerging RAL resistance 4 3 1

With emerging ATV resistance 0 0 0
Patients’ personal decision 13 (10%) 10 (12%) 3 (7%)
Pharmacological adjustment 6 (5%) 4 (5%) 2 (4%)
Pregnancy project or current 3 (2%) 2 (2%) 1(2%)
Other reasons 27 (20%) 20 (23%) 7 (15%)

ATV or ATV/r: Atazanavir or Ritonavir-boosted Atazanavir; RAL: Raltegravir.

doi:10.1371/journal.pone.0164240.t003

(n = 3), liver toxicity (n = 3), mitochondrial toxicity (n = 3) and others (n = 9). The multivariate
analysis identified that a high number of previous ART regimen was a significant predictor of
stopping dual therapy due to adverse event (aOR per previous ART regimen, 1.07 [1.00-1.14];
p=0.03).

Laboratory outcomes

The CD4+ T-cell count increased, with a mean increase at week 96 of 60 cells/mm? (95% CI,
19-100, p = 0.005). Similarly, the CD4+/CD8+ T-cell increased on study, with a mean increase
at week 96 of 0.21 (95% CI, 0.08-0.35, p = 0.003).

Only mild to moderate laboratory abnormalities were found on follow-up. There was a sig-
nificant elevation in total bilirubin levels, with a mean increase of 17 pmol/L at week 24 (95%
CI, 10-23, p<0.0001), with no difference between the two groups (Fig 2). However, there was
no significant change in ALT, AST, CK, creatinine and eGFR during follow-up. In the ATV/
r+RAL group, there were no significant differences in total cholesterol, high-density lipopro-
tein (HDL), low-density lipoprotein (LDL) cholesterol or triglyceride levels at different time
points of follow-up. However, in the ATV+RAL group, there were significant reductions from
baseline in: total cholesterol level with a mean reduction of 0.82 mmol/L (95% CI, 0.19-1.45,
p =0.01), HDL level with a mean reduction of 0.40 mmol/L (95% CI, 0.04-0.75, p = 0.03), and
triglyceride level with a mean reduction of 0.49 mmol/L (95% CI, 0.03-0.97, p = 0.04) at 96
weeks of treatment.

Pharmacokinetics

A total of 155 and 135 ATV and RAL plasma measurements were assessed, respectively. Over-
all, median ATV and RAL concentrations were of 550 ng/mL (IQR, 300-1195) and 121 ng/mL
(IQR, 55-289), respectively. During follow-up, targeted minimum trough ATV concentrations
(200 ng/mL) were achieved in 84% of patients and 87% of patients had a RAL level above the
95% inhibitory concentration (15 ng/mL) [32].

The geometric mean trough concentrations of both ATV and RAL are shown in Table 4.
Once daily RAL was associated with lower steady-state values than twice daily, with a GMR of
0.40 (90% CI, 0.22-0.72). Both ATV and RAL concentrations were significantly higher in rito-
navir-boosted regimen, with a GMR of 1.81 (90% CI, 1.19-2.78) and 2.04 (90% CI, 1.25-3.34),
respectively. Unboosted ATV concentrations were similar between 400 mg QD and 200 mg
BID-dosing strategies.
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doi:10.1371/journal.pone.0164240.9g002
Table 4. ATV and RAL pharmacokinetic parameters in different dosing strategies.
Dosage, n Dosage Timing Cirough Geometric mean, ng/mL (90% CI) GMR (90% ClI)
ATV 155
With RTV 40 NA 766.5 (506.5—-1160.0) 1.81(1.19-2.78)
Without RTV 115 NA 424.5 (345.4-521.6)
200 mg BID (without RTV) 53 12h 337.1(237.9-477.6) 1.08 (0.50-2.36)
400 mg QD (without RTV) 16 24h 311.8 (123.9-784.8)
300 mg BID (without RTV) 22 12h 866.8 (689.0-1090.6) 2.35(1.64-3.35)
600 mg QD (without RTV) 11 24h 369.4 (280.9-485.6)
RAL 135
With RTV 92 NA 141.0(107.3-185.1) 2.04 (1.25-3.34)
Without RTV 43 NA 69.1 (44.6-107.1)
800 mg QD 24 24h 52.7 (29.5-94.3) 0.40 (0.22-0.72)
400 mg BID 111 12h 132.3 (102.8-170.2)
ATV: Atazanavir; Cl, Confidence interval; Ctrough: Trough Concentration; GMR: Geometric Mean Ratio; NA: Not applicable; RAL: Raltegravir; RTV:
Ritonavir.
doi:10.1371/journal.pone.0164240.t004
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Both ATV and RAL high trough concentrations were not linked to therapeutic failure or
discontinuations due to adverse events.

Discussion

Long-life ART poses significant challenge to effective and tolerated therapeutic intervention,
especially among heavily pretreated and ageing patients. Indeed, treatment modification is not
always simple in heavily ART-experienced patients, due to previous adverse events and/or
ART resistance mutations. Evaluating a NRTI-sparing regimen in a large prospective cohort,
we showed that ATV and RAL dual therapy had moderate efficacy for lengthy period of time
in these patients, mostly due to adverse events and virological failures. Moreover, an emerging
RAL-resistance risk at virological failure was encountered (0.4% at week 24, 1.4% at week 48
and 1.4% at week 96). We showed that there was no significant difference between ritonavir-
boosted and unboosted strategies in efficacy and tolerance laboratory parameters, except for
lipid profiles.

Other studies showed moderate efficacy rates of this dual therapy [16-19,30]. The HAR-
NESS study enrolled experienced patients, with undetectable viremia, randomized to receive
ATV/r+RAL or ATV/r plus tenofovir/emtricitabine [30]. At week 48, switching to ATV/r+RAL
resulted in lower therapeutic success rate (69.4%) than ATV/r plus tenofovir/emtricitabine
(86.5%). In our real-life study, we found similar rates of virological suppression at week 48
(65.4%) compared to the HARNESS trial. Similarly to the SPARTAN study, RAL-resistance
emerged among patients experiencing virological failure (4/31 patients with available geno-
types) [15]. Rates of emerging resistance in subjects who failed dual therapy further support
resistance testing in case of virological failure. Although we did not perform a multiple compar-
ison adjustment, we identified significant predictors of virological failure on dual therapy by
multivariate analysis. Virological failure on dual therapy was strongly associated with high
HIV-1 RNA zenith and low CD4+ T-cell count at baseline, whether patients had HIV-1 RNA
<50 or >50 copies/mL at baseline. Both parameters have been correlated with high HIV reser-
voir levels [33,34]. So, we might hypothesize there is a link between HIV reservoir and virologi-
cal failure on dual therapy. Measuring HIV-1 DNA before switching might help adapting
simplification strategies and select patients [14,35]. Besides, a short duration on ART has also
been associated with virological failure. This might be related with time spent on suppressed
plasma HIV-1 RNA under successful ART before switching to dual therapy. Indeed, long-term
virological control was associated with decreased rates of low-level viremia [36] and HIV reser-
voir [37]. We can hypothesize that this two drug-containing regimen was not efficient enough
to maintain viral suppression among patients who recently obtained virological control.

Regarding laboratory abnormalities, dual therapy showed moderate toxicity rates as 44
(16%) participants discontinued because of adverse events through week 96. Lower rates of dis-
continuations over a similar period and for a similar patient population have been reported
with other regimen switches [8]. Higher rates of discontinuations due to adverse events were
found for highly ART-exposed patients. Results of bilirubin elevations presented herein are
similar if not actually better than those of the pilot studies where 13.0 to 20.6% of grade 3 or 4
total bilirubin abnormalities were described [15,16,30]. Switching for ATV+RAL yielded a sig-
nificant decrease in triglycerides, HDL and total cholesterol between baseline and week 96.
This result is surprising as some other ART regimen showed lipid-lowering effects, such as
tenofovir [38]. In our study, this may be due to ritonavir stopping when switching to dual ther-
apy [39].

Pharmacokinetic results supported the twice-daily use of RAL 400 mg and were in keeping
with data from the literature [17,40,41]. Coadministration of ATV and RAL is known to
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increase RAL exposures [42-44], which explain why both ATV and RAL trough concentra-
tions increased with ritonavir association. Although, ATV exposure was higher with ritonavir-
boosted regimen, bilirubin elevation was not significantly different from unboosted regimen.
Of major importance, a high proportion of patients achieved targeted trough concentrations
for both ATV and RAL on dual therapy.

To the best of our knowledge, this is the first study that compared long-term immunovirologi-
cal outcomes of switching to ATV and RAL dual therapy between boosted and unboosted strate-
gies. Although this study has several limitations inherent to the DAT’AIDS cohort design, as the
retrospective design and the mixed population (patients with both undetectable and detectable
viremia at baseline) [31], we confirmed a moderate efficacy and safety profile of switching to
ATV and RAL dual therapy in a “real-life” setting [30]. All efficacy and safety parameters were
similar in patients treated with ATV+RAL versus ATV/r+RAL. Our results suggest that dual
therapy could possibly be initiated in selected patients, according to the risk of virological failure
that may be linked to a high HIV reservoir, and the risk of emerging RAL-resistance at virological
failure. Patients with favorable immunovirologic profile (i.e. low HIV reservoir with a long dura-
tion on efficient ART) might benefit from drug reducing to dual ATV and RAL therapy.
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therapy as a simplification strategy: a cohort study
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Introduction The primary objective of this analysis was to assess

viral suppression in ART-experienced patients with viro-
HIV-1 antiretroviral therapy (ART) is a life-long treat-  Jogical control switching to DTG + RPV in a real-life set-
ment. Its potential long-term adverse effects, in addition  ting, Secondary objectives were to describe clinical and

to the ageing process, may result in a higher incidence of  piological adverse events and plasma concentrations of
non-AIDS-associated comorbidities than in general popu- DTG and RPV.

lation [1,2]. To decrease pill and drug burden, reducing

from standard triple therapy to a two drug-containing

regimen is an option that continues to be investigated Methods
[31.

An optimal dual therapy must have potency to maintain
viral suppression, in combination with a low toxicity profile The Dat’AIDS cohort study is a collaboration of major
and simple administration to improve adherence. Dolute- French HIV treatment centres (NCT02898987). These cen-
gravir (DTG), an integrase strand transfer inhibitor (INSTI), tres maintain prospective cohorts of HIV-1-infected indi-
and rilpivirine (RPV), a nonnucleoside reverse transcriptase viduals who provide written informed consent via a
inhibitor (NNRTI), are two novel antiretroviral agents that common electronic medical record [10]. Anonymized data
are highly active and well tolerated in both ART-naive and  for clinical events, laboratory test results and therapeutic
ART-experienced patients [4-7] DTG + RPV [50 + 25 mg  history collected by the networking organization have been

Study design

once daily (qd)] dual therapy is a nucleoside reverse tran- submitted to the French National Commission on Informat-
scriptase inhibitor (NRTI) and boosted protease inhibitor ics and Rights (CNIL Registration number: 2001/762876/
(P1) sparing regimen which is still under evaluation in ran- nadiscnil.doc). The local Ethics Committee of the Faculty of
domized studies (i.e. Switch to Rilpivirine + Dolutegravir, medicine of Strasbourg, Strashourg, France, approved the
SWORD studies). The advantages of this combination present study.

include the lack of interactions between the two drugs and We performed a retrospective analysis in individuals
the simple qd administration [8,9]. participating in the Dat’AIDS cohort with plasma HIV

RNA < 50 HIV-1 RNA copies/mL on ART, without hepati-

Correspondence: Dr Pierre Gantner, Institut de Virologie, 3, rue Koeberlé, tis B virus (HBV) COll’lfeCthIl, who were switched to

67000 Strasbourg, France. Tel: + 33 3 69 55 16 84; fax: + 33 3 68 85 37 50; DTG + RPV regimen between January 2014 and Septem-

e-mail: pierre.gantner@chru-strasbourg.fr ber 2015. The primary outcome measure was a mixed

*Members are listed in the Appendix. analysis of antiviral efficacy based on the loss of
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virological and therapeutic control on dual therapy at
week 24. Secondary objectives were virological and ther-
apeutic success over follow-up, immunological response,
safety and steady-state drug level.

Data collection

The following data were collected for each participant:
demographic data, HIV disease status, previous ART, rea-
son for changing therapy and laboratory parameters. Lab-
oratory abnormalities were graded using the 2003 Agence
Nationale de Recherche sur le Sida et les Hépatites Virales
(ANRS) scale (http://www.anrs.fr).

Determination of DTG and RPV plasma concentrations

Steady-state trough plasma concentrations of DTG and
RPV were determined in a subgroup of patients using lig-
uid chromatography coupled with tandem mass spec-
trometry [11]. Measured trough concentrations were
considered adequate if above the protein-adjusted 90%
inhibitory concentration (ICoo) of 64 ng/mL and 12.1 ng/mL
for DTG and RPV, respectively [12,13].

Statistical considerations

Dual therapy efficacy was analysed according to the time
to loss of therapeutic and/or virological response (TLOVR)
algorithm. The TLOVR was estimated wusing the
Kaplan—Meier method. Confirmed loss of virological con-
trol was defined as a plasma HIV RNA > 50 copies/mL
based on two consecutive measurements within 1 month
or plasma HIV RNA > 1000 copies/mL for one sample.
Therapeutic failure was defined as dual therapy discon-
tinuation, whatever the reason.

The Student’s f-test was used to compare any
changes in quantitative variables. All tests were two-
tailed and performed with a level of statistical signifi-
cance of 0.05.

Results
Participant disposition

During the study period, 152 patients were switched to
DTG + RPV dual therapy. Patients were followed for a
median of 36 weeks [interquartile range (IQR) 25—
50 weeks]. The participants were primarily male (66%),
42% of individuals were men who have sex with men
(MSM), and they had a median age of 55 years (IQR: 48—
61 years). All had been virologically controlled on ART

© 2017 British HIV Association

(plasma HIV RNA < 50 copies/mL) at the time of switch
for a median of 10 years (IQR: 8-15 years). The patients
had received a median of 9 different ART regimens (IQR:
5-14) for a median of 17 years (IQR: 5-14 years). Before
dual therapy initiation, 41% of patients were INSTI-naive.
In addition, 52% of patients had experienced virological
failure on a previous ART combination, but not on a pre-
vious DTG- or RPV-based regimen.

Fifty-three patients (35%) had a history of AIDS-defin-
ing events. At baseline, the median CD4 T-cell count was
669 cells/uL (IQR: 523-867 cells/uL). Before switching to
dual therapy, 43% of patients had been prescribed a stan-
dard ART regimen (two NRTIs + a third agent) and 37%
were already taking another dual therapy. ART was
switched to DTG + RPV primarily because of intolerance
to the previous regimen (47%) or for treatment simplifi-
cation (30%%).

Virological and therapeutic response

As a primary outcome measure, the cumulative percent-
ages of patients remaining free of confirmed virological
failure and therapeutic failure at week 24 on dual therapy
were 99.1% [115 of 116; 95% confidence interval (CI)
95.2-99.9] and 90.5% (105 of 116; 95% CI: 83.6-93.7),
respectively. The TLOVR analysis over follow-up is
depicted in Figure 1a,b. At the end of the study, confirmed
virological failure had occurred in three patients (2%). Of
these, two patients continued DTG + RPV [plasma HIV
RNA: patient 1 (previously on successful maraviroc
(MVCQ) + raltegravir (RAL)), 130 and 51 copies/mL, respec-
tively, at weeks 38 and 43; patient 2 (previously on suc-
cessful tenofovir (TDF)/emtricitabine (FTC)/rilpivirine
(RPV)), 1147 copies/mL at week 39] and achieved virologi-
cal suppression up to the end of follow-up. These patients
harboured wild-type viruses as assessed by RNA Sanger se-
quencing at failure. The third patient, who had previously
been on successful abacavir (ABC)/lamivudine (3TC)/zi-
dovudine (ZDV), experienced early virological failure, with
a single plasma HIV RNA measurement of 1259 copies/mL
at week 15, and achieved virological suppression again on
standard ART (ABC/3TC/DTG). No RNA resistance testing
before the switch and at failure was available for this
patient who has since been lost to follow-up.

At the end of the study, 19 patients (13%) stopped dual
therapy. Twelve patients discontinued DTG + RPV because
of various and sometimes multiple adverse events: neuro-
logical disorders (n = 7), abdominal pain (n = 3), cuta-
neous effects (n = 1) and renal toxicity (n = 1). Other
reasons for stopping DTG + RPV were: therapeutic simpli-
fication to a single-tablet regimen (n = 3), patient’s

HIV Medicine (2017), 18, 704—708
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Fig. 1 Efficacy and safety of switching to dolutegravir + rilpivirine dual therapy. Therapeutic (a) and virological (b) success are depicted in a

survival analysis. Immunological response to dual therapy (c) and toxicity

nine aminotransferase; Cl, confidence interval.

decision (n = 1), virological failure (n = 1), pregnancy
(n = 1) and drug—drug interaction (n = 1).

Laboratory parameters

In 106 evaluable patients after 24 weeks of DTG + RPV,
no change in CD4 and CD8 T-cell counts was observed
(Fig. 1c). At week 24, there was a significant increase
from baseline values in creatinine (mean +/— standrad
deviation, +11.1 £+ 5.4 pmol/L; P < 0.001), but not in
alanine aminotransferase (ALT) or aspartate aminotrans-
ferase (AST) concentration (P = 0.4) (Fig. 1d). No grade 3
to 4 adverse events were observed.

During follow-up, DTG and RPV steady-state plasma
concentrations were assessed in 23 participants with viro-
logical success. DTG and RPV median trough concentra-
tions were 2090 ng/mL (IQR: 1255-2965 ng/mL) and

© 2017 British HIV Association

biological markers (d) are compared between DO and W24.. ALT, ala-

130 ng/mL (IQR: 95-160 ng/mL), respectively. DTG and
RPV concentrations were all measured above the protein-
adjusted ICqo.

Discussion

Simplified ART regimens are expected to reduce long-
term toxicity and cost, while maintaining optimal
immunological and virological efficacy. Potent dual
therapy might be a good option as a drug-reducing
strategy in ART-controlled patients [14]. Evaluating the
effects of two novel antiretroviral drugs in a prospec-
tive study of a French cohort (n= 152), we showed
that DTG + RPV dual therapy is highly efficient in
ART-controlled patients (90.5% therapeutic success at
24 weeks). Two patients experienced transient and low-
level viral replication, 9 months post-switch, without

HIV Medicine (2017), 18, 704—708
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emergence of resistance mutations, and returned to
suppressed viral load without ART modification [15].
Only one patient had to stop DTG + RPV treatment
early because of virological failure, but resistance was
not documented.

Switching to a dual DTG + RPV regimen in virologi-
cally suppressed patients seems to be as efficient as
switching to a combination of two NRTIs plus RPV (ther-
apeutic success at week 24, 94%) or DTG (therapeutic
success at week 24, 79%) [5,7], and showed similar effi-
cacy to other dual therapy [3]. Antiviral efficacy was
observed whatever the type of previous ART. Information
on previous genotyping, and on possible previous viro-
logical failure on the NNRTI or INSTI drug class, is essen-
tial to obtain before starting DTG + RPV, to rule out any
resistance to these drugs. Compared with DTG monother-
apy, a dual DTG + RPV regimen would offer a higher
genetic barrier [16-18].

This dual combination was well tolerated with few dis-
continuations because of adverse events, mostly neuro-
logical disorders [19], showing a relatively good
tolerability of DTG + RPV, compared with 47% discontin-
uations for adverse events on previous treatment. Only
grade 1 to 2 laboratory abnormalities were observed. An
elevation of serum creatinine level has been associated
with DTG use in previous studies [4,5]. Moreover, ade-
quate expected trough plasma concentrations of DTG and
RPV demonstrated the favourable drug interaction profile
of these two drugs in such a maintenance strategy [9].

To the best of our knowledge, there is no published
study that has assessed immuno-virological outcomes of
switching to DTG + RPV in a large cohort of ART-con-
trolled patients. This study has several limitations inher-
ent to the Dat’AIDS cohort study design [10]. Our ‘real
life’ data have to be compared with the future results of
ongoing prospective randomized studies comparing
DTG + RPV dual therapy to maintenance of standard
ART. These clinical studies should also assess the dynam-
ics of HIV replication in reservoirs under DTG + RPV
dual therapy [20].
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multicenter quality control (QC) was to evaluate the inter-laboratory reproducibility

Methods: Ten laboratories of the ANRS-AC11 working group participated by
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1 | INTRODUCTION

The ultimate treatment goal in HIV infection would be to eradicate the
virus from its reservoirs, which are the main obstacle to curative
therapy.! To further study these reservoirs and to evaluate new cure
strategies, several markers have been proposed? but none has been
evaluated for using in multicenter clinical studies. Among them, total
cell-associated HIV-1 DNA presents the advantage to be feasible
within large series of samples and permits longitudinal studies in
clinical trials (OPTIPRIM, SPARTAC...).*"® This biomarker has been
widely used in both adult*~*? and pediatric*1°-* cohorts. HIV-DNA
load correlates with values obtained in the quantitative viral outgrowth
assay.® It provides useful information at different stages of the
infection, irrespective of combined antiretroviral therapy, and with a
variety of clinical samples (blood, rectal mucosa, breast milk, and
semen).**2"1% |ndeed, it has independent predictive value for
progression to AIDS and death.* Total HIV-1 DNA load in peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) correlates with biomarkers of

inflammation and immune activation**

and residual plasma viremia
during antiretroviral therapy.*!> Total HIV-1 DNA load could be an
accurate, clinically relevant marker for therapeutic decision-making.*
For example, some treatment de-escalation may not be appropriate for
patients with high HIV-1 DNA levels, as stated in recent French
guidelines. Baseline HIV-1 DNA levels might prove helpful for
choosing patients who will be the best candidates to some therapeutic
strategies.? It might also prove useful for estimating HIV-1 reservoir to
Finally, HIV-1
DNA can provide useful information, along with other markers, for HIV

evaluate therapeutic strategies in multicenter trials.*

cure research.'¢~17

Several home-made HIV-1 DNA quantification assays by PCR have
been used worldwide with different regions amplified and using various

standards for quantification and various units,>”18-1?

making difficult
comparisons between studies. One real-time qPCR LTR HIV-1 DNA
assay has been developed by the AC11 working group of the Agence
Nationale de Recherches sur le SIDA et les hépatites virales (ANRS). This
assay is now commercialized (Generic HIV DNA CELL, Biocentric,
Bandol, France) and available for the scientific community.*”

In the current context of therapeutic trials to reduce the HIV
reservoir, it is essential to be able to develop multicenter studies. The aim
of this national multicenter quality control was to evaluate the inter-
laboratory reproducibility of total HIV-1 DNA quantification in ten French
laboratories using the same assay (Generic HIV DNA CELL, Biocentric).

2 | MATERIAL AND METHODS

Ten laboratories of the AC11 Viral Quantification Working Group of
ANRS participated in the qualitative HIV-1 DNA international QCMD
quality control (www.qcmd.org/) in 2016. Four coded samples of
freeze-dried PBMC pellets were used as the blind test panel and sent
to each laboratory. It contained three samples (QC1, QC2, QC3) with
HIV-1-infected PBMC, and one (QC4) with PBMC from an uninfected
individual. QCMD indicated that QC1, QC2, and QC3 were obtained
by dilutions of the same sample. Cell-associated HIV-1 DNA was
searched and quantified by real-time PCR with the same Generic HIV
DNA CELL assay kit (Biocentric) in the ten laboratories. The
performances of this assay have been described previously.!” Notably
the 95% and 50% detection thresholds for the assay were set at six and

TABLE 1 Procedural characteristics used in the ten laboratories and HIV-1 DNA loads obtained for the quality controls

Procedural characteristics

HIV-1 DNA load (copies/10° PBMC)
logso copies/10° PBMC

Method to
determine
the total DNA
Extraction method concentration
Lab 1 Automatic Qiagen (Qiasymphony) Albumin gPCR
Lab 2 Automatic Qiagen (Qiacube) Nanodrop
Lab 3 Manuel Qiagen (Qiamp DNA Blood) Nanodrop
Lab 4 Automatic Qiagen (EZ1 Advanced XL)  Nanodrop
Lab 5 Manuel Qiagen (Qiamp DNA Blood) Nanodrop
Lab 6 Automatic Qiagen (Qiasymphony) Nanodrop
Lab 7 Automatic Qiagen (Qiacube) Nanodrop
Lab 8 Manuel Qiagen (Qiamp DNA Blood) Nanodrop
Lab 9 Automatic Qiagen (Qiasymphony) Albumin gPCR
Lab 10 Manuel Macherey-Nagel Nanodrop
(Nucleospin Blood)
Median

Standard deviation

ND, not detected.

Thermocycler QC1 QcC2 QC3 QC4
ABI 7500 (110) 2,0 (626) 2,8 (1232) 3,1 ND
LC 480 Detected <1,8  (495) 2,7 (2530)34 ND
CFX96 (181) 2,3 (746) 2,9 (2371)34 ND
SmartCycler (102) 2,0 (352) 2,5 (1935) 3,3 ND
StepOnePlus (138) 2,1 (706) 2,9 (4197)3,6 ND
Rotorgene Q6 plex  (172) 2,2 (667) 2,8 (3000) 3,5 ND
MiniOpticon (121) 2,1 (970) 3,0 (1485) 3,2 ND
LC 480 (55) 1,7 (1196) 3,1  (4973)3,7 ND
ABI 7500 (109) 2 (600) 2,8 (3374)3,5 ND
LC 480 (49) 1,7 (550) 2,7 (1530)3,2 ND

(110) 2,0 (647) 2,8 (2451) 3,4

0.2 0.2 0.2
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three copies/PCR, that is, 40 and 20 copies/10° cells, respectively
(1.6 and 1.3 log), when studying 1ug total DNA per PCR.}7 All
laboratories obtained a good quality score of O with the qualitative
analysis performed by the QCMD staff. So we decided to collect
quantitative results to analyze inter-laboratories reproducibility.

DNA extraction procedure consisted of the automated Qiagen
method (Courtaboeuf, France) in six laboratories, the manual QlAamp
DNA minikit (Qiagen) in three laboratories, and the manual NucleoSpin
Blood kit (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) in one laboratory (Table 1).
The final eluate volume ranged from 50 to 100 uL. The total DNA
concentration was determined by fluorescence reading at 260 nm by
the Nanodrop method (Labtech, Ringmer, UK) in eight laboratories,
and by concurrently amplifying a housekeeping gene by real-time PCR
in two laboratories (Table 1). In the Generic HIV DNA CELL kits, the
8E5 cell line was used as standard for HIV-1 DNA quantification.
Following the manufacturer’s instructions, four dilutions of an extract
of 8E5 cells were performed in order to deposit 6000 copies/PCR, 600
copies/PCR, 60 copies/PCR, and 6 copies/PCR.” Quantitative results
were normalized in number of copies per million cells as described
previously.” Quantitative data reported by the 10 laboratories in Log1o
copies/million cells were then compared. Logs were used as usually
performed for real-time PCR assays and as discussed by Kotton et al.?°
Median and standard deviation were calculated for each positive
sample of the quality control (QC1, QC2, QC3).

3 | RESULTS

None of the 10 laboratories obtained a positive result with the
negative sample (QC4).

Assay performance was analyzed with the three samples of
HIV-1-infected PBMC (QC1, QC2, QC3). All three samples were
positive and measurable in all 10 laboratories, with the exception of
QC1, which was detected but lower than the quantification threshold
(70 copies/million PBMC) in one laboratory owing to unsuccessful
QlAcube extraction (<2 pg/mL).

The ranges were 1.7-2.3 log1o copies/10® PBMC for QC1, 2.5-3.1
log1o copies/10° PBMC for QC2, and 3.1-3.7 logyo copies/10° PBMC
for QC3 (Fig. 1A). The median values and standard deviations (SD) were
2.0 +0.2 log,o copies/10° PBMC for QC1, 2.8 + 0.2 log; for QC2, and
3.4 +0.2 logyo for QC3, and a 95% confidence interval of 0.12 log for
each QC. There was no noteworthy influence of the HIV-1 DNA level on
the dispersal of values obtained in the 10 laboratories. The results of the
ten laboratories showed that the three positive quality controls were
correctly classified by each of them: QC1<QC2<QC3. The study of
variations of HIV-DNA loads between laboratories showed that the load
for each control quality was comprised in the range (median -0.3 log;
median + 0.3 log) for each laboratory (Fig. 1B).

Noteworthy, the 10 laboratories quantified HIV-DNA with one of
three different batches of the Generic HIV DNA CELL assay kit. The
results were similar regardless of the batch used. Despite the use of
different extraction methods and the different amounts of DNA
analyzed per well (between 0.1 and 1 pg of DNA per well, depending
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FIGURE 1 Variations of HIV-1 DNA results for the three positive
quality controls. (A) HIV-1 DNA results for QC1, QC2, and QC3 in
each laboratory. (B) Differences between the result of each
laboratory and the median of HIV-DNA load in log copies/million
PBMC. One laboratory had detected QC1 but it was not
quantifiable (positive <1.84 log). This result was considered at the
threshold in the figure. Dotted lines indicate median values +0.3 log

on the concentration of total DNA in the extract), results were
reproducible within a small range (Fig. 1B).

4 | DISCUSSION
Several markers have been proposed to estimate the size of HIV
reservoir,* but none is definitely considered as the best one. Among
them, total cell-associated HIV DNA load is likely to become an
increasingly important marker for the management of HIV-1 infection
for several reasons: it is easy to perform in parallel to HIV RNA on the
same clinical samples,” it is clinically relevant at the different stages of
HIV infection,* and can be used in research protocols for clinical trials
and studies concerning HIV pathogenesis and HIV cure.*6-7

The reproducibility of a the real-time gPCR LTR HIV-1 DNA assay
(Generic HIV DNA CELL, Biocentric) has been previously evaluated in
one laboratory for a high-level positive-control sample with mean and
standard deviation of 3.30 log copies/10° leukocytes and 0.11 log,
respectively, and for a moderate-level positive-control sample with
2.40 log copies/10° leukocytes and 0.18 log.*
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In this study, we describe the first inter-laboratory external quality

control of HIV-1 DNA quantification, implicating ten French virological
laboratories, using the same commercial assay. No such study has ever
been performed for the other markers proposed to estimate the HIV
reservoir size. This multicenter evaluation showed that there was a good
agreement of HIV-1 DNA loads obtained in ten laboratories by using the
standardized Generic HIV DNA CELL assa\y.7 A limit of this study is the low
number of QCMD samples. However, QCMD is an external international
control, bringing the opportunity to evaluate all laboratories in the same
conditions. Interestingly, the three samples were at clinically relevant HIV-
1 DNA levels.* All laboratories detect and quantitate HIV-1 DNA loads with
a low standard deviation of 0.2 log. As indicated in Fig. 1, the differences
between median of each quality control and result of each laboratory is
lower than 0.5 log, as recommended by Kotton et al.2° Transplantation
2010. Actually Kotton indicated that the precision of quantitative nucleic
acid tests to determine viral load are such that changes in values should be
at least threefold (0.5 log) to represent biologically important changes.?°
Whatever the extraction protocol and its variable efficiency, the quality of
extracts and the normalization of results by measuring the amount of total
DNA explored in the real-time PCR permitted to have comparable results
of HIV-DNA expressed per million cells between laboratories. The use of
different batches of the Generic HIV DNA CELL assay on different
thermocyclers did not compromise the results of this inter-laboratory
quality control for HIV-1 DNA quantification. No reference assay is
available and commercialized for HIV-1 DNA quantification so we could
not perform comparison with one gold standard.

In conclusion, the inter-laboratory reproducibility reported here
with this quality control is a key step for future applications in
multicenter studies and clinical practice. Interestingly we showed the
reproducibility of the standardized quantitative total HIV-1 DNA assay
developed by the ANRS working group to quantify the HIV-1 DNA
load as a marker of HIV reservoir.
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"y ‘
Impact des inhibiteurs de l'intégrase sur la consti tution

et la compartimentalisation du réservoir viral

Résumeé

L'étude de stratégies visant a diminuer la taille du reservoir viral, et notamment I'impact des traitements antirétroviraux,
permetront peut-étre de s’approcher des objectifs de guérison de I'infection a VIH. Nous avons analysé la dynamique de ce
réservoir chez des personnes vivant avec le VIH débutant un traitement comprenant du dolutegravir (TCD) a différents
stades de l'infection.

L’étude DRONE a inclus des personnes débutant et répondant & un TCD et suivies pendant 48 semaines. L’ADN-VIH dans
les cellules mononucléées du sang périophérique (CMSP), 'ADN-VIH dans les sous-populations lymphocytaires T CD4+
(Effecteur mémoire, TEM; Transitionnel mémoire, TTM; Central mémoire, TCM and Naif, TN), le séquencage a haut débit
de I'ADN-VIH et des marqueurs inflammatoires (CD14s, CD163s, IL-6us and IP-10) ont été analysés.

Au total, 169 participants ont été inclus dans différents groupes: infections aigués (Al, n=20), infections chroniques (Cl,
n=21), en succes virologique sous traitement (VS, n=116) et dans un contexte d’échec virologique a l'initiation du TCD (VF,
n=12). L’ADN-VIH dans les CMSP et les sous-populations lymphocytaires, et les marqueurs inflammatoires ont diminué
sous TCD dans les groupes Al, Cl et VF mais pas dans le groupe VS. La diminution la plus prononcée a été observée dans
le groupe Al. La diversité génétique du reservoir viral a, quant a elle, été modifiée rapidement apreés l'initiation du TCD dans
tous les groupes.

Un TCD efficace permet une diminution rapide du réservoir viral chez des personnes naives de traitement mais aussi en cas
d’échec virologique. L’effet du dolutegravir sur la latence virale devrait étre étudié plus avant.

Mots clefs : VIH, Réservoir, Inflammation, ADN-VIH, Diversité génétique, Inhibiteurs de I'intégrase

Résumé en anglais

Strategies aimed at reducing the latent HIV reservoir size, including combined antiretroviral therapy, may enhance the
probability of a possible cure. Here, we assessed the dynamics of HIV reservoir among HIV-infected adults initiating a
dolutegravir-based regimen (DBR) at different stages of HIV infection.

The DRONE trial enrolled individuals starting and responding to a DBR on a 48 weeks follow-up. HIV-DNA in peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs), HIV-DNA in sorted CD4+ T cell subsets (Effector memory, TEM; Transitional memory,
TTM; Central memory, TCM and Naive, TN), HIV-DNA ultra-deep sequencing and serum immune activation biomarkers
(sCD14, sCD163, IL-6us and IP-10) were assessed.

Overall, 169 participants were allocated to different groups: acute infections (Al, n=20), chronic infections (Cl, n=21),
individuals in virological success on treatment (VS, n=116), and in the aftermath of virological failures at baseline (VF,
n=12). HIV-DNA in PBMCs and in sorted CD4+ T cell subsets, and immune activation markers decreased on DBR in the All,
Cl and VF groups but not in the VS group. Participants from the Al group experienced the most dramatic decline. Genetic
diversity of the viral reservoir was also affected shortly after DBR initiation in all groups of individuals.

Successful DBR produced a rapid decline in the viral reservoir in treatment-naive but also in treatment-failing individuals.
More studies on the effect of dolutegravir on viral latency are needed.

Keywords: HIV, Reservoir, Immune activation, HIV-DNA, Genetic diversity, Integrase inhibitors




