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Résumé 
 

L’universalisation des traitements antirétroviraux (ARV) couplée à l’augmentation de la 

couverture ARV chez les femmes enceintes et allaitantes infectées par le VIH voit l’émergence 

d’une population grandissante d’enfants non infectés nés de mères séropositives, exposés à la 

fois au VIH et aux ARV maternels de la conception à la petite enfance. Si l’impact de ces 

expositions questionne sur la santé de ces enfants et fait l’objet de maintes études, la 

prophylaxie ARV postnatale qui leur ait administrée dans le cadre de la prévention de la 

transmission mère-enfant (TME) du VIH nécessite elle aussi être rigoureusement évaluée, ces 

ARV restant donnés à des enfants non infectés. Dans ce contexte, ces travaux de thèse ont 

consisté à évaluer la toxicité génomique aiguë et sur le long terme du lopinavir/ritonavir (LPV/r) 

ou de la lamivudine (3TC) utilisés en prophylaxie infantile pendant un an pour prévenir la TME 

du VIH par l’allaitement lors de l’essai PROMISE PEP mené dans quatre pays d’Afrique Sub-

saharienne (Afrique du Sud, Burkina Faso, Ouganda et Zambie) entre novembre 2009 et mai 

2012. Si cette prophylaxie étendue à toute la période de l’allaitement a montré son efficacité, 

avec des taux de transmission à un an de 1.4% et 1.5% pour le LPV/r et le 3TC respectivement, 

les recommandations actuelles de l’Organisation Mondiale de la Santé préconisent cependant 

une prophylaxie à base de névirapine (NVP) ou d’azidothymidine combinée à la NVP plafonnée 

à 12 semaines. Nos travaux indiquent que les deux prophylaxies se trouvaient associées à une 

prévalence importante d’enfants exposés non infectés présentant une déplétion de l’ADN 

mitochondrial (diminution du nombre de copies supérieure ou égale à 50% de la valeur initiale) 

au cours de la première année de vie. Ils ont également mis en évidence la présence d’ADN 

mitochondrial délétés chez la quasi-totalité des enfants dès l’initiation de la prophylaxie, 

démontrant ainsi une forte instabilité génomique. Toutefois, aucune association avec la 

croissance et le développement neuro-psychomoteur de ces enfants à 6 ans n’a été mise en 

évidence, alors que la déplétion ne persistait plus à cet âge-là et que les délétions sont 

irréversibles. Le raccourcissement de la longueur des télomères observé à un an n’a quant à lui 

montré aucune association avec les deux ARV et n’a eu aucun impact sur la santé des enfants 

à 6 ans. Ces travaux de thèse contribuent à l’évaluation globale de l’innocuité de la prophylaxie 

ARV utilisée chez les enfants exposés non infectés mais sont également d’intérêt pour ceux qui 

sont infectés et dont le traitement de première intention intègre le LPV/r et/ou le 3TC. 

Mots clés : VIH, prophylaxie, allaitement, enfants exposés non infectés, Afrique Sub-

Saharienne, lopinavir/ritonavir, lamivudine, ADN mitochondrial, télomères. 
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Abstract 
 

The universalization of antiretroviral (ARV) treatment coupled with increased ARV coverage 

among HIV-infected pregnant and lactating women is contributing to an emerging population 

of uninfected children born to HIV-positive mothers, exposed to both maternal HIV and ARVs 

from conception to early childhood. If the impacts of these exposures on the health of these 

children is questionable and the subject of many studies, the post-natal ARV prophylaxis given 

to them as part of the prevention of mother-to-child transmission (PMTCT) of HIV also needs 

to be rigorously evaluated, as these ARVs continue to be given to uninfected children. In this 

context, this thesis work consisted of evaluating the acute and long-term genomic toxicity of 

lopinavir/ritonavir (LPV/r) or lamivudine (3TC) used as infant prophylaxis for one year to 

prevent MTCT of HIV through breastfeeding in the PROMISE PEP trial conducted in four sub-

Saharan African countries (South Africa, Burkina Faso, Uganda and Zambia) between 

November 2009 and May 2012. While this extended prophylaxis during the entire breastfeeding 

period has shown its efficacy, with transmission rates at one year of life of 1.4% and 1.5% for 

LPV/r and 3TC respectively, current World Health Organization guidelines recommend 

prophylaxis with nevirapine (NVP) or azidothymidine combined with NVP for a maximum of 

12 weeks. Our work indicates that both prophylaxis regimens were associated with a significant 

prevalence of mitochondrial DNA depletion (decrease of mitochondrial copy number greater 

than or equal to 50% of the initial value) in the first year of life in children who are HIV-exposed 

uninfected. Our work also demonstrated the presence of deleted mitochondrial DNA in almost 

all children from the initiation of prophylaxis, thus indicating strong genomic instability. 

However, we found no association with the growth and neuropsychomotor development of 

these children at 6 years, at which point the depletion no longer persists and the deletions are 

irreversible. The shortening of telomere length observed at one year of age showed no 

association with the two ARVs and had no impact on the health of the children at 6 years. This 

thesis work contributes to the overall evaluation of the safety of ARV prophylaxis used in 

children who are HIV-exposed uninfected, but is also of interest to those who are infected and 

whose first-line treatment includes LPV/r and/or 3TC. 

Keywords: HIV, prophylaxis, breastfeeding, HIV-exposed uninfected children, Sub-Saharan 

Africa, lopinavir/ritonavir, lamivudine, mitochondrial DNA, telomeres. 
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Chapitre 1 : L’épidémie pédiatrique à VIH 

I. Généralités 

1. Epidémiologie 

En 2019, le Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH), agent étiologique du Syndrome 

d’ImmunoDéficience Acquise (SIDA), était responsable de près de 38 millions d’infections à 

travers le monde (Figure 1.1)1. Le continent africain, et plus particulièrement l’Afrique Sub-

Saharienne (regroupant Afrique de l’Ouest, Afrique Centrale, Afrique de l’Est et Afrique du 

Sud), concentre les deux tiers de la population mondiale vivant avec le VIH2. 

 

Figure 1.1. Estimation du nombre d’adultes et d’enfants infectés par le VIH en 2019. 

Source : ONUSIDA juillet 2020, Diapositives clés sur les données épidémiologiques2. 

  



30 

 

La pandémie pédiatrique persiste avec 1 800 000 enfants de moins de 15 ans vivant avec le VIH 

recensés en 2019 (Figure 1.2)1. Celle-ci demeure encore aujourd’hui une préoccupation de 

santé publique majeure en Afrique Sub-Saharienne qui regroupe près de 65% des cas. C’est 

d’ailleurs dans cette région du monde que 90% des 150 000 nouvelles infections infantiles ont 

été enregistrées cette même année. 

Figure 1.2. Estimation du nombre d’enfants de moins de 15 ans infectés par le VIH en 

2019. *Les estimations du nombre d’enfants ne sont pas publiées en raison des chiffres réduits. 

Source : ONUSIDA juillet 2020, Diapositives clés sur les données épidémiologiques2. 

 

2. Transmission de la mère à l’enfant du VIH 

2.1. Modes et taux de transmission mère-enfant du VIH 

La majorité des infections infantiles à VIH est imputable à la transmission de la mère à l’enfant 

(TME) du virus. Cette TME peut survenir au cours de trois phases clés : pendant la grossesse, 

pendant le travail et l’accouchement et pendant l’allaitement (Figure 1.3). En 2019, le 

Programme commun des Nations Unies sur le VIH/sida (ONUSIDA) estimait le taux de TME 

à 11,3%1. 
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2.1.1. Bref aperçu historique 

La transmission périnatale du VIH est connue de longue date. Jusqu’au début des années 90, 

les études portant sur la TME du virus rapportaient des infections survenant au cours de la 

grossesse, pendant le travail et pendant l’accouchement. Il est important de mentionner que le 

diagnostic sérologique de la maladie chez les enfants de moins de 18 mois est rendu impossible 

d’une part par la présence d’anticorps maternels transmis passivement à l’enfant, ne permettant 

ainsi pas la discrimination entre les anticorps anti-VIH maternels de ceux potentiellement 

produits par l’enfant suite à sa séroconversion, et d’autre part par la présence d’une « fenêtre 

sérologique » au cours de laquelle les anticorps anti-VIH ne sont pas produits en quantité 

suffisante pour être détectés. La discrimination des transmissions survenant tardivement au 

cours de cette période périnatale de celles pouvant survenir pendant la période post-natale, 

c’est-à-dire via l’allaitement, par diagnostic moléculaire était également rendue difficile par la 

sensibilité limitée des techniques de réaction de polymérisation en chaine (PCR) employées 

pour quantifier la charge virale dans les cellules sanguines des nouveau-nés âgés de moins de 

2 mois. Cependant, en 1985, une équipe Australienne rapporte pour la première fois un cas 

probable de TME via l’allaitement3. Cette découverte suscita davantage de recherche sur la 

transmission postnatale du virus, si bien qu’en 1992, 15 études rapportant 24 cas plausibles de 

TME par le lait maternel sont venues la corroborer4. Si la plupart des infections infantiles de 

ces études faisaient suite à une séroconversion maternelle après l’accouchement suite à une 

transfusion sanguine avec du sang contaminé4, trois d’entre elles ont néanmoins rapporté 

l’implication d’une séroconversion maternelle suite à une transmission sexuelle du virus via un 

partenaire contaminé5–7. 

2.1.2. Transmission périnatale du VIH 

La transmission périnatale du VIH survient pour un tiers des cas au troisième trimestre de la 

grossesse, majoritairement quelques semaines avant l’accouchement8–15. Les transmissions 

précoces au cours du premier et deuxième trimestre sont très peu fréquentes8,11. Le placenta 

joue un rôle majeur dans ce contexte, assurant moins bien sa fonction de barrière protectrice en 

fin de grossesse. Le travail et l’accouchement contribuent quant à eux pour deux tiers des 

transmissions en raison d’un accroissement des contacts du bébé avec les liquides biologiques 

de la mère (sang et sécrétions vaginales), incluant leur ingestion par l’enfant8–15. En absence de 

traitement antirétroviral (TAR) ou prophylactique chez la femme enceinte et/ou le nouveau-né, 

le taux de TME attribuable à la grossesse, au travail et à l’accouchement varie de 15 à 30%14. 
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2.1.3. Transmission du VIH par l’allaitement 

Il est aujourd’hui établi que le lait maternel constitue un réservoir de VIH et joue un rôle majeur 

dans l’apparition des nouvelles infections infantiles associées16. La présence de virus libres 

(détection de particules virales ou d’acides ribonucléiques (ARN) libres)17-20 et de cellules 

infectées (détection d’acides désoxyribonucléiques (ADN) proviral dans les cellules) dans le 

lait semblent associée à cette transmission21-23, bien que la part de contribution de chacun reste 

encore à élucider24,25. 

L’allaitement maternel accroît le risque de TME d’environ 14%14,26. On estime ainsi que le taux 

global de TME (incluant la période périnatale) dans les populations allaitantes varie de 30 à 

45%27. Si les transmissions par le lait maternel peuvent se produire tout au long de l’allaitement, 

la majorité d’entre elles adviennent cependant au cours des six premiers mois4,27,28. Par ailleurs 

en présence d’une charge virale maternelle indétectable, il existe un taux résiduel de 

transmission cumulatif par mois d’allaitement estimé à 0.2%29. 

 

 

 

 

 

Figure 1.3. Transmission du VIH d’une mère infectée à son enfant et risques associés. La 

transmission materno-fœtale du virus peut survenir pendant la grossesse, pendant le travail et 

l’accouchement et pendant l’allaitement, avec des taux de transmission variables. Source : 

d’après De Cock et al., 200014. 
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2.2. Facteurs de risque 

2.2.1. Pendant la période périnatale 

De nombreux facteurs de risque peuvent accroître le taux de TME du VIH pendant la grossesse, 

le travail et l’accouchement et peuvent être d’origines multiples. Il est important de préciser 

que la plupart de ces facteurs ont été essentiellement documentés avant la mise en place de 

multi-thérapies antirétrovirales chez la femme enceinte. 

Plusieurs déterminants liés à l’infection maternelle elle-même entrent en jeu. Une charge virale 

plasmatique élevée, notamment suite à une séroconversion pendant la grossesse (phase de 

primo-infection)30–33 ou à l’arrêt du TAR (effet rebond)34, constitue le risque majeur de 

transmission du virus35–46; une augmentation de la charge virale étant associée à une 

augmentation du risque de transmission. Bien qu’une TME soit peu fréquente en présence d’une 

faible virémie, elle n’est cependant pas à exclure47. Une immunodépression sévère, caractérisée 

par un nombre de lymphocytes T CD4+ bas et/ou un stade avancé de la maladie (phase SIDA 

déclaré), contribue également à la transmission virale38,41,43,46,48–53. L’initiation tardive du TAR 

et l’emploi d’une monothérapie sont autant de facteurs supplémentaires45,54–58. Le type de VIH 

intervient aussi, le VIH-1 étant associé à une TME plus importante que le VIH-259–64.  

Les infections sexuellement transmissibles (infections à papillomavirus, herpès génital, 

trichomonase, gonococcie, chlamydiose et syphilis)38,53,65–73, ainsi que d’autres co-infections 

maternelles d’origine virales (hépatite C, infections à Cytomégalovirus)72,74, bactériennes 

(tuberculose, vaginoses)38,72,75 ou parasitaires (paludisme, toxoplasmose, trypanosomiase) 

favorisent la transmission materno-fœtale du VIH72,76–79. 

L’utilisation de drogues d’addiction (cocaïne/crack, héroïne, méthadone) pendant la grossesse 

vient aussi peser sur la balance des risques33,50,51,80. 

Par ailleurs, un accouchement prématuré et/ou par voie basse (en comparaison à un 

accouchement par césarienne élective pratiquée avant le début du travail et avant la rupture des 

membranes amniotiques) sont aussi associés à une augmentation du risque de TME44–

46,48,52,53,66,81–83. 
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D’autres facteurs obstétricaux incluant une rupture prématurée des membranes 

amniotiques42,45,50,51,66,84–87, associée ou non à l’infection de celles-ci (chorioamniotite)43,86, 

ainsi que certains gestes plus ou moins invasifs pratiqués pendant la grossesse tels que 

l’amniosynthèse, l’amnioscopie ou le cerclage du col de l’utérus, viennent accroître le risque 

de transmission66. Les grossesses gémellaires sont particulièrement à risque, avec un taux de 

transmission plus important pour le premier jumeau né88. 

Des polymorphismes génétiques maternels incluant entre autre des variants dans le promoteur 

du gène CCR5 (co-récepteur membranaire permettant au VIH d’entrer dans les cellules) ou 

dans les gènes du complexe majeur d’histocompatibilité semblent également impliqués dans la 

TME du virus89,90. 

Certains facteurs sont d’autre part liés à l’enfant, notamment si le poids la naissance est inférieur 

à 2,5 kg33,42,45,50–52 et si l’enfant est de sexe féminin46,91–93. 

2.2.2. Pendant l’allaitement 

Des facteurs de risque supplémentaires viennent se surajouter en cas d’allaitement et peuvent 

être, là aussi, d’origines multiples. Certains sont communs aux transmissions ayant lieu pendant 

la période périnatale comme une charge virale plasmatique élevée94–96 ou bien encore le statut 

immunodéprimé de la mère95,97. Une charge virale élevée dans le lait représente un facteur de 

risque additionnel19,94. De plus, plus la charge virale plasmatique ou dans le lait est élevée, plus 

le risque de TME est grand19,94. La TME est aussi facilitée par des co-infections maternelles, 

notamment par celles à Cytomégalovirus98,99. 

D’autre part, l’état des seins représente un facteur de risque non négligeable, la présence de 

mastites94,97, d’abcès mammaires7 ou bien encore de lésions telles que les crevasses facilitant 

la transmission virale97. La présence de plaies buccales ou de candidoses chez l’enfant (muguet) 

peut venir accroître le risque97. 

D’autres facteurs liés à l’allaitement au sens propre du terme peuvent être impliqués. C’est 

notamment le cas du mode d’allaitement. En effet, un allaitement mixte, en comparaison à un 

allaitement maternel exclusif, est associé à une augmentation du risque de transmission, 

pouvant aller jusqu’au doublement de celui-ci28,100–105. D’autre part, le risque de TME via 

l’allaitement est cumulatif97,104,106–109. La composition du lait maternel entre également en jeu.  
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Une faible concentration en certaines substances à activité antivirale, parmi lesquelles nous 

pouvons distinguer lactoferrine, lysozyme et inhibiteur de la leucoprotéase25,110–114, ou en 

anticorps, immunoglobulines A et M22,25,115, semble être associée à une augmentation du risque 

de transmission. 

Les différents facteurs de risque potentiels de la TME du VIH sont résumés dans la Table 1.1. 

GROSSESSE, TRAVAIL ET ACCOUCHEMENT ALLAITEMENT 

Facteurs maternels Facteurs maternels 

Intrinsèques à l’infection à VIH Intrinsèques à l’infection à VIH 

Charge virale plasmatique élevée 
Séroconversion pendant la grossesse 

Arrêt du traitement antirétroviral 
Immunodépression 

Initiative tardive du traitement antirétroviral 
Monothérapie antirétrovirale 

VIH de type 1 

Séroconversion pendant 
l’allaitement 

Charge virale élevée dans le lait 
Immunodépression 

Co-infections Co-infections 

Maladies sexuellement transmissibles 
Infections virales, bactériennes ou parasitaires 

Infections à Cytomégalovirus 

Autres Etat des seins 

Consommation de drogues d’addiction pendant la 

grossesse 

Mastite 
Abcès mammaires 

Crevasses 

Facteurs obstétricaux 
Facteurs liés au mode 

d’alimentation 

Accouchement prématuré 
Accouchement par voie basse 

Rupture prématurée des membranes amniotiques 
Chorioamniotite 

Gestes invasifs pendant la grossesse 
Grossesses gémellaires et premier jumeau né 

Allaitement mixte 
Allaitement prolongé 

Faible concentration en molécules 
à activité antivirale ou en 

anticorps dans le lait 

Facteurs génétiques Facteurs infantiles 

Polymorphismes génétiques 

Candidoses (muguet) 
Plaies buccales 

Facteurs infantiles 

Faible poids à la naissance 
Sexe féminin 

Table 1.1. Facteurs de risque potentiels associés à la transmission mère-enfant du VIH 

pendant la période périnatale et l’allaitement.  
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II.  Prévention de la transmission mère-enfant (PTME) du VIH 

La prévention de la transmission de la mère à l’enfant du VIH (PTME) regroupe un ensemble 

d’interventions ayant pour finalité de réduire le taux de TME. Elle intègre la prévention de 

l’infection à VIH chez les femmes en âge de procréer, la prévention des grossesses non désirées 

chez les femmes vivant avec le VIH et bien évidemment la prévention de la transmission du 

VIH d’une femme enceinte séropositive à son enfant. Elle inclue également l’accès au dépistage 

et le recours aux traitements antirétroviraux mais aussi des conseils en pratique d’allaitement et 

du soutien aux femmes infectées dans la prise de leur traitement. 

Si la combinaison de ces mesures préventives a permis de réduire le taux de TME du VIH à 

moins de 1% dans les pays à fortes ressources comme en Europe ou aux Etats-Unis, elles ne 

sont cependant pas totalement applicables dans les pays à ressources limitées où d’une part, les 

conditions sanitaires ne permettent pas de pratiquer des accouchements par césarienne ni de 

reconstituer du lait artificiel, et d’autre part où l’abandon de l’allaitement n’est tout simplement 

pas envisageable car il reste le seul moyen de lutter contre la malnutrition et les maladies 

diarrhéiques et respiratoires, principales causes de mortalité infantile116. C’est pourquoi 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) préconise dans ces régions du monde un 

allaitement maternel pendant la première année de vie de l’enfant, incluant un allaitement 

exclusif au cours des six premiers mois, pouvant être prolongé jusqu’à l’âge de deux ans ou 

plus117. 

1. Politiques mondiales de PTME : passé et présent 

En 2011, ONUSIDA et le Plan d’urgence du Président des Etats-Unis pour la lutte contre le 

sida (PEPFAR) lancent un Plan mondial d’action ayant pour objectifs : (1) de réduire de 90% 

le nombre de nouvelles infections infantiles à VIH, avec un abaissement du taux de TME à 

moins de 5% pour les populations allaitantes et à moins de 2% pour les populations non 

allaitantes, et (2) de réduire de 50% la mortalité maternelle liée au VIH, à l’horizon 2015118. Ce 

Plan mondial a été initié dans 21 pays prioritaires d’Afrique Sub-Saharienne, qui regroupaient 

au total 90% des femmes enceintes infectées par le VIH en 2009119. 
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Si cette initiative a permis de réduire de façon remarquable le nombre de nouvelles infections 

à VIH survenant chez les enfants passant de 330 000 cas en 2009 à 170 000 en 2014 (Figure 

1.2), d’accélérer l’élimination de ces nouvelles infections infantiles en enregistrant une 

diminution de 48% en 2014 contre 13% entre les années 2000 et 2008, et de réduire de moitié 

le taux de TME dans les 21 pays prioritaires avec un taux de 14% en 2014, les objectifs fixés 

n’ont cependant pas été atteints119. 

Parallèlement, en 2014, l’ONUSIDA fixe le but ultime de mettre fin à la pandémie de VIH d’ici 

à 2030, en s’appuyant sur la cascade 90/90/90 : en 2020, 90% des personnes vivant avec le VIH 

sont dépistées et connaissent leur statut VIH, 90% des personnes infectées dépistées reçoivent 

un TAR et 90% des personnes recevant un TAR ont une charge virale indétectable120. 

Afin de poursuivre la dynamique instaurée par le Plan mondial, ONUSIDA et PEPFAR mettent 

en place en 2016 le programme « Start Free. Stay Free. AIDS Free » et définissent de nouveaux 

objectifs, bien qu’ambitieux, incluant la réduction du nombre de nouvelles infections infantiles 

à VIH à moins de 40 000 en 2018 et à moins de 20 000 en 2020121. A la lumière des dernières 

données de l’ONUSIDA, cet objectif semble manifestement difficile à atteindre pour 2020 avec 

encore 150 000 nouvelles infections infantiles recensées en 20191 (Figure 1.2). 

 

Figure 1.4. Evolution du nombre de nouvelles infections parmi les enfants de moins de 15 

ans depuis 2000 et politiques mondiales de PTME. Source : données ONUSIDA de 2000 à 

20191.  
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2. Stratégies de PTME 

2.1. Evolution des stratégies de PTME : schémas thérapeutiques et 

interventionnels 

En premier lieu, il convient de différencier deux notions importantes qui seront employées tout 

au long de ce manuscrit : « traitement antirétroviral » et « prophylaxie antirétrovirale ». Le 

terme de « traitement antirétroviral » sera utilisé pour les femmes enceintes infectées par le VIH 

remplissant les critères d’éligibilité de l’OMS et nécessitant un traitement pour leur propre 

santé. Le terme de « prophylaxie antirétrovirale » sera utilisé pour les femmes enceintes 

infectées ne remplissant pas ces critères et ne nécessitant pas de traitement antirétroviral pour 

leur propre santé. On parlera également de « prophylaxie antirétrovirale » pour les enfants non 

infectés nés de mères infectées pour prévenir l’acquisition du VIH. 

L’année 1994 marque une étape clé dans le cheminement vers l’initiation d’une PTME du VIH 

avec l’essai PACTG 076 (Pediatric AIDS Clinical Trials Group 076) conduit aux Etats-Unis et 

en France sur 477 participants122. Cette étude démontre pour la première fois l’efficacité d’un 

TAR pendant la grossesse pour prévenir la TME du VIH. L’utilisation de l’azidothymidine 

(AZT) pendant la grossesse (à raison de 5 fois par jour à partir de la quatorzième semaine de 

gestation) et le travail mais également chez le nouveau-né pendant les 6 semaines suivant la 

naissance a permis de réduire d’environ 68% le risque de TME par rapport au groupe placebo. 

Si ce protocole reste accessible dans les pays à fortes ressources tels que les Etats-Unis où il a 

d’ailleurs été recommandé la même année par les centres pour le contrôle et la prévention des 

maladies (CDC), la complexité, la durée et le coût du TAR rend difficile son implémentation 

dans les pays à ressources limitées123. Ce n’est qu’en 1998 que l’OMS recommande un 

protocole allégé, basé sur l’utilisation de l’AZT débuté tardivement au cours de la grossesse (2 

fois par jour à partir de la 36ème semaine de gestation) et pendant le travail suite à un essai 

clinique Thaïlandais incluant 391 participants et démontrant une réduction de 50% du taux de 

TME comparé au groupe placebo124. 

Forte de ces publications et confortée par d’autres protocoles plus simples et tout aussi efficaces 

parus au cours des années suivantes, l’OMS publie en octobre 2000 les premières 

recommandations mondiales portant sur l’utilisation des antirétroviraux (ARV) pour prévenir 

la TME du VIH125.  
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Celles-ci préconisent au choix trois régimes ARV initiés plus ou moins précocement ou 

tardivement pendant la grossesse où le travail et couplé ou non à une prophylaxie ARV 

maternelle et/ou infantile après l’accouchement pour une durée maximale de 7 jours. 

En 2004, les recommandations se renforcent par l’ajout de critères d’éligibilité cliniques et 

immunologiques, basés respectivement sur le stade de l’infection à VIH défini par l’OMS et le 

nombre de lymphocytes CD4+ présents dans le sang si la numération de ces derniers est 

disponible126. Sont considérées comme éligibles à un traitement ARV les femmes enceintes : 

(1) en stade 3 et ayant un nombre de CD4+ inférieur à 350 cellules/mm3, (2) en stade 4 sans 

tenir compte du nombre de CD4+ et, (3) en stade 1 et 2 et ayant un nombre de CD4+ inférieur 

à 200 cellules/mm3. En cas de non-disponibilité du nombre de CD4+, les critères d’éligibilité 

sont étendus à toutes les femmes enceintes en stade 3 et 4 et en stade 2 si le nombre de 

lymphocytes total dans le sang est inférieur à 1200 cellules/mm3. Les traitements ARV 

consistent en une trithérapie maternelle initiée à partir du deuxième trimestre de la grossesse ou 

au plus tôt si l’état de santé de la mère l’exige. Les nouveau-nés reçoivent quant à eux, dès la 

naissance, une prophylaxie ARV en dose unique ou pendant une semaine. En ce qui concerne 

les femmes enceintes non éligibles à un traitement ARV, l’OMS préconise une prophylaxie 

débutée au plus tôt à 28 semaines de grossesse et poursuivie pendant le travail, couplée à une 

prophylaxie ARV chez le nouveau-né pendant une semaine. 

A partir de 2006, les critères d’éligibilité de 2004 sont conservés à l’exception de celui portant 

sur la mise sous traitement ARV des femmes enceintes en stade 2 n’ayant pas une numération 

des CD4+127. La trithérapie ARV maternelle pour les femmes éligibles reste la même et doit 

être initiée au plus tôt pendant la grossesse. La prophylaxie ARV chez les nouveau-nés est 

étendue à 7 jours ou à 4 semaines si le traitement ARV maternel a été suivi pendant moins de 

4 semaines au cours de la grossesse. Pour les femmes enceintes non éligibles, les prophylaxies 

ARV maternelles et infantiles sont étendues à 7 jours.  

En 2010, les directives mondiales prennent un nouveau tournant et se complexifient par l’apport 

de recommandations concernant la PTME en cas d’allaitement128. Les critères d’éligibilité sont 

simplifiés et préconisent le plus tôt possible une trithérapie ARV à vie à toutes les femmes 

enceintes ayant un nombre de CD4+ inférieur à 350 cellules/mm3 sans tenir compte du stade 

clinique de l’infection à VIH et à toutes les femmes enceintes en stade 3 ou 4 sans tenir compte 

du nombre de CD4+. Une prophylaxie ARV est également administrée aux nouveau-nés 

pendant 4 à 6 semaines, qu’ils soient allaités ou non. 
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En cas de non-éligibilité à un traitement ARV, les programmes nationaux de PTME se voient 

offrir le choix entre deux options, toutes deux initiées au plus tôt à 14 semaines de grossesse. 

L’option A prévoit une prophylaxie ARV maternelle pendant la grossesse jusqu’à 7 jours après 

l’accouchement maximum. Les nouveau-nés allaités reçoivent une prophylaxie ARV jusqu’à 

une semaine après la fin de l’allaitement ou pendant 4 à 6 semaines le cas échéant. L’option B 

offre quant à elle une triple prophylaxie ARV maternelle prenant fin après l’accouchement ou 

une semaine après l’arrêt de l’allaitement, couplée à une prophylaxie de 4 à 6 semaines chez 

les nouveau-nés allaités ou non. 

En 2013, l’OMS harmonise les recommandations et préconise un traitement ARV à vie au choix 

des programmes nationaux, soit pour toutes les femmes enceintes et allaitantes 

indépendamment de leur stade clinique d’infection à VIH ou de leur nombre de CD4+ (option 

B+), soit seulement pour celles répondant à de nouveaux critères d’éligibilité qui sont : être en 

stade 3 ou 4 ou avoir un nombre de CD4 inférieur à 500 cellules/mm3 (option B)129. Cette 

dernière option offre également la possibilité aux femmes non éligibles de recevoir un TAR 

jusqu’à l’accouchement ou une semaine après la fin de l’allaitement. Une prophylaxie ARV 

infantile commune aux deux options est recommandée pendant 6 semaines maximum, 

allaitement ou non. 

Enfin, les recommandations de l’OMS de 2016 marquent une universalité des traitements pour 

toutes les personnes vivant avec le VIH, femmes enceintes et allaitantes inclues, et préconisent 

une trithérapie ARV à vie quel que soit le stade clinique de l’infection à VIH ou le nombre de 

CD4+ (option B+)130. Les nouveau-nés reçoivent une prophylaxie ARV pendant 12 semaines 

en cas d’allaitement ou sinon pendant 6 semaines. 

Un détail des différents régimes ARV utilisés en première ligne de traitement pour chaque 

recommandation est présenté ci-dessous :
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Femmes enceintes (au choix) 

AZT : pendant la grossesse (au plus tôt à 14 semaines), le 

travail et l’accouchement 

AZT : pendant la grossesse (au plus tôt à 14 semaines), le 

travail et jusqu’à une semaine après l’accouchement 

AZT+3TC : pendant la grossesse (initiation à 36 semaines), 

le travail et jusqu’à une semaine après l’accouchement 

AZT+3TC : pendant le travail et jusqu’à une semaine après 

l’accouchement 

NVP : uniquement pendant le travail 

Nouveau-nés (au choix) 

AZT : pendant 7 jours 

AZT : pendant 1 à 6 semaines 

AZT+3TC pendant 7 jours 

NVP : pendant 7 jours 

Recommandations de 2000 

Recommandations de 2004 

 

Femmes enceintes à partir du 2ème trimestre de grossesse 

: 

AZT+3TC+NVP ou d4T+3TC+NVP 

 

Nouveau-nés (au choix) : 

AZT : pendant 7 jours 

NVP : en dose unique 

NVP en dose unique + AZT pendant 7 jours 

 

 

 

Femmes enceintes à partir de la 28ème semaine de grossesse: 

AZT pendant la grossesse puis NVP en dose unique couplé à 

l’AZT pendant le travail 

Nouveau-nés : 

NVP en dose unique + AZT pendant 7 jours 

 

 

 

Critères d’éligibilité respectés Critères d’éligibilité non respectés 
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Femmes enceintes le plus tôt possible pendant la 

grossesse : 

AZT+3TC+NVP pendant la grossesse, le travail et 

l’accouchement. 

Nouveau-nés : 

AZT : pendant 7 jours ou 4 semaines si le TAR maternel 

pendant la grossesse a duré moins de 4 semaines 

 

Femmes enceintes à partir de la 28ème semaine de grossesse: 

AZT pendant la grossesse puis NVP en dose unique couplé à 

AZT+3TC pendant le travail puis AZT+3TC pendant 7 jours 

après l’accouchement 

Nouveau-nés : 

NVP en dose unique + AZT pendant 7 jours 

 

Recommandations de 2006 

Recommandations de 2010 

 

Femmes enceintes le plus tôt possible pendant la grossesse (au choix) : 

AZT+3TC+NVP 

AZT+3TC+EFV 

TDF+3TC ou (FTC)+NVP 

TDF+3TC ou (FTC)+EFV 

 

Nouveau-nés allaités ou non : 

 

NVP ou AZT : pendant 4 à 6 semaines 

Critères d’éligibilité respectés Critères d’éligibilité non respectés 

Critères d’éligibilité respectés 
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Recommandations de 2010 (suite) 

Recommandations de 2010 (suite) 

 

 

Femmes enceintes au plus tôt à 14 semaines de 

grossesse : 

 

AZT pendant la grossesse  

NVP en dose unique couplé à AZT+3TC pendant le travail  

AZT+3TC pendant 7 jours après l’accouchement 

 

 (ou AZT jusqu’à l’accouchement si le TAR maternel 

pendant la grossesse a duré plus de 4 semaines) 

 

 

 

Nouveau-nés : 

 

Allaités : 

 

NVP pendant minimum 4 à 6 semaines jusqu’à 1 semaine 

après la fin de l’allaitement 

 

Non allaités : 

 

NVP ou AZT pendant 4 à 6 semaines 

 

Critères d’éligibilité non respectés : OPTION A 

 

 

Femmes enceintes au plus tôt à 14 semaines de 

grossesse (au choix) : 

 

AZT+3TC+LPV/r 

AZT+3TC+ABC 

AZT+3TC+EFV 

TDF+3TC (ou FTC)+EFV 

 

Jusqu’à l’accouchement ou 1 semaine après la fin de 

l’allaitement 

 

 

Nouveau-nés : 

 

Allaités ou non : 

 

NVP ou AZT pendant 4 à 6 semaines 

 

Critères d’éligibilité non respectés : OPTION B 
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Recommandations de 2013 

Recommandations de 2016 

Toutes les femmes enceintes et allaitante le plus tôt possible pendant la grossesse : 

TDF+3TC (ou FTC)+EFV pendant la grossesse, le travail et l’accouchement puis tout au long de la vie 

Nouveau-nés : 

 

Allaités : 

NVP ou AZT+NVP pendant 12 semaines 

 

Non allaités : 

AZT+NVP pendant 6 semaines 

 

Femmes enceintes et allaitantes le plus tôt possible pendant la grossesse : 

TDF+3TC (ou FTC)+EFV pendant la grossesse, le travail et l’accouchement puis tout au long de la vie* 

*possibilité pour les femmes non éligibles de l’option B de prendre le même traitement et d’arrêter après l’accouchement 

Nouveau-nés : 

 

Allaités : 

NVP pendant minimum 4 à 6 semaines jusqu’à 1 semaine après la fin de l’allaitement 

 

Non allaités : 

NVP ou AZT pendant 4 à 6 semaines 

OPTION B+ OPTION B si éligibles 
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2.2. Limitations des politiques de PTME et perspectives futures 

2.2.1. Limitations des politiques de PTME 

Si l’implémentation de l’option B+ a été largement adoptée dans les pays à ressources limitées 

et a permis un accroissement rapide de la couverture antirétrovirale chez les femmes infectées 

enceintes et allaitantes passant de 44% en 2010 à 85% en 2019 et une diminution considérable 

du nombre de nouvelles infections infantiles, les objectifs du millénaire quant à l’élimination 

de la TME du VIH ne sont malheureusement pas atteints avec encore 150 000 enfants 

nouvellement infectés contre les 20 000 escomptés pour 20201. A ce jour, aucune étude 

montrant la supériorité de l’option B+ par rapport à l’option A (incluant une prophylaxie longue 

chez l’enfant) n’a été conduite. Le choix de la recommandation de l’option B+ par l’OMS a été 

établi sur d’autres considérations que celle de la seule preuve scientifique. Depuis, les études 

portant sur l’évaluation de cette option pointent du doigt des obstacles majeurs limitant son 

efficacité. La rétention des femmes dans les centres de soins pendant six mois à un an après 

l’accouchement reste un problème important, avec un taux d’accompagnement aux soins faible 

variant d’un tiers à la moitié des femmes131–134. Or, l’arrêt du TAR pendant la grossesse ou 

l’allaitement entraîne un rebond de la charge virale favorisant la transmission à l’enfant135. De 

plus, en 2016, 20% des femmes enceintes vivant en Afrique Sub-Saharienne n’avaient pas accès 

aux centres de soins anténataux, ne pouvant ainsi pas bénéficier d’un dépistage VIH et d’une 

mise sous TAR en cas de séropositivité136. La cascade de services (90/90/90) associée à la 

PTME du VIH reste d’ailleurs incomplète137. Parmi les 21 pays prioritaires du Plan Mondial, 

la connaissance du statut sérologique VIH chez les femmes enceintes est supérieure ou égale à 

90% pour seulement neuf pays, six étant en passe de le devenir. Seulement la moitié des pays 

atteignent également ce seuil selon l’indicateur de la couverture ARV des femmes connaissant 

leur statut (Table 1.2).  
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Table 1.2. Cascade 90/90/90 associée à la PTME en 2018 pour les 21 pays prioritaires 

d’Afrique Sub-Saharienne définis d’après le Plan mondial de l’OMS. 1dernières données 

de 2015, 2dernières données de 2017. Abréviation : ND, non disponible. Sources : World Health 

Organization, HIV country profiles138.  

  Cascade 90/90/90 associée à la PTME 

Pays prioritaires du Plan 

mondial 

Cascade 

90/90/90 

globale 

Femmes enceintes 

connaissant leur 

statut VIH 

Femmes enceintes vivant 

avec le VIH qui ont reçu 

des ARV pour la PTME 

Tchad ND/51/ND ND1 56,0 

Ethiopie 79/65/ND 89,0 92,0 

Nigeria 67/53/42 41,0 44,0 

Angola 42/27/ND ND1 38,0 

Cameroun 74/52/ND 86,0 80,0 

Mozambique 72/56/ND 95,0 > 95,0 

République Démocratique 

du Congo 
62/57/ND 35,0 44,0 

Ghana 57/34/ND ND1 79,0 

Zimbabwe 90/88/ND 86,0 94,0 

Côte d'Ivoire 63/55/41 95,02 90,0 

Botswana 91/83/81 95,0 95,0 

Kenya 89/68/ND 92,0 91,0 

Afrique du Sud 90/62/64 88,0 82,0 

Lesotho 86/61/57 40,02 77,0 

Zambie 87/78/59 89,0 > 95,0 

Namibie 91/92/87 95,01 > 95,0 

Ouganda 84/72/64 95,0 93,0 

République-Unie de 

Tanzanie 
78/71/62 91,0 93,0 

Malawi 90/78/69 95,0 95,0 

Eswatini 92/86/81 91,0 79,0 

Burundi ND/80/ND 84,02 80,0 
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Par ailleurs, l’allaitement demeure un problème majeur dans la PTME du VIH. D’après le 

rapport 2020 du programme « Start Free. Stay Free. AIDS Free », l’allaitement maternel compte 

pour 49% des nouvelles infections infantiles à VIH dans les 21 pays prioritaires du Plan mondial 

(Figure 1.4)137. Outre les raisons énoncées précédemment, un taux résiduel de transmission par 

l’allaitement estimé à 2,4-2,9% à un an existe, malgré un TAR maternel29,139. Des cas de 

transmissions tardives, dont certaines par le lait maternel, à 5-6 ans ont également été 

rapportés140. Ces enfants positifs ne sont pas inclus dans les différentes modélisations 

d’évaluation des programmes de PTME, laissant un groupe d’environ 100 000 enfants non 

diagnostiqués. 

Figure 1.5. Taux de transmission mère-enfant du VIH dans les 21 pays prioritaires 

d’Afrique Sub-Saharienne en 2019. Source: Joint United Nations Programme on HIV/AIDS 

(UNAIDS), Progress towards the Start Free, Stay Free, AIDS free targets. 2020 report137. 
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2.2.2. Perspectives futures 

Les limites des programmes de PTME actuels (option B+) mettent en exergue la nécessité de 

glisser vers une combinaison d’approches préventives innovantes afin de mettre fin à la TME 

du VIH, particulièrement par l’allaitement et dans les régions à fortes prévalence/incidence. 

Des stratégies additionnelles très prometteuses sont actuellement à l’essai141 et sont illustrées 

en Figure 1.5. 

La découverte des anticorps neutralisants à large spectre (connus sous leur dénomination 

anglaise broadly neutralizing antibodies ou bNAbs) chez des individus infectés par le VIH a 

ouvert la voie à de multiples applications à la fois thérapeutiques et préventives pour lutter 

contre le virus142. En effet, ces anticorps possèdent à la fois la particularité de neutraliser 

plusieurs souches virales, et la capacité d’exercer leur action aussi bien sur les particules virales 

libres que sur les cellules infectées, permettant ainsi de prévenir l’infection ou d’induire la 

clairance virologique via un panel de processus immunologiques142. Une stratégie préventive 

portant sur l’utilisation de ces bNAbs par injection sous-cutanée chez les enfants exposés au 

VIH non infectés est en cours d’évaluation (NCT02256631). Les premières données sont 

encourageantes et révèlent une bonne tolérance des bNAbs chez les enfants143. Leur action sur 

le long terme reste cependant à démontrer. Une deuxième approche, de type vaccin préventif, 

consisterait à administrer ces bNAbs à tous les nouveau-nés et/ou aux enfants allaités dans les 

régions du monde où la prévalence du VIH est forte141. 

L’utilisation actuelle d’une prophylaxie antirétrovirale chez les femmes enceintes et allaitantes 

non infectées se heurte à une faible observance thérapeutique sur le long terme, notamment 

pour des raisons de stigmatisation, de minimisation du risque d’infection et de transmission à 

l’enfant ou bien encore du faible pouvoir décisionnel de la femme144,145. Afin de pallier ce 

problème, des stratégies de prévention primaire chez ces femmes, employant des injections 

intramusculaires d’ARV à intervalles espacés pendant la grossesse et l’allaitement, ont été 

évaluées et révèlent une bonne tolérance146. L’évaluation de l’innocuité et de l’efficacité de 

cette stratégie chez les femmes non infectées et chez l’enfant allaité sont en cours 

d’investigation. La même approche fondée sur l’injection de bNAbs est également envisagée. 

Enfin, des stratégies dites de « rescue » établies sur le dépistage du VIH en fin de grossesse et 

pendant l’allaitement peuvent venir complémenter les approches précédemment décrites.  
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L’essai clinique randomisé contrôlé de phase III PROMISE EPI (ANRS12397 - 

NCT03870438), mené actuellement au Burkina Faso et en Zambie, constitue un exemple de 

ces stratégies. Cette étude inclut le dépistage des mères au cours de la deuxième visite du 

programme élargi de vaccination (entre 6 à 8 semaines suivant l’accouchement) concomitant à 

la mise sous TAR ou au renforcement du TAR pour les mères séropositives, et la mise sous 

prophylaxie antirétrovirale de tous les enfants exposés non infectés tant que la charge virale 

maternelle est ou reste détectable (supérieure à 1000 copies/mL), pendant une durée maximale 

de 10 mois (jusqu’au 12 mois de l’enfant). Si les résultats de cette intervention sont attendus 

pour la fin 2021, l’efficacité de l’utilisation d’une monoprophylaxie longue à base de 3TC ou 

de lopinavir/ritonavir chez les enfants allaités a par ailleurs déjà fait ses preuves lors de l’essai 

PROMISE PEP (ANRS 12174 - NCT00640263) conduit entre 2009 et 2014 en Afrique du Sud, 

Burkina Faso, Ouganda et Zambie147,148.  

 

Figure 1.6. Intégration de stratégies préventives complémentaires à l’option B+ pour 

prévenir la transmission mère-enfant du VIH. Abréviations : PMTCT, prevention of mother-

to-child transmission (PTME) ; HIV, Human Immunodeficiency virus (VIH) ; VL, viral load 

(charge virale) ; ART, antiretroviral therapy (TAR) ; ARV, antiretroviral ; bNAbs, broadly 

neutralizing antibodies ; PrEP, pre-exposure prophylaxis (prophylaxie pré-exposition). 

Source: modifié d’après Van de Perre et al. 2020, in press141. 
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Chapitre 2 : Emergence d’une nouvelle population : les enfants exposés au 

VIH et non infectés 

Comme nous venons de le voir, les différentes stratégies mondiales mises en place depuis 2011 

dans l’optique d’éradiquer la transmission du VIH de la mère à l’enfant ont considérablement 

réduit l’incidence du VIH parmi les enfants de moins de 15 ans. Cette décroissance du nombre 

de nouvelles infections infantiles s’accompagne de l’émergence d’une population grandissante 

d’enfants non infectés nés de mères séropositives (Figure 2.1). Ces enfants, connus sous la 

dénomination d’enfants exposés au VIH et non infectés (CHEU, de l’anglais children who are 

HIV-exposed uninfected), et plus particulièrement leur santé, font l’objet de ce second chapitre. 

Il convient de mentionner que cette désignation « CHEU » a récemment été proposée en 

remplacement de celle de « HEU » (de l’anglais HIV-exposed uninfected) suite au « 5th HIV-

exposed uninfected child and adolescent Workshop » tenu en juillet 2019 à Mexico, dans une 

volonté internationale d’être plus centré sur les enfants que sur le VIH149. 

 
Figure 2.1. Nombre de nouvelles infections à VIH parmi les enfants de moins de 15 ans et 

nombre d’enfants exposés non infectés sur la période 2011-2019. Abréviation : CHEU, 

enfants exposés au VIH non infectés. Source : données ONUSIDA de 2011 à 20191. 
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I. Epidémiologie 

En 2019, ONUSIDA estimait à 15,2 millions le nombre de CHEU à travers le monde dont 13.7 

millions en Afrique Sub-Saharienne (Figure 2.2)1. 

Figure 2.2. Estimation du nombre d’enfants exposés au VIH et non infectés en 2019. *Les 

estimations du nombre d’enfants ne sont pas publiées en raison des chiffres réduits. Adapté 

d’après : ONUSIDA juillet 2020, Diapositives clés sur les données épidémiologiques2
. 

Cinq pays du continent africain (quatre en Afrique de l’Ouest et du Centre et un en Afrique de 

l’Est et du Sud) regroupaient à eux seuls plus de 50% de la population mondiale de CHEU en 

2019 : l’Afrique du Sud (3,8 millions de CHEU), l’Ouganda (1,1 millions de CHEU), le 

Mozambique (990 000 CHEU), le Nigéria (900 000 CHEU) et la République Unie de Tanzanie 

(890 000 CHEU)1. 

II.  Santé des enfants exposés au VIH non infectés 

1. Pourquoi s’intéresser à la santé des enfants exposés au VIH non infectés ? 

La santé d’un individu est un processus dynamique se poursuivant tout au long de la vie et dont 

la trajectoire, qu’elle soit bonne ou mauvaise, peut être orientée dès le plus jeune âge. La 

susceptibilité à une maladie se trouve en effet particulièrement influencée par des facteurs 

biologiques, comportementaux et psychosociaux intervenant pendant des périodes dites 

critiques (effets totalement ou partiellement irréversibles) ou sensibles de la vie (réversibilité 

des effets possibles)150,151.  
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Cette « programmation fœtale », connue sous le nom d’« Hypothèse de Barker » ou « hypothèse 

d’une origine fœtale des maladies de l’adulte », a été pour la première fois proposée en 1985 

par l’épidémiologiste anglais David Barker qui montra une association entre un faible poids à 

la naissance et l’augmentation de la susceptibilité aux maladies cardiovasculaires150. 

L’hypothèse de l’hygiène vient également en appui à ce postulat : le manque d’exposition à des 

agents infectieux pendant l’enfance entrainerait une augmentation de la susceptibilité aux 

allergies et aux maladies auto-immunes152. Par ailleurs, l’environnement intra-utérin joue aussi 

un rôle essentiel dans la programmation à long terme de la santé du bébé, particulièrement dans 

l’enrichissement et la maturation du microbiote intestinal infantile mais également dans la 

maturation de son système immunitaire153. On estime ainsi que les 1 000 premiers jours de la 

vie d’un individu, soit de la conception à 2 ans, sont cruciaux pour l’évolution de sa santé. 

2. Santé des enfants exposés au VIH non infectés 

La santé des CHEU fait l’objet d’une littérature abondante rapportant un large spectre de 

problèmes (Table 2.1.). Ces enfants présentent notamment un risque plus important de 

mortalité et de morbidité, aussi bien dans les pays à ressources limitées que dans les pays à 

fortes ressources, comparé à des enfants non exposés au VIH non infectés (CHUU, de l’anglais 

children who are HIV-unexposed uninfected)154–159. Cette mortalité serait en particulier due à 

une susceptibilité plus importante aux infections infantiles telles que les pneumonies et les 

gastro-entérites157,160–162. Une récente étude souligne par ailleurs un lien potentiel entre cette 

susceptibilité aux maladies infectieuses et l’altération du système immunitaire de ces enfants 
160, marquée entre autre par une atteinte de la réponse humorale et un environnement pro-

inflammatoire163–169. D’autres travaux ont également rapportés une prévalence plus importante 

de CHEU présentant un retard de croissance170–177, ainsi qu’une augmentation – bien que rare 

– de l’incidence des cancers dans certains cas178–180, mais aussi une augmentation du risque de 

présenter des anomalies congénitales181,182 et dysfonctions cardiaques183–188, rénales189,190 et 

métaboliques191–196. L’évaluation neurologique des CHEU fait également l’objet d’une 

attention particulière. Cette évaluation est, dans sa généralité, rendue difficile par une multitude 

de variables confondantes pouvant affecter le développement neurocognitif des jeunes enfants 

telles que le niveau d’éducation de la mère ou le revenu familial, variables qui ne sont pas 

forcément prises en compte dans les analyses, mais aussi par la mesure des performances 

cognitives chez des CHEU de tout âge.  
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Si certaines études n’ont pas rapporté de différences avec les CHUU197–202, d’autres ont 

cependant mis en évidence une augmentation du risque de présenter un retard dans le 

développement neurocognitif, dans l’expression du langage et dans les capacités motrices de 

ces enfants203–212. Enfin, la toxicité mitochondriale occupe une place importe dans la littérature 

des CHEU et sera abordée plus en détails dans le chapitre 3 de cette thèse. 

Contrairement aux mères qui continuent d’être suivies à vie pour leur TAR, le suivi spécifique 

des CHEU s’arrête à l’âge de deux ans, avec la fin des programmes de PTME du VIH. 

Toutefois, une proportion non négligeable de CHEU continue d’être allaités dans les pays 

africains après l’âge de deux ans et le taux de transmission n’est malheureusement pas 

négligeable pour cette période140. Dans ces régions du monde, l’allaitement est plus qu’un mode 

d’alimentation du nourrisson mais une pratique culturelle dont dépend la survie du nouveau-né 

et du jeune enfant. L’évaluation de la balance bénéfice/risque de l’allaitement exclusif des 

CHEU a été menée lors de l’étude EBF (Exclusive BreastFeeding, ClinicalTrials.gov : 

NCT00397150) et est à la base des recommandations actuelles de l’OMS. La multiplicité des 

problèmes de santé que nous venons de mentionner questionne sur la mise en place d’un suivi 

adapté à ces enfants, suivi qui pourrait par exemple être inclus dans les recommandations 

nationales. Enfin, tous les CHEU ne présenteront pas des signes sub-cliniques ou cliniques de 

leur exposition au VIH ou aux ARV, ainsi leur dépistage précoce permettrait une prise en charge 

médicale plus rapide et adaptée, assurant un meilleur suivi garant de leur santé. 

Les périodes critiques et sensibles de la vie ci-dessus mentionnées ainsi que les différents 

problèmes de santé observés chez les CHEU, en lien avec la double exposition de ces enfants 

au VIH et aux ARV dès leur vie intra-utérine, soulèvent ainsi la problématique de la toxicité de 

ces derniers et de leurs conséquences potentielles sur la santé de ces enfants. Nous nous 

concentrerons sur leur impact sur le génome des CHEU lors du chapitre 3. 
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Table 2.1. Aperçu des problèmes de santé observés chez les enfants exposés au VIH non 

infectés. 

Indicateur Commentaires Références 

Mortalité et 
morbidité 

Taux de mortalité de 2 à 4 fois plus important que les CHUU 154–159 

Système 
immunitaire/ 
inflammation 

Diminution de la concentration des immunoglobulines G (IgG) 
maternels transférés aux nouveau-nés, notamment les IgG anti-

tétanos, anti-rougeole, anti-Haemophilus influenzae B, anti-
pneumococcus et anti-Streptococcus du Groupe B 

Augmentation de la concentration de cytokines pro-inflammatoires 
(interleukine-6) et de chimiokines (interleukine-8) 

Augmentation de l’inflammation et de l’activation des monocytes 

160,163–169 

Susceptibilité 
aux infections 

Augmentation de l’incidence des hospitalisations et de la sévérité 
des infections : gastroentérites, sepsis, méningites et pneumonies  
Augmentation de l’incidence des maladies infectieuses, qu’elles 

soient d’origine fongique (Pneumocystis jirovecii, Candida), virale 
(virus respiratoire syncytial, Rhinovirus, Enterovirus, Adenovirus) 

ou bactérienne (en particulier par les bactéries encapsulées : 
Streptoccocus Groupe B, Streptoccocus pneumoniae, Haemophilus 

influenzae) 

157,160–162 

Anomalies 
congénitales 

Cardiaques et musculosquelettiques 181,182 

Cancers 

En particulier observés chez des enfants exposés in utero à la 
didanosine 

Leucémies, lymphomes, rétinoblastomes, rhabdomyosarcomes et 
cancers liés au système nerveux central 

178–180 

Dysfonction 
cardiaque 

Altération structurale et fonctionnelle du ventricule gauche : 
réduction ou augmentation de la masse, réduction de la dimension 

et de l’épaisseur septale, augmentation de la contractilité, 

dysfonctionnement diastolique (troubles de la relaxation et de la 
compliance) 

183–188 

Altérations 
métaboliques 

Hyperlactatémie, résistance à l’insuline, dyslipidémie, obésité 191–196 

Dysfonction 
rénale 

Taux élevés des hormones surrénaliennes 17-hydroxyprogestérone 
et déhydroépiandrostérone 

Des taux hormonaux importants peuvent entraîner des signes de 
virilisation chez les filles et l’arrêt des menstruations 

189,190 

Croissance 
Scores poids-pour-âge, taille-pour-âge, poids-pour-taille inférieurs 

à ceux observés chez les CHUU 
170–177 

Développement 
neurocognitif 

Retard du développement neurocognitif, du développement du 
langage et des capacités motrices 

203–212 

Toxicité 
mitochondriale 

Dysfonctionnement de la chaîne respiratoire mitochondriale, 
altération du nombre de copies d’ADN mitochondrial Chapitre 3 
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Chapitre 3 : Toxicité génomique des traitements antirétroviraux 

Les ARV sont regroupés en plusieurs classes en fonction de l’étape du cycle de réplication du 

VIH qu’ils inhibent215. Les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI), les 

inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) et les inhibiteurs de la 

protéase (IP) sont les trois catégories le plus représentées dans les TAR de première ligne. On 

distingue par ailleurs les inhibiteurs de fusion, les antagonistes CCR5, les inhibiteurs de 

l’intégrase, les inhibiteurs d’attachement, les inhibiteurs de post-attachement et les boosters 

pharmacocinétiques employés conjointement avec un autre ARV afin d’en augmenter sa 

biodisponibilité. 

Depuis deux décennies, une littérature grandissante suggère que le dysfonctionnement des 

mitochondries, observé d’une façon générale chez les personnes vivant avec le VIH (PLWH, 

de l’anglais people living with HIV), lié à l’utilisation des ARV expliquerait en partie les 

problèmes de santé rapportés chez les CHEU et mentionnés dans le chapitre précédent. Cette 

question d’un effet délétère lié à une exposition aux ARV pendant la grossesse et l’allaitement 

ou en prophylaxie infantile postnatale sur le génome des CHEU est légitime, les ARV étant 

connus pour traverser la barrière placentaire et pour être sécrétés dans le lait maternel216. D’un 

autre côté, l’éventualité d’un vieillissement prématuré des CHEU, bien décrite chez les PLWH, 

qui recouperait le dysfonctionnement mitochondrial et jouerait un rôle prépondérant dans les 

manifestations cliniques de la prise des ARV commence à émerger dans la littérature. 

L’incorporation de certains ARV, et plus particulièrement de l’AZT, à la fois dans l’ADN 

mitochondrial (ADNmt) et dans l’ADN nucléaire (ADNn) préférentiellement au niveau des 

télomères des chromosomes a par ailleurs été observée in vitro217. Dans ce chapitre, nous 

aborderons plus en détails ces deux toxicités génomiques liés à l’utilisation des ARV chez les 

CHEU. 
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I. Toxicité mitochondriale des antirétroviraux 

1. Généralités sur les mitochondries 

1.1. Origine et structure des mitochondries 

Les mitochondries sont des organites intracellulaires présents dans le cytoplasme de toutes les 

cellules Eucaryotes à l’exception des globules rouges. En 1857, le biologiste suisse Rudolph A. 

von Kölliker fut le premier à observer ces structures qu’il appela « corpuscules ». La 

dénomination définitive mitochondrie, du grec mitos signifiant « fil » et chondros signifiant 

« granule », sera finalement proposée par Carl Brenda quelques décennies plus tard, en 1898. 

En 1967, fondée sur leurs ressemblances structurale et fonctionnelle avec les bactéries, la 

microbiologiste américaine Lynn Margulis propose la « théorie endosymbiotique » selon 

laquelle les mitochondries des cellules Eucaryotes seraient le vestige d’une relation 

symbiotique avec un procaryote216. De récentes recherches phylogénétiques ont permis 

d’identifier une Archéabactérie anaérobie de la lignée Lokiarchaeota en tant que cellule hôte 

primaire217,218. Celle-ci aurait endocytée une α-proteobactérie aérobie du genre Rickettsia. Au 

cours de leur évolution symbiotique, une partie des gènes de cette dernière auraient été 

transférée vers le génome nucléaire, donnant naissance à la mitochondrie. 

Le nombre de mitochondries est variable selon le type cellulaire et les besoins énergétiques de 

la cellule et est finement régulé par un équilibre entre biogenèse mitochondriale et 

mitophagie219–221. Les mitochondries forment un réseau intracellulaire dynamique, par 

l’alternance de cycles de fission et de fusion, leur taille variant alors de 1 à 10 µM de long et de 

0.5 à 1 µM de large222. 

L’origine endosymbiotique des mitochondries leur confèrent des propriétés structurales 

semblables aux bactéries216,223,224. Elles sont notamment dotées d’une double membrane 

délimitant un espace intermembranaire d’environ 20 nM de large, équivalent au périplasme 

bactérien. La membrane externe mitochondriale est constituée de nombreuses porines laissant 

passer les ions et les molécules de faible poids moléculaire. A l’inverse, la membrane interne 

mitochondriale est hautement sélective : le passage de toute molécule requiert un transporteur 

spécifique. Cette membrane interne comporte de nombreuses invaginations appelées crêtes 

mitochondriales, qui s’étendent dans la matrice mitochondriale, homologue du cytoplasme des 

bactéries223,225.  
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Celle-ci est le siège de nombreuses réactions enzymatiques et de plusieurs processus 

biologiques incluant la réplication de l’ADNmt, sa transcription et la biogenèse protéique 

(Figure 3.1). 

 

Figure 3.1. Structure d’une mitochondrie. Gauche : micrographie d’une mitochondrie 

hépatique humaine par microscopie électronique à transmission. Droite : représentation 

schématique d’une mitochondrie. Source : Alberts et al., 2002225. Illustration créée sur 

Biorender.com. 

 

1.2. Fonctions des mitochondries 

Les mitochondries jouent un rôle majeur dans la production d’énergie cellulaire. 90% de 

l’énergie dont notre organisme a besoin pour fonctionner est produit par les mitochondries226. 

Cette production d’énergie, qui se fait sous forme d’adénosine triphosphate (ATP) directement 

assimilable par l’organisme, est permise grâce à une cascade de phosphorylations oxydatives 

se déroulant le long des chaînes respiratoires mitochondriales présentes sur la membrane 

interne227. Ces réactions d’oxydoréductions sont assurées par 5 complexes protéiques codés à 

la fois par l’ADNmt et par l’ADNn. Quatre de ces complexes, I à IV, constituent la chaîne de 

transport des électrons (Figure 3.2). L’oxydation des différents donneurs d’électrons génère la 

production de protons H+ qui sont pompés de la matrice mitochondriale vers l’espace 

intermembranaire par les complexes I, III et IV, générant un gradient électrochimique de 

protons appelé force proton motrice, de part et d’autre de la membrane interne. L’énergie 

correspondante à ce gradient est ensuite utilisée par l’ATP synthase, également appelé 
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complexe V, qui va permettre le retour des protons vers la matrice mitochondriale en catalysant 

la phosphorylation de l’adénosine diphosphate (ADP) en ATP. 

Figure 3.2. Complexes mitochondriaux participant aux phosphorylations oxydatives au 

sein de la membrane interne mitochondriale. Source : modifié d’après Kühlbrandt et al., 

2015227. 

 

Outre leur rôle pilier dans la production d’énergie, les mitochondries sont également au cœur 

de nombreux processus cellulaires et voies métaboliques228,229. Elles participent notamment au 

cycle de Krebs lui-même impliqué dans la néoglucogenèse, la biogenèse des hèmes et des 

protéines Fer/Soufre, la biogenèse des acides aminés, la synthèse des nucléotides pyrimidiques 

et des hormones stéroïdes mais aussi dans des réactions cataboliques comme la glycolyse, la β-

oxydation des acides gras, le cycle de l’urée ou bien encore la dégradation des acides aminés. 
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1.3. Génétique mitochondriale 

1.3.1. Localisation et structure de l’ADN mitochondrial 

En raison de leur origine endosymbiotique, les mitochondries possèdent leur propre ADN et 

machineries nécessaires à sa réplication, transcription et traduction. 

L’ADNmt est présent dans la matrice mitochondriale, compacté au sein de complexes 

nucléoprotéiques attachés à la membrane interne appelés nucléoïdes225,230. Les mitochondries 

peuvent contenir jusqu’à 1 000 nucléoïdes231. Ces structures d’environ 100 nM de diamètre 

comportent le plus souvent une seule molécule ADNmt ainsi qu’une trentaine de protéines 

impliquées dans sa réplication, notamment l’ADN polymérase gamma (γ), et sa transcription230–

232. 

La séquence de l’ADNmt humain, plus communément appelée séquence CRS (Cambridge 

Reference Sequence), a été décrite pour la première fois en 1981233, puis révisée en 1999234. 

Chez l’Homme, le génome mitochondrial consiste en une molécule circulaire bicaténaire de 

16 569 paires de bases dont les deux brins diffèrent par leur composition en bases (Figure 

3.3)233,235,236. La séparation en fonction de leur densité sur un gradient de chlorure césium 

permet ainsi de distinguer un brin lourd, ou brin H (de l’anglais Heavy strand) riche en 

guanines, et un brin léger, ou brin L (de l’anglais Light strand)237. Les 37 gènes que comporte 

l’ADNmt sont dépourvus d’introns et sont distribués différentiellement sur ces deux brins. Le 

brin H porte ainsi 12 ARN messagers (ARNm), 2 ARN ribosomiques (ARNr 12S et 16S) et 14 

ARN de transfert (ARNt). Le brin L porte quant à lui un ARNm et 8 ARNt (Figure 3.3)238. Les 

13 ARNm codent pour certaines sous-unités protéiques des complexes de la chaîne respiratoire 

mitochondriale (CRM), les autres sous-unités constituant ces complexes étant codées par le 

génome nucléaire. Seul le complexe II est entièrement codé par ce dernier. Les autres protéines 

mitochondriale, le protéome comportant environ 1 500 protéines, sont codées par le génome 

nucléaire239. 
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Figure 3.3. Organisation génétique de l’ADN mitochondrial humain. ND1, ND2, ND3, 

ND4, ND4L, ND5 et ND6 codent pour les sous-unités protéiques du complexe I de la chaîne 

respiratoire mitochondriale ; CytB code pour celle du complexe III ; COXI, COXII et COXIII 

codent pour celles du complexe IV ; ATP6 et ATP8 codent pour celles du complexes V ; OH, 

origine de réplication du brin lourd ; OL, origine de réplication du brin léger. Les ARN de 

transfert (ARNt) sont représentés par leur lettre (acide aminé). Abréviations : ADN, acide 

désoxyribonucléique ; CytB, cytochrome B ; ARNt, ARN de transfert. Illustration créée sur 

Biorender.com. 

 

Contrairement au génome nucléaire, l’ADNmt contient très peu de régions non-codantes, 

représentant seulement 3% de ce génome. Parmi elles, une région contrôle d’environ 1.1 

kilobases appelée D-loop, ou boucle de déplacement, est très bien caractérisée et comporte les 

promoteurs de transcription des brins H et L ainsi que l’origine de réplication du brin H (OH). 

L’origine de réplication du brin L (OL) se trouve quant à elle en dehors de cette région non 

codante240 (Figure 3.3). 

Autre particularité mitochondriale, le code génétique de la mitochondrie diffère du code 

génétique universel, avec 4 codons sur 64 codant pour les protéines différentes.  
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1.3.2. Mutations de l’ADN mitochondrial et haplogroupes mitochondriaux 

Plusieurs spécificités propres à l’ADNmt le rendent particulièrement susceptible à l’apparition 

de mutations en comparaison à l’ADNn. Un élément majeur réside dans la proximité du lieu de 

synthèse de l’ADNmt avec la CRM, source principale de la production d’espèces réactives à 

l’oxygène (ERO)241. L’ADNmt n’étant pas complexé à des histones, il se trouve d’autant plus 

vulnérable aux ERO pouvant endommager l’ADN et induire des mutations241,242. Un autre 

aspect concerne l’enzyme intervenant dans la réplication de l’ADNmt, l’ADN polymérase γ. 

Bien que cette enzyme présente une fidélité élevée à l’instar des autres polymérases 

cellulaires243–245, son activité exonucléase 3’-5’ de « relecture » se trouve fortement impactée 

par l’environnement hautement réactif de la matrice mitochondriale, conduisant à 

l’augmentation de mutations246. On estime ainsi que le taux de mutation de l’ADNmt est 10 à 

20 fois plus élevé que celui de l’ADN nucléaire. Il est aujourd’hui reconnu que l’accumulation 

des mutations générées par les ERO dans l’ADNmt joue un rôle fondamental dans le processus 

de vieillissement, et fonde la « Théorie mitochondriale du vieillissement » proposée par 

Denham Harman en 1972247. 

Les mutations de l’ADNmt incluent des mutations ponctuelles ou des réarrangements type 

délétions, duplications ou insertions. La première mutation mitochondriale, de type délétion, a 

été décrite en 1988 chez des patients atteints de myopathies mitochondriales248. Depuis, de 

nombreuses autres mutations ont été identifiées et sont recensées dans la base de données 

MITOMAP depuis 1996249. 

La séquence d’ADNmt propre à un individu défini son haplotype, caractérisé par des 

polymorphismes uniques (SNP, single nucleotide polymorphism) dérivant de la séquence CRS. 

Plusieurs haplotypes partageant des variants (SNP) communs issus du même ancêtre, appelé 

l’Eve mitochondriale ou plus récent ancêtre matrilinéraire commun (mt-MRCA, de l’anglais 

matrilineal most recent common ancestor) sont regroupés en haplogroupes250. Au fil des 

millénaires, les polymorphismes accumulés depuis cet ancêtre et les migrations de populations 

ont donné naissance à plusieurs haplogroupes répartis à la surface du globe (Figure 3.4). La 

séquence CRS est issue de l’haplogroupe H. 
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Figure 3.4. Haplogroupes mitochondriaux. (A) Répartition et émergence des différents 

haplogroupes mitochondriaux à la surface du globe suite aux migrations de populations. 

Source :  Wallace 2013250 (B) Arbre phylogénétique des variations de l’ADNmt définissant les 

haplogroupes mitochondriaux, depuis l’ancêtre matrilinéaire commun. Dernière mise à jour 

de février 2016. Abréviation : mt-MRCA, matrilineal most recent common ancestor (plus récent 

ancêtre matrilinéaire commun) Source : https://www.phylotree.org/251.   

A 

B 
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1.4 Maladies mitochondriales 

Les maladies mitochondriales constituent un groupe très hétérogène de pathologies pouvant 

survenir à tout âge et sont caractérisées par la déficience conjointe dans la production 

énergétique et dans l’activité enzymatique d’un ou de plusieurs complexes de la chaîne 

respiratoire252,253. En raison de la distribution ubiquitaire des mitochondries au sein de 

l’organisme, les symptômes associés à cette dysfonction mitochondriale peuvent affecter tous 

les organes (Figure 3.5), préférentiellement le système nerveux central et les muscles, tous 

deux hautement consommateurs d’énergie254. Si la plupart des pathologies mitochondriales 

présentent des atteintes multi-viscérales, d’autres peuvent cependant être restreintes à un seul 

tissu. 

Figure 3.5. Panel des principaux symptômes cliniques observés dans les pathologies 

mitochondriales. Source : Procaccio et al., 2018254.  
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Le diagnostic des pathologies mitochondriales ne suit pas de « gold standard » particulier et 

repose sur l’observation de signes cliniques couplée à des explorations métaboliques (recherche 

d’une hyperlactatémie et de l’accumulation du NADH), enzymatiques (analyse de la 

consommation en oxygène par polarographie et analyse de l’activité enzymatique des 

complexes de la CRM par spectrophotométrie, à partir de biopsies), histologiques (prolifération 

des mitochondries) et d’imagerie cérébrale. Seule l’investigation génétique par l’identification 

du gène responsable permet toutefois de confirmer ou non le diagnostic. 

L’étiologie des mitochondriopathies repose sur des altérations de l’ADNmt classées en trois 

catégories et dont l’origine est multiple252,253,255,256. On distingue ainsi les mutations 

ponctuelles, altérations de l’ADNmt le plus fréquemment retrouvées ; les réarrangements de 

type délétions simples ou multiples, mais aussi insertions et transitions dans une moindre 

mesure ; et la déplétion de l’ADNmt principalement observée dans des myopathies infantiles. 

Les mutations ponctuelles sont le plus souvent héritées de la mère, l’ADNmt étant transmis 

exclusivement à la descendance par l’oocyste257, mais peuvent également apparaitre de façon 

sporadique. Elles affectent principalement les gènes codant pour des protéines de la CRM. Les 

délétions simples apparaissaient généralement de novo contrairement aux délétions multiples 

et aux déplétions qui découlent d’une mutation dans les gènes nucléaires impliqués dans la 

maintenance ou la réplication de l’ADNmt. Les pathologies mitochondriales peuvent ainsi 

résulter à la fois de mutations dans le génome nucléaire et mitochondrial. 

Ces altérations mitochondriales n’ont, le plus souvent, pas de conséquence phénotypique. Entre 

alors en jeu la notion d’hétéroplasmie mitochondriale, définie par la coexistence de génomes 

mitochondriaux mutés et normaux au sein d’une mitochondrie258. L’apparition et la sévérité de 

la pathologie dépend du taux d’hétéroplasmie. Lorsque celui-ci dépasse un seuil propre au type 

de mutation et au tissu observé, la dysfonction mitochondriale peut se manifester à l’échelle 

phénotypique. Pour les mutations ponctuelles on estime ainsi par exemple que le seuil 

d’expression clinique moyen, bien que très variable selon les variants, se situe autour de 70%. 

En revanche, pour les délétions et la déplétion de l’ADNmt, il n’existe pas de seuil pré-établi. 

L’expression clinique est par ailleurs dépendante d’autres variables telles que l’âge, le fond 

génétique, le tissu analysé, etc. A ce titre, il convient de remarquer qu’il n’existe à ce jour 

aucune valeur de référence de l’ADNmt au sein des populations, ni de son évolution au cours 

de la vie. C’est finalement la confrontation de l’ensemble des observations cliniques et des 

données biologiques radiologiques et génétiques qui permettent de poser un diagnostic. 
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Outre son implication dans les pathologies mitochondriales, l’ADNmt peut également jouer un 

rôle dans des maladies non mitochondriales comme le diabète, la maladie d’Alzheimer ou bien 

encore celle de Parkinson259,260. 

2. Mitochondries dans le contexte VIH 

L’existence de dysfonctions mitochondriales chez les PLWH est connue de longue date et est 

fortement mis en cause dans la plupart des effets secondaires liés à l’infection virale et/ou à 

l’utilisation des ARV261. 

2.1. Toxicité mitochondriale chez les personnes vivant avec le VIH 

Les PLWH présentent un nombre de copies d’ADNmt plus faible comparé à celui rapporté chez 

des individus non infectés262–275. La contribution du VIH dans cette déplétion est aujourd’hui 

clairement établie par son observation chez des individus naïfs de tout TAR en comparaison à 

des individus séronégatifs262–264,268,270,272,274,276. Des expériences in vitro ont en ce sens permis 

de mettre en évidence le rôle de plusieurs protéines virales telles que Tat (de l’anglais trans 

activator of transcription), Vpr (de l’anglais viral protein r) ou gp120 (de l’anglais glycoprotein 

120) dans cette altération du nombre de copies, notamment par la modification du potentiel de 

membrane, par la suppression de la défense antioxydante ou bien encore par la production 

d’ERO pouvant affecter l’intégrité de l’ADNmt261,277–284. L’accumulation de mutations et la 

présence de délétions dans cet ADN ont d’ailleurs été rapportées chez les PLWH285–289. D’un 

point de vue fonctionnel, une diminution de l’activité des complexes enzymatiques de la CRM 

a également été observée chez ces individus265,267,268,272,276,290. 

L’observation d’une déplétion de l’ADNmt entre les PLWH recevant un TAR et ceux naïfs de 

tout traitement suggère la contribution des ARV dans cette toxicité mitochondriale262,290–293. 

Plusieurs études ont d’ailleurs montré une réversion de cette déplétion suite à l’arrêt du TAR 

ou un changement de régime ARV294–298. L’utilisation des ARV resterait toutefois bénéfique, 

notamment lors de la mise sous traitement des PLWH ne recevant pas encore de TAR263. 

2.2. Mécanisme de la toxicité mitochondriale liée à l’utilisation des antirétroviraux 

En l’état actuel des connaissances, trois classes d’ARV semblent être associées à l’émergence 

de dysfonctions mitochondriales chez les PLWH : les INTI, INNTI et les IP.  
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Les INTI sont particulièrement bien connus pour leur toxicité mitochondriale in vitro299–301. La 

déplétion de l’ADNmt y est fréquemment décrite, notamment avec l’utilisation de l’AZT, de la 

didanosine et de la stavudine302–305. Les INTI entrent en compétition avec les 

désoxyribonucléotides triphosphates lors de la réplication de l’ADNmt. Etant dépourvus d’une 

extrémité 3’OH libre sur le désoxyribose, ces ARV agissent en tant que terminateurs de chaîne 

lors de la réplication de l’ADNmt en empêchant la formation du pont phosphodiester nécessaire 

à l’ajout du nucléotide suivant sur le brin d’ADN en cours d’élongation (Figure 3.6)299,306. Ils 

peuvent par ailleurs agir par inhibition directe de l’ADN polymérase γ, enzyme clé de de 

réplication de l’ADNmt299,306. Les INTI n’ont cependant pas tous le même potentiel inhibiteur 

sur cette enzyme. Des études in vitro ont permis d’établir un classement croissant selon le degré 

d’inhibition propre à chacun : zalcitabine ≥ didanosine ≥ stavudine >> lamivudine > ténofovir 

> emtricitabine ≥ zidovudine > abacavir299,306. In fine, les deux mécanismes d’actions des INTI 

conduisent à une cascade d’événements affectant le fonctionnement de la mitochondrie : 

diminution du nombre de copies (déplétion), dysfonctionnement de la CRM, production d’ERO 

endommageant l’ADN et favorisant l’apparition de mutations et de délétions (Figure 3.6)299,306. 

Outre leur effet sur le nombre de copies d’ADNmt, les INTI sont également capables d’induire 

de façon directe un stress oxydatif et la production d’ERO in vitro307–311. 

Figure 3.6. Mécanismes des inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse 

(INTI) dans la génération de la toxicité mitochondriale. Abréviations : ADN, acide 

désoxyribonucléiques ; ADNmt, ADN mitochondrial ; INTI, inhibiteurs non nucléosidiques de 

la transcriptase inverse. Illustration créée sur Biorender.com.  
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Deux représentants de la classe des INNTI, l’EFV et la NVP, ont également révélé leur potentiel 

toxique sur la mitochondrie lors d’études in vitro menées sur des cellules primaires 

hépatocytaires, neuronales et astrocytaires humaines, mais également chez le modèle murin. 

Ces travaux ont ainsi montré l’inhibition directe du complexes I de la chaîne respiratoire 

mitochondriale par l’EFV312–314, ainsi que la diminution du potentiel de membrane313–317, la 

génération de stress oxydatif et la production d’ERO313,314,316,318,319. Une déplétion de l’ADNmt 

conséquente à ces événements a également été observée320. La NVP induit quant à elle la mort 

des cellules par apoptose via la voie extrinsèque mitochondriale321,322, phénomène également 

rapporté pour l’EFV320. 

Les études évaluant la toxicité mitochondriale liée à l’utilisation des IP rapportent la perte du 

potentiel de membrane mitochondrial dans les cellules mononuclées du sang périphériques 

(PBMC, de l’anglais peripheral blood mononuclear cells) de personnes non infectées et traitées 

par le saquinavir et l’indinavir ex vivo, ainsi que l’induction de l’apoptose médiée par la 

mitochondrie323. Le ritonavir et le lopinavir sont également impliqués dans cette mort 

cellulaire324,325. Ces derniers ainsi que le nelfinavir et l’atazanavir, peuvent également induire 

un stress oxydatif et la production d’ERO324–329. 

2.3. Toxicité mitochondriale chez les enfants exposés au VIH non infectés 

En 1999, l’équipe de Stéphane Blanche (Hôpital Necker, Paris) décrit pour la première fois un 

tableau clinique associé à d’importants symptômes neurologiques et/ou des anomalies 

biologiques compatible avec une dysfonction mitochondriale chez des CHEU exposés in utero 

et en périnatal à l’AZT ou à la combinaison AZT+3TC ; deux de ces enfants décédant à l’âge 

d’environ 1 an330. Dès lors, l’évaluation de la toxicité mitochondriale liée à l’utilisation des 

ARV pendant la grossesse ou en postnatal, et plus particulièrement des INTI, a suscité un intérêt 

majeur et fait l’objet d’une attention grandissante. Plusieurs autres cas de dysfonctions 

mitochondriales avérées ou suspectées ont ultérieurement été rapportés, les enfants présentant 

entre autres des épisodes d’hyperlactatémie sévère, des crises d’épilepsie, des atteintes motrices 

et un retard du développement neurocognitif331,332. L’une de ces études, incluant une cohorte 

de plus de 2600 CHEU, a notamment rapporté une incidence de dysfonction mitochondriale à 

18 mois de 0.26% contre 0.01% observée dans la population générale pédiatrique331. 
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Si ces manifestations cliniques de dysfonction mitochondriale restent rares, des atteintes 

cellulaires et moléculaires existent et ont d’ailleurs été rapportées chez des CHEU 

asymptomatiques. Des altérations de l’ultrastructure de la mitochondrie incluant leur 

gonflement, la rupture des membranes, la désorganisation de crêtes mitochondriales ainsi que 

la perte du matériel matriciel ont notamment été observées par microscopie électronique dans 

des cellules endothéliales du cordon ombilical de CHEU exposés in utero à la combinaison 

AZT+3TC ou AZT+ddI333,334. D’autres études ont également décrit une diminution de l’activité 

des complexes enzymatiques de la CRM dans plusieurs types cellulaires (PBMC, CBMC, 

lymphocytes)331,335,336, tissus (muscles squelettiques)330,331 et organes (foie, cœur)330,331 chez les 

CHEU exposés in utero à l’association AZT+3TC ou à des combinaisons d’ARV incluant une 

base INTI en comparaison à des CHUU. Une étude a néanmoins montré des niveaux similaires 

d’activités de ces complexes dans les PBMC à la naissance entre ces deux groupes d’enfants337. 

La quantification de l’ADNmt a par ailleurs fait l’objet de nombreuses études transversales 

rapportant des résultats contradictoires. La Table 3.1 résume la littérature sur le nombre de 

copies d’ADNmt entre les CHEU et les CHUU. La plupart de ces travaux ont observé une 

déplétion de l’ADNmt dans le sang à la naissance chez les CHEU exposés in utero aux ARV 

en comparaison à des CHUU333–335,338,339, mais également chez des CHEU plus âgés, entre 6 

semaines et 2 ans336,338–340. Une normalisation de la quantité d’ADNmt à un taux semblable à 

celui observé chez les CHUU a toutefois été observée à 5 ans chez une minorité d’enfants ayant 

pu être suivis aussi tardivement339. Les quelques autres études longitudinales portant sur les 

CHEU décrivent là encore des résultats discordants avec l’observation d’une faible 

augmentation du nombre de copies à 2 ans338, ou une cinétique biphasique décrivant une 

stabilisation du contenu mitochondrial entre la naissance et 6 mois puis entre 2 ans et 3 ans, 

entrecoupée par une diminution progressive de la quantité d’ADNmt341. A l’inverse, un nombre 

de copies d’ADNmt plus élevé chez des CHEU à la naissance337,341–344, au cours de la première 

année de vie342, à l’âge de 3 ans341, ou 6 ans par rapport aux CHUU a également été rapporté345. 

Une hypothèse émise pour expliquer cette discordance entre les études impliquerait un 

mécanisme compensatoire en réponse au stress oxydatif induit par l’exposition au VIH et aux 

ARV, passant notamment via une augmentation de la biogenèse mitochondriale. Quelques 

études ont en ce sens observées une augmentation du nombre de mitochondries dans les 

PBMC336 ou les cellules du cordon ombilical333 de CHEU exposés in utero aux ARV et/ou en 

périnatal en comparaison à des CHUU. 
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L’observation concomitante de ce phénomène avec la corrélation entre la durée d’exposition et 

le degré des dommages mitochondriaux supporte également cette hypothèse333. 

L’association entre l’exposition aux ARV pendant la grossesse et la quantité d’ADNmt est 

démontrée par la comparaison entre les CHEU exposés aux ARV in utero et ceux nés de mères 

n’ayant pas reçus de TAR338,339,343. La quantité d’ADNmt chez les CHEU, qu’elle soit inférieure 

ou supérieure à celle observée chez les CHUU, ne semble pas être associée ni corréler avec le 

type de régime ARV pris pendant la grossesse (monothérapie, bithérapie ou combinaison ARV 

(cART))336,339, le type de cART335,341 ou la durée d’exposition in utero au TAR 

maternel336,339,341,342,344. D’autres facteurs ont cependant montré une association avec le taux 

d’ADNmt : faible âge gestationnel à la naissance, prématurité, et tabagisme pendant la 

grossesse341. Par ailleurs, l’utilisation d’une prophylaxie ARV à base d’AZT sur le court terme 

ne semble pas non plus affecter le nombre de copies d’ADNmt chez les CHEU entre la 

naissance et 6 semaines de vie341 mais serait associée à un nombre de copies d’ADNmt moindre 

comparé à une prophylaxie employant de la NVP chez des enfants âgés de 6 semaines340. 

Si l’aspect quantitatif de l’ADNmt est largement décrit dans la littérature, l’aspect qualitatif 

reste toutefois très peu exploré chez les CHEU. Son importance n’est cependant pas moindre 

puisque, nous l’avons vu précédemment, tout dysfonctionnement de la CRM conduit à la 

production d’ERO pouvant induire des mutations et in fine être associé à l’émergence de 

mitochondriopathies. Certains cas de dysfonctions mitochondriales historiquement décrits 

présentent d’ailleurs des symptômes semblables au syndrome de Leigh, maladie mitochondriale 

caractérisée entre autre par des mutations ponctuelles et par insertion de l’ADNmt330,331. Si une 

étude a détecté la présence de la mutation par transition AT/GC chez les CHEU, elle n’a 

cependant pas mis en évidence de différence avec la fréquence de mutations observée chez les 

CHUU346. Par ailleurs, deux autres études ont recherché la présence de délétions (multiples, 

simples ou délétion commune ∆4977), toutes deux ne décelant aucune d’entre elles dans les 

PBMC d’enfants de 18 mois exposés in utero à l’AZT, au 3TC ou à la combinaison AZT+3TC 

et en périnatal à l’AZT347, ou dans les cellules veineuses du cordon ombilical de nouveau-nés 

exposés in utero à l’AZT344. La recherche de ces mutations au sens large ne fait cependant pas 

l’objet d’une analyse exhaustive et repose sur des techniques manquant de sensibilité ne 

permettant pas une analyse approfondie visant la caractérisation d’éventuels variants 

pathogènes et l’identification de la nature des délétions. Par ailleurs à ce jour, aucune étude 

longitudinale sur l’évolution des délétions n’a été conduite chez les CHEU. 
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Cette question reste cependant cruciale car, contrairement au nombre de copies d’ADNmt qui 

peut se voir reverser suite à l’arrêt de l’exposition aux ARV, les délétions elles ne peuvent pas 

être réparées et s’accumulent avec l’âge348, posant des interrogations sur leur(s) conséquence(s) 

clinique(s) chez les CHEU. 
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Statut n Age Pays Exposition Cellules 
Nombre de copies d’ADNmt  

CHEU versus CHUU 
Références 

CHUU 9-11 

Naissance 
1 an 
2 ans 

Etats-Unis 

- 

Leucocytes du 
cordon ombilical 

et leucocytes 
périphériques 

CHEU AZT+ < CHEU AZT- < 
CHUU 

Naissance : 67% déplétion 
1 an : 65% déplétion 
2 ans : 58% déplétion 

Augmentation du nombre de copies au 
cours des deux premières années 

338 

CHEU 10 In utero : pas d’exposition aux ARV 

CHEU 10 In utero : AZT 

CHUU 9 

Naissance Etats-Unis 

- CBMC et 
Cellules 

endothéliales du 
cordon ombilical 

CBMC : 37.7% déplétion 
Cellules du cordon : 36.9% déplétion 

333 
CHEU 10 In utero : AZT+3TC 

CHUU 209 

6 
semaines 

Cameroun 

- 

Sang total (DBS) 
Déplétion 

CHEU AZT < CHEU NVP 
340 

CHEU 117 
In utero : AZT ou cART (basée sur 
INNTI) 
Prophylaxie postnatale : NVP 

CHEU 38 
In utero : AZT ou cART (basée sur 
INNTI) 
Prophylaxie postnatale : AZT 

CHUU 411 Naissance 

Etats-Unis 

- 

PBMC 

Naissance et 2 ans : déplétion 
Normalisation à 5 ans pour CHEU 

exposés in utero aux ARV mais 
déplétion persistante pour ceux non 

exposés aux ARV 

339 CHEU 
71-
25 

Naissance, 
2 ans, 5 

ans 

In utero : pas d’exposition aux ARV  

CHEU 71-9 In utero : AZT ou AZT+3TC 

CHUU 50 
< 2 jours Etats-Unis 

- 
PBMC CHEU > CHUU 349 

CHEU 85 
In utero : AZT et 3TC majoritairement 
et IP 

CHUU 20 

< 2 jours Etats-Unis 

- 

CBMC et PBMC 
CBMC : CHEU = CHUU 
PBMC : CHEU > CHUU 

 
 

343 
 

CHEU 26 
In utero : AZT, AZT+3TC+RTV, 
AZT+3TC+LPV/r 
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Statut n Age Pays Exposition Cellules 
Nombre de copies d’ADNmt  

CHEU versus CHUU 
Références 

CHUU 
86-
214 

Naissance 
à 3 ans 

Canada 

- 

Sang total 
CHEU > CHUU au cours des trois 

premières années 
341 

CHEU 
114-
214 

In utero : AZT+3TC+LPVr/NEF/NVP 
Prophylaxie postnatale : AZT 6 
semaines 

CHUU 7 

Naissance Etats-Unis 

- Leucocytes et 
cellules 

endothéliales du 
cordon ombilical 

Leucocytes : 36% déplétion 
Cellules endothéliales : 31% déplétion 

334 
CHEU 11 

In utero : AZT+3TC ou AZT+ddI 

CHUU 73 
Naissance, 
3 mois, 6 
mois, 1 an 

Espagne 

In utero : AZT, 3TC et d4T 
majoritairement 
Prophylaxie postnatale : AZT (4-6 
semaines) 

PBMC 
CHEU = CHUU aux 4 temps 

(tendance vers une diminution) 
 

336 
CHEU 133 

CHUU 35 
Naissance Espagne 

- 
CBMC 38.6% déplétion 336 

CHEU 27 In utero : 2 INTI + IP/INNTI 
CHUU 53 

Naissance Tanzanie 
- Cellules 

endothéliales du 
cordon ombilical 

CHEU > CHUU 344 
CHEU 30 In utero : AZT 

CHUU 81 <3jours, 4 
jours, 6 

semaines, 
4 mois et 
8 mois 

Canada 

- 

Sang total 

< 3 jours : CHEU=CHUU 
CHEU > CHUU pour les périodes de 
4 jours à 6 semaines, de 6 semaines à 
16 semaines et de 16 semaines à huit 

mois 

342 
CHEU 73 

In utero : AZT+3TC+IP/INNTI 
majoritairement 
Prophylaxie postnatale : AZT (6 
semaines) 

CHUU 91 

6 ans Canada 

- 

Sang total CHEU > CHUU 345 
CHEU 56 

In utero : AZT+3TC+IP/INNTI 
Prophylaxie postnatale : AZT (6 
semaines) 

Table 3.1 Revue de la littérature relative la quantité d’ADNmt rapportée entre les CHEU et les CHUU 
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Peu de temps après l’identification des premiers cas de dysfonction mitochondriale chez les 

CHEU, des études menées chez le singe Erythrocebus Patas ont permis de mettre en évidence 

de façon indépendante l’effet délétère des ARV chez des nouveau-nés primates. Ces singes 

constituent un modèle de choix pour l’étude de l’effet des ARV car d’une part, ils ne sont pas 

susceptibles à l’infection par le VIH et d’autre part, la placentation et la pharmacocinétique des 

ARV sont semblables à celles observées chez l’Homme350. Les études menées chez ce modèle 

primate portent uniquement sur des INTI utilisés à des doses mimant celles utilisées en clinique 

humaine. Les affectations mitochondriales chez les nouveau-nés exposés aux INTI (mono-,  

bi-, trithérapie) au cours de la gestation font échos à celles observées chez les CHEU. Ces 

travaux rapportent notamment à la naissance l’incorporation des ARV dans l’ADNmt351,352, des 

altérations de la morphologie des mitochondries352–356, un dysfonctionnement de l’activité des 

complexes enzymatiques de la CRM354,355,357,358, ainsi que la déplétion de l’ADNmt352–357. 

Contrairement aux CHEU dont l’analyse de la toxicité mitochondriale est restreinte au 

compartiment sanguin par souci d’éthique, les atteintes mitochondriales rapportées chez le 

singe ont quant à elles été également observées dans de multiples tissus et organes (muscles 

squelettiques, foie, reins, placenta, cœur, cerveau). L’observation d’une persistance de la 

déplétion mitochondriale et des dommages structuraux à un et 3 ans dans les muscles, le cœur 

et le cerveau chez ces singes est inquiétante pour leur transposition chez les CHEU ; un singe 

Erythrocebus Patas âgé de 3 ans étant équivalent à un adolescent de 15 ans359. 

Comme mentionné précédemment, les manifestations cliniques des dysfonctions 

mitochondriales observées chez les CHEU sont peu fréquentes. L’implication des altérations 

de l’ADNmt en relation avec l’exposition aux ARV que nous venons de décrire y est fortement 

suspectée sans lien de causalité avéré et souligne la nécessité d’une évaluation à plus long terme 

de cette toxicité mitochondriale, en particulier sur le développement neurocognitif et sur la 

croissance des CHEU. 
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II. Toxicité génomique des antirétroviraux : impact sur la longueur des 

télomères 

1. Généralités sur les télomères 

1.1. Historique, structure et fonction 

Les chromosomes, porteurs de l’information génétique au sein du noyau cellulaire des 

Eucaryotes, possèdent à leurs extrémités des répétitions de séquences d’ADN non codantes, 

répétées en tandem, et hautement conservées appelées télomères (du grec telos signifiant « fin » 

et meros signifiant « partie »)360,361. Identifiés pour la première fois en 1938 par Hermann 

Müller chez la mouche Drosophila melanogaster, puis en 1941 dans le maïs Zea mays par 

Barbara McClintock362, les télomères ont pour fonction de maintenir la stabilité du génome 

nucléaire en empêchant la fusion des chromosomes par leurs extrémités et la dégradation du 

matériel génétique362,363. 

La composition nucléotidique des séquences répétées et la longueur des télomères sont 

variables d’une espèce à l’autre360. Elizabeth Blackburn fut la première à caractériser la 

séquence télomérique 5’-(CCCCAA)-3’ chez le protozoaire cilié Tetrahymena thermophila en 

1978364. Chez l’Homme, ce sont les travaux de Robert Moyzis menés en 1988 qui ont permis 

de mettre en évidence la répétition de la séquence hexamérique enrichie en guanine, 5’-

(TTAGGG)-3365, hautement conservée chez plus de 90 espèces vertébrées incluant les 

Mammifères366,367. La longueur des télomères chez l’Homme varie typiquement de 10 à 15 

kb368. En amont des télomères se trouvent des régions particulières séparant les séquences 

chromosomiques des répétitions télomériques (Figure 3.7). Ces régions dites subtélomériques 

varient de 10 et 500 kb et sont constituées de répétitions de séquences hétérogènes qui ne sont 

pas conservées entre les espèces369. Ces subtélomères comportent de nombreux réarrangements 

chromosomiques, en particulier des répétitions télomériques dégénérées ainsi que des 

duplications segmentaires369. Les fonctions de ces structures sont encore assez peu décrites mais 

elles interféreraient avec les fonctions des télomères370,371. 
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Figure 3.7. Organisation architecturale d’un chromosome et structure de l’ADN 

télomérique. Abréviations : ADN, acide désoxyribonucléique ; kb, kilobase ; nt, nucléotides. 

Illustration créée sur Biorender.com. 

 

La structure des télomères est étroitement liée à leur fonction. Les télomères possèdent une 

région d’ADN double brin et une extrémité 3’ simple brin appelée 3’G-overhang étendue sur 

environ 200 nucléotides372,373 (Figure 3.7). Cette particularité structurale, qui s’apparente à une 

cassure d’ADN double brin, n’est cependant pas reconnue par les mécanismes de réparation 

cellulaire de l’ADN intervenant habituellement de façon physiologique en réponse à des 

dommages à l’ADN. Elle confère au contraire aux télomères la capacité d’adopter plusieurs 

conformations spécifiques. Parmi les plus connues, la structure « en lasso », dite T-loop374,375 

ou en G-quadruplex376,377 (Figure 3.8) sont particulièrement bien décrites et permettent de 

masquer l’extrémité 3’ libre empêchant ainsi toute reconnaissance et recombinaison des deux 

brins chromosomiques par le système de recombinaison homologue ou par celui de jonction 

d’extrémités non homologues (NHEJ, de l’anglais non-homologous end-joining)378. La 

structure en T-loop, initialement observée en microscopie électronique par Jack Griffith en 

1999374, comporte en réalité deux boucles : la T-loop correspond au repliement de l’ADN 

télomérique double brin sur lui-même alors que l’extrémité 3’G-overhang vient envahir et 

s’hybrider sur le brin d’ADN au sein de la D-loop nouvellement formée (Figure 3.8 A et B).  
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Six protéines constituant le complexe Shelterin, appelé aussi télosome, viennent s’associer à 

l’ADN télomérique sur sa partie double brin ou sur son extrémité 3’ sortante afin de garantir la 

stabilité et la protection de la T-loop378,379. La richesse en guanine des séquences télomériques 

permet également à l’extrémité 3’G-overhang d’adopter une conformation en G-quadruplex 

(Figure 3.8 C), que l’on peut aussi retrouver au sein de la D-loop en tant que stabilisateur. 

D’autres conformations ont été plus récemment décrites mais ne feront pas l’objet d’une 

description dans cette thèse370. 

 

 

 

 

A 

B 
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Figure 3.8. Conformations en T-loop et G-quadruplex des télomères. (A) Structure T-loop 

observée in vitro par microscopie électronique dans des extraits de cellules Hela (gauche) et 

de lymphocytes humains du sang périphérique (droite). Source : Griffith et al., 1999 374. (B) 

Représentation schématique de la structure en T-loop. Source : modifié d’après Shay et al., 

2019 383. (C) Représentation schématique de la structure G-quadruplexe. Source : modifié 

d’après Organesian et al., 2009 380. Abréviations : TRF1, Telomere Repeat binding Factor 1 ; 

TRF2, Telomere Repeat binding Factor 2; RAP1, Repressor/Activator Protein 1; POT1, 

Protection of Telomere 1; TIN2, TRF-1 and TRF-2 Interacting Nuclear protein 2; TPP1 ou 

ACD, Telomere Protection Protein 1. 

 

1.2. Raccourcissement des télomères 

1.2.1. Le problème de fin de réplication des chromosomes 

Chez les Eucaryotes, chaque division cellulaire conduit à une perte d’information génétique en 

raison dudit «problème de fin de réplication des chromosomes», mis en évidence 

indépendamment par James Watson et par Alekseï Olovnikov au début des années 1970’381,382 

(Figure 3.9). La nature antiparallèle des deux brins d’ADN couplée à l’activité 

unidirectionnelle des ADN polymérases dans le sens 5’ vers 3’ oblige une réplication 

bidirectionnelle au niveau de la fourche de réplication. Si la réplication du brin 5’-3’ (de 

l’anglais leading strand) s’effectue de façon continue, celle du brin 3’-5’ (de l’anglais lagging 

strand) procède de façon discontinue par l’intermédiaire de plusieurs fragments d’environ 200 

nucléotides appelés fragments d’Okazaki.  

C 
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Ces derniers sont initiés par de courtes amorces ARN synthétisées par la primase qui seront 

éliminées avant l’étape finale de ligation des fragments par la ligase. L’élimination de l’amorce 

à proximité de l’extrémité 5’ du brin néoformé couplée à une maturation post-réplicative de 

l’extrémité 5’ du néobrin issu de la réplication du brin avancé entraînent ainsi un 

raccourcissement des télomères d’environ 50 à 200 paires de bases à chaque cycle réplicatif. 

Figure 3.9. Problème de fin de réplication des chromosomes chez les Eucaryotes. 

Abréviations : ADN, acide désoxyribonucléique ; ARN, acide ribonucléique ; nt, nucléotides. 

Illustration créée sur Biorender.com. 

 

En 1965, Leonard Hayflick découvrit un seuil critique de division cellulaire (environ 50 

divisions), qu’il appela « Limite de Hayflick », au-delà duquel la cellule cesse de façon 

irréversible son activité mitotique et entre en senescence réplicative, la conduisant de ce fait à 

l’apoptose383. En 1973, Alekseï Olovnikov établit un lien entre cette limitation de la capacité 

proliférative des cellules en culture et le problème de fin de réplication des chromosomes mis 

en évidence par James Watson un an auparavant. La longueur des télomères incarne ainsi une 

« horloge moléculaire », leur raccourcissement reflétant l’historique du nombre de réplications 

d’une cellule. 
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1.2.2. Télomérase 

Sept ans après la caractérisation des séquences répétées télomériques chez Tetrahymena 

thermophila, Elizabeth H. Blackburn fit une nouvelle découverte majeure, récompensée en 

2009 par le Prix Nobel de Médecine, par la mise en évidence d’une ribonucléoprotéine capable 

de synthétiser ces répétitions télomériques chez ce même protozoaire : la télomérase364. Celle-

ci sera identifiée quelques années plus tard, en 1989, par Gregg Morin dans des cellules 

humaines immortalisées384. 

Chez l’Homme, la télomérase est constituée d’une sous-unité protéique appelée hTERT (de 

l’anglais, human Telomerase Reverse Transcriptase) et d’une sous-unité ARN appelée hTERC 

(de l’anglais human Telomerase RNA Component)380,385. La sous-unité catalytique hTERT, par 

son activité ADN polymérase ARN dépendante (activité identique à celle des transcriptases 

inverses), catalyse l’ajout des séquences répétées 5’-TTAGGG-3’ à l’extrémité 3’G-overhang 

des chromosomes en utilisant comme matrice ARN la sous-unité hTERC (Figure 3.10). Le brin 

5’ est quant à lui allongé par les ADN polymérases alpha et delta en utilisant le brin 3’ comme 

matrice. 

Figure 3.10. Extension de l’extrémité télomérique 3’G-overhang par la télomérase. 

Illustration créée sur Biorender.com.  
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En 1986, Howard Cooke remarqua de façon surprenante que les télomères des chromosomes 

sexuels des cellules germinales chez l’Homme étaient plus longs que ceux des cellules 

somatiques386. Les télomères étant les garants de la stabilité du génome, il suggéra alors que la 

télomérase serait réprimée dans les cellules somatiques afin de limiter leur capacité proliférative 

et l’accumulation de mutations, conduisant à l’attrition progressive des télomères dans ces 

cellules. Cette répression de la télomérase, partielle ou totale, dans les cellules somatiques 

s’effectuerait bien avant la naissance, au cours même de l’embryogenèse au stade blastocyste. 

Si son expression transitoire a été détectée dans de nombreux tissus somatiques (foie, poumons, 

rate, reins, cœur, glandes surrénales, muscles, peau, testicules, ovaires, intestins) de la huitième 

semaine de grossesse à la vingt-et-unième, elle n’est cependant plus observable dans le cœur 

dès la douzième semaine, dans les reins dès la seizième semaine, ni dans les tissus postnataux 

de nouveau-nés de 2 mois et chez l’adulte387,388. La poursuite des travaux sur la télomérase 

permit de confirmer son expression dans les cellules de la lignée germinale387,389 mais aussi de 

détecter son activité dans plusieurs autres types cellulaires à prolifération rapide comme les 

cellules souches embryonnaires387,389, les cellules placentaires ou les cellules du chorion390,391, 

les cellules endométriales392, les cellules souches hématopoïétiques adultes393–396, les 

lymphocytes activés393,394,397–400, les cellules intestinales401, les cellules épidermiques402 et dans 

la plupart des cellules cancéreuses humaines393,397,402–407. Ces dernières peuvent également 

avoir recours à un mécanisme de maintenance des télomères indépendant de l’activité 

télomérase, nommé ALT pour Alternative Lenghtening of Telomeres, impliquant des 

recombinaisons homologues intra- et inter-chromosomiques408,409. 

1.2.3. Cinétique d’attrition des télomères 

Le raccourcissement de la longueur des télomères ne suit pas une dynamique constante au cours 

de la vie. Les études pionnières menées par les groupes de Frenck et al. et de Zeichner et al. ont 

permis de mettre en évidence une phase de décroissance particulièrement accrue, estimée à 

environ 250 paires de bases par an, de la naissance à 4 ans410–412. Cette rapide attrition 

télomérique est expliquée par le renouvellement important des cellules souches 

hématopoïétiques chez les jeunes enfants, en particulier pendant le développement accéléré de 

leur système immunitaire. La décroissance se poursuit par la suite graduellement de façon plus 

modérée, d’environ 50 paires de bases par an410,412. Deux études ont cependant observé la 

présence d’une phase de stabilisation entre 4 et 25-28 ans410,412.   
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1.2.4. Conséquences du raccourcissement télomérique 

Le raccourcissement de la longueur des télomères serait l’un des mécanismes clés à l’origine 

de nombreuses pathologies liées au vieillissement incluant notamment les maladies 

cardiovasculaires361,366,413, les maladies neurodégénératives361,413,414, des dysfonctions 

hépatiques ou rénales415–417, l’ostéoporose413,415, le diabète418 ou bien encore le cancer413,419. 

1.2.5. Facteurs influençant la taille des télomères 

Si la longueur des télomères se raccourcit physiologiquement avec l’âge chronologique, des 

facteurs environnementaux, comportementaux, psychologiques et génétiques peuvent accélérer 

ce phénomène361,420 et sont résumés dans la Table 3.2. 
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Table 3.2. Facteurs accélérant le raccourcissement des télomères. 

  

Facteurs associés à un 

raccourcissement de la 

longueur des télomères 

Commentaires Références 

Consommation de tabac 

Augmentation du stress oxydatif 

420–423 

Consommation d’alcool 420,424–427 

Consommation de drogues 
d’addiction (héroïne, 

cocaïne/crack, diazépam) 

428–430 

Obésité  361,420,431–433 

Qualité de l’alimentation et 

quantité 

Un régime riche en acides gras polyinsaturés 
en comparaison à un régime riche en fibres, 
oméga 3, vitamines E et C, bêta-carotène et 

pauvre en protéines 

434 

Sédentarité/faible activité 
physique 

 434–438 

Exposition à des agents 
génotoxiques 

hydrocarbures aromatiques polycycliques, 
toluène, benzène 

434,439 

Stress psychologique et 
social 

Les glucocorticoïdes sécrétés par les glandes 
surrénales en réponse au stress diminuent le 
niveau d’antioxydants, augmentant le stress 

oxydatif et promouvant ainsi les dommages 
à l’ADN et le raccourcissement des 

télomères 

434,440–443 

Ethnie 
Les populations noires présentent des 

télomères plus longs en comparaison aux 
populations blanches 

444–448 

Genre 

Les garçons ont des télomères plus courts 
que les filles. Les estrogènes sont capables 

de stimuler la télomérase et d’avoir des 

propriétés anti-oxydantes 

448–450 

Variants génétiques 
Polymorphismes nucléotidiques (SNP) 

associés à un raccourcissement télomérique 
451–454 

Infection à Cytomégalovirus  455 
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2. Télomères dans le contexte VIH 

Si l’utilisation des ARV a considérablement augmenté l’espérance de vie des PLWH, celles-ci 

présentent néanmoins un vieillissement prématuré et développent plus précocement des 

pathologies associées au vieillissement, en comparaison à la population générale456–460. Bien 

que les causes de ce vieillissement soient multifactorielles, il a été proposé que les télomères et 

la télomérase y joueraient un rôle prépondérant. 

2.1. Longueur des télomères et télomérase chez les personnes vivant avec le VIH 

Les PLWH présentent une longueur des télomères inférieure à celle observée chez les individus 

non infectés dans les PBMC ou les lymphocytes périphériques461–469. Une étude a cependant 

rapporté l’absence de différence entre des enfants infectés et des CHUU470. Plusieurs études ont 

également rapporté une diminution significative voire une absence totale de l’activité 

télomérase dans les lymphocytes périphériques ou dans les cellules progénitrices 

hématopoïétiques de patients VIH471,472. Le raccourcissement de la longueur des télomères 

observé chez des individus nouvellement infectés par le VIH peu de temps après leur 

séroconversion, comparé à des individus non infectés465,473,474, suggère grandement la 

contribution du virus dans ce processus. L’activation chronique du système immunitaire, 

associée à une augmentation du stress oxydatif et à celle de l’inflammation, inhérente à 

l’infection par le VIH elle-même, serait en partie à l’origine de ce raccourcissement 

télomérique475–478. La modulation de l’activité télomérase par le virus contribuerait également 

à ce phénomène. Des expériences in vitro ont ainsi pu mettre en évidence une réduction de 

l’activité de la télomérase dans plusieurs types cellulaires, notamment dans des lymphocytes T 

CD4+ infectés par le VIH479–481. Plusieurs protéines accessoires du VIH ont par ailleurs montré 

leur capacité inhibitrice sur l’activité transcriptase inverse de la télomérase. C’est notamment 

le cas de Vpr qui détournerait le complexe ubiquitine ligase E3 de l’hôte, notamment impliqué 

dans l’élimination des protéines cellulaires anormales ou surnuméraires, afin de promouvoir 

l’ubiquitination et ainsi la dégradation de la sous-unité catalytique TERT de la télomérase413. 

Tat régulerait quant à elle négativement l’expression nucléaire de TERT dans les lymphocytes 

T CD4+, indépendamment de sa transcription en ARN messagers, et réduirait également 

l’activation et la phosphorylation de TERT en interférant avec la voie de signalisation cellulaire 

AKT impliquée entre autre dans la régulation de la prolifération et de la survie cellulaire et la 

modification post-transcriptionnelle de TERT482,483.  
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2.2. Effet des antirétroviraux sur les télomères et la télomérase 

La transcriptase inverse de la télomérase (TERT) partage des similitudes de structure et de 

fonction avec la transcriptase inverse du VIH, conférant ainsi aux INTI la capacité d’inhiber 

TERT484,485. Des études in vitro utilisant des lignées cellulaires cancéreuses ont en ce sens 

montré l’inhibition de TERT par plusieurs INTI463,486–488 ainsi qu’un raccourcissement de la 

longueur des télomères (Table 3.3.). Toutefois, seul le ténofovir employé à une concentration 

reflétant la dose thérapeutique utilisée chez les PLWH traités a montré une action inhibitrice463. 

D’autre part, le mécanisme selon lequel les INTI exerceraient leur capacité inhibitrice en 

agissant comme terminateur de chaîne sur la télomérase est difficilement applicable aux deux 

analogues de la cytosine 3TC et au FTC, cette base ADN étant absente des répétitions 

télomériques chez les Eucaryotes, et qui ont tous deux montré leur potentiel inhibiteur in 

vitro463. Ces INTI exerceraient ainsi leur activité inhibitrice d’une façon alternative, notamment 

via l’inhibition de la prolifération cellulaire, hypothèse émise suite à quelques études conduites 

sur des cellules cancéreuses et sur des PBMC activés489,490. 

L’EFV et la NVP, deux INNTIs, ne semblent quant à eux pas inhiber l’activité télomérase in 

vitro487 (Table 3.3.). 

Les IP participeraient quant à eux au raccourcissement de la longueur des télomères via le 

mécanisme décrit pour la toxicité mitochondriale associée aux ARV, c’est-à-dire par production 

d’ERO endommageant cette fois ci l’ADN télomérique. 

 

Table 3.3. Effets des antirétroviraux sur l’activité transcriptase inverse de la télomérase 

et sur la longueur des télomères in vitro. Abréviation : NR, non réalisé. 

  

Etude 
Cellules / 

animaux 
ARV 

Inhibition 

de TERT 

Raccourcissement 

des télomères 
Références 

In vitro Hela AZT + - 486 

In vitro HT29 AZT + + 488 

In vitro 
PBMC 
activés 

3TC, ABC, 
TDF 

+ + 
463 

AZT, FTC + - 

In vitro 

HEK 293 
AZT, d4T, 
TFV, ddI, 

ABC 
+ NR 

487 

HT29 
NVP, EFV - NR 

AZT, d4T NR + 
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Si le lien entre l’infection à VIH et la longueur des télomères chez les patients VIH est 

aujourd’hui bien établi, la contribution des ARV n’a cependant pas encore été clairement mise 

en évidence et serait même positive469,470,491. Quelques études ont en effet montré une longueur 

des télomères plus importante chez des patients VIH sous traitement ARV que chez des patients 

naïfs de tout traitement. L’hypothèse émise serait que les ARV exerceraient leur potentiel 

bénéfique via la diminution de l’activation chronique du système immunitaire470,492. D’autre 

part, si le ténofovir utilisé à dose thérapeutique s’avère être le plus puissant inhibiteur de 

l’activité télomérase in vitro463,493, la traduction de son effet chez des patients VIH sous TAR 

contenant ou non du TDF n’a cependant pas été confirmée494. Enfin, une exposition sur le court 

terme aux INTI ne serait pas associée à des modifications de l’activité télomérase ni de la 

longueur des télomères chez des individus séronégatifs exposés au VIH et ayant reçus une 

courte prophylaxie post-exposition463. 

2.3. Longueur des télomères chez les enfants exposés au VIH non infectés 

Des études menées chez la souris et chez le modèle primate Erythocebus Patas ont pu mettre 

en évidence un raccourcissement de la taille des télomères dans de multiples organes des 

nouveau-nés suite à l’exposition à l’AZT seul ou combiné au 3TC utilisés pendant la 

gestation351,495,496. Ce raccourcissement de la longueur des télomères observé chez ces modèles 

animaux et chez les PLWH est également décrit chez les CHEU, bien que peu d’études soient 

actuellement disponibles sur cette population459,460.  

Les études conduites chez les CHEU décrivent une longueur des télomères similaires à celle 

observée chez des enfants nés de mères non infectées, que ce soit dès la naissance ou au cours 

des premières semaines de vie491,497,498, ou bien encore plus tardivement vers l’âge de 2 

ans470,492. Une étude a cependant rapporté une tendance vers une taille plus petite des télomères 

chez des enfants exposés non infectés âgés de 6 ans comparé à des enfants non exposés499. 

L’évolution de la longueur des télomères au cours de la vie semble également être similaire 

entre les CHEU et les CHUU. Trois études incluant des cohortes d’enfants de tout âge, allant 

de la naissance à 3 ans498, 5 ans492 ou 15 ans470 ont montré une diminution équivalente de la 

taille des télomères avec l’âge entre ces deux groupes de population. Ces trois études ne 

constituent cependant pas une réelle évaluation longitudinale chez des mêmes enfants, ne 

permettant ainsi pas de conclure quant à la dynamique des télomères chez ces enfants. Une 

seule étude a à ce jour rapporté une diminution rapide de la longueur des télomères au cours 

des 40 premières semaines de vie chez un suivi de 214 CHEU498.  
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Deux études américaines se sont attachées à comparer la taille des télomères entre les CHEU 

nés de mères infectées ayant reçu un TAR pendant la grossesse et ceux nés de mères infectées 

non traitées. Si l’une menée chez des enfants âgés de moins de 6 semaines ne montre pas 

d’association entre l’exposition aux ARV in utero (AZT seul ou combiné au 3TC ou au ddI, ou 

trithérapie) et un raccourcissement de la taille des télomères491, la seconde décrit cependant une 

taille plus importante des télomères chez les enfants ayant été exposés à l’AZT maternel 

pendant la grossesse500. L’exposition postnatale à une prophylaxie ARV à base d’AZT sur le 

court terme, de la naissance à 6 semaines de vie, ne semble également pas impacter la taille des 

télomères492,498. 

D’autres facteurs de risque associés à un raccourcissement de la taille des télomères chez les 

enfants exposés au VIH non infectés ont également pu être mis en évidence au travers de ces 

études, et sont communs à ceux observés dans la population générale. On retrouve notamment 

l’âge et le genre de l’enfant (être de sexe masculin)470, l’ethnicité498, le jeune âge de la mère470 

ou du père470 à la conception, la consommation de tabac491,498 ou de drogues d’addiction 

pendant la grossesse491. Un faible poids à la naissance et être petit pour l’âge gestationnel 

seraient quant à eux associés à une longueur des télomères plus grande chez les enfants exposés 

non infectés comparé aux enfant non infectés498. 

La Table 3.4 résume la littérature sur la longueur des télomères entre les CHEU et les CHUU.
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Statut n Age Pays Exposition Cellules 

Longueur des 

télomères  

CHEU versus 

CHUU 

Références 

CHUU 2 
Naissance 

1 an 
Etats-Unis 

- 

CBMC et PBMC CHEU = CHUU 497 CHEU 4 In utero : pas d’exposition aux ARV 

CHEU 3 In utero : AZT 

CHUU 104 10.6 ans 

Canada 

- 

Leucocytes du 
sang périphérique 

CHEU = CHUU 470 CHEU 177 1.7 ans 

In utero : AZT ou AZT+3TC+IP/NVP ou 
ABC+3TC+IP/NVP ou 
ABC+3TC+NVP ou TDF+(FTC ou 
3TC)+IP ou (d4T ou ddI)+3TC+IP ou 
autres combinaisons de 3 ou 4 ARV 
Prophylaxie postnatale : AZT ou 
AZT+3TC ou AZT+3TC+NFV ou 
ABC+3TC+NFV 

CHUU 43 < 7 jours 

Canada 

- 

Leucocytes du 
sang périphérique 

CHEU = CHUU 491 

CHEU 56 < 7 jours 
In utero : AZT+3TC+IP ou 
AZT+3TC+non-INTI ou autre 

CHEU 81 
< 6 

semaines 
In utero : AZT ou AZT+3TC ou 
AZT+ddI ou trithérapie 

CHEU 39 
< 6 

semaines 
- 

CHUU 56 1.9 ans 

Espagne 

- 

PBMC CHEU < CHUU 492 CHEU 65 1.7 ans 
In utero : AZT+3TC+NVP ou 
AZT+3TC+IP ou TDF+FTC+IP 
Prophylaxie postnatale : AZT  
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Table 3.4. Revue de la littérature relative à la longueur des télomères observée entre les CHEU et les CHUU.

Statut n Age Pays Exposition Cellules 

Longueur des 

télomères  

CHEU versus 

CHUU 

Références 

CHUU 86 Naissance 

Canada 

- 

Sang total CHEU = CHUU 498 CHEU 114 Naissance 
In utero : AZT+3TC+NVP ou AZT+3TC+NFV 
ou AZT+3TC+LPV/r ou AZT+3TC+IP/r ou autre 
Prophylaxie postnatale : AZT 

CHUU 25 6.9 ans 
Afrique du 

Sud 

- 

Sang total 
Tendance 

CHEU < CHUU 
499 

CHEU 33 6.1 ans 
In utero : ARV recommandations actuelles 

Prophylaxie postnatale : AZT 
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Toutes ces études conduites chez les CHEU montrent néanmoins leurs limites par leur caractère 

uniquement transversal mais également par un faible échantillonnage 491,492,497,499,500, par une 

discordance dans les âges des populations d’enfants qui sont comparées 470,492, ou bien encore 

par la technique expérimentale employée (Southern blot versus PCR quantitative497). Le 

tabagisme pendant la grossesse et les différentes ethnies rapportées dans sont également des 

facteurs confondant affectant la longueur des télomères, dont l’effet est difficilement 

discernable de celui de l’exposition au(x) VIH/ARV. 

III. Interconnections entre mitochondries, télomérase et télomères 

Les fonctions des mitochondries et des télomères ont souvent été étudiées de façon 

indépendante. Depuis quelques années cependant, une littérature grandissante met en lumière 

une relation étroite entre dysfonction mitochondriale et dysfonction télomérique, et 

inversement501,502. Un aperçu de ces interconnections est représenté en Figure 3.11. 

Nous l’avons vu précédemment, le dysfonctionnement mitochondrial entraîne la production 

d’ERO endommageant l’ADNmt ainsi qu’une augmentation du stress oxydatif via l’altération 

de l’activité de la CRM. Tous deux sont également à l’origine de dommages survenant dans 

l’ADN des télomères, conduisant au raccourcissement de ces derniers477,503–506. 

D’un autre côté, l’attrition télomérique engendre elle-même une dysfonction mitochondriale 

via l’implication de plusieurs voies de signalisation intracellulaires qui ne seront pas décrites 

en détail ici507–510. L’une de ces voies implique notamment la suppression de l’expression d’une 

protéine régulant plusieurs fonctions mitochondriales incluant entre autre la réplication de 

l’ADNmt507. Par ailleurs hTERT, en dehors de son rôle canonique de maintenance de la 

longueur des télomères, possède également plusieurs fonctions extra-télomériques511,512. En 

particulier dans des conditions de stress oxydatif, hTERT peut être importé dans la 

mitochondrie grâce à un signal d’adressage N-terminal513,514, et exercer un rôle protecteur 

contre les ERO en inhibant directement celles-ci et en se liant à l’ADNmt, améliorant in fine 

l’activité de la CRM515,516. 
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Figure 3.11. Interconnections entre dysfonction mitochondriale et raccourcissement des 

télomères. Abréviations : hTERT, human telomerase reverse transcriptase ; ERO, espèces 

réactives à l’oxygène ; CRM, chaîne respiratoire mitochondriale ; ADNmt, ADN 

mitochondrial. Illustration réalisée sur Biorender.com. 

Cette relation bidirectionnelle entre mitochondrie et télomère reste pour le moment très peu 

étudiée dans le contexte de l’infection à VIH. Il a néanmoins été proposé que la toxicité 

mitochondriale liée à l’utilisation des INTI serait due à l’inhibition de hTERT par ces derniers, 

hTERT n’exerçant ainsi plus des fonctions protectrices mitochondriales517. En ce sens, une 

étude a pu observer chez des PLWH traités par ARV et présentant une dysfonction 

mitochondriale un mécanisme compensatoire passant par une augmentation de l’expression des 

ARNm de hTERT en réponse à une exposition aux ARV, en comparaison à des PLWH n’ayant 

pas de mitochondriopathies et à des individus séronégatifs518. De récents travaux ont par ailleurs 

décrit une relation inverse entre la longueur des télomères et le nombre de copies d’ADNmt 

dans le sang total de femmes infectées par le VIH et traitées, soulignant que la préservation de 

la longueur des télomères se ferait au détriment du nombre de copies et inversement519. 
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Nous l’avons décrit tout au long de l’état de l’art, l’ère des ARV, aussi bénéfique soit-elle, a 

donné naissance à une population grandissante d’enfants non infectés nés de mères 

séropositives. Un million de CHEU naissent ainsi chaque année dans le monde. La santé fragile 

de ces enfants questionne en toute légitimité sur la nécessité d’identifier plus précocement ceux 

qui développeront des signes sub-cliniques ou cliniques et d’assurer leur suivi sur le long terme, 

ce dont ils ne bénéficient pas aujourd’hui. Ils ne constituent en effet ni une population clé 

(hommes homosexuels, injecteurs de drogues, prisonniers, travailleurs du sexe ou transgenres), 

ni une population vulnérable (adolescents, orphelins, personnes handicapées, migrants, 

travailleurs itinérants), comme définies par l’OMS. Les données épidémiologiques 

permettraient de les considérer comme une population à risque important d’acquisition du VIH 

(incidence supérieure à 3 pour 100 personne-années, OMS), tout du moins dans les pays à 

ressources limitées, mais cette notion n’est pas encore inscrite parmi les « decision-makers ». 

Contrairement aux protocoles habituels d’autorisation de mise sur le marché des médicaments 

pédiatriques qui passent par l’évaluation de leur tolérance, efficacité et innocuité, la situation 

d’urgence à laquelle les CHEU sont confrontés a nécessité le déploiement rapide de 

prophylaxies ARV sans évaluation préalable de leur toxicité potentielle, pour protéger ces 

enfants de l’infection au VIH. Or, ces prophylaxies restent administrées à des enfants qui ne 

sont pas infectés. L’évaluation de la balance bénéfice/risque demeure donc cruciale pour leur 

santé.  

L’exposition croissante des CHEU aux ARV interroge depuis de nombreuses années la 

communauté scientifique sur son lien potentiel avec leur santé et sur l’évolution de celle-ci au 

cours de leur vie. Ces travaux de thèse s’inscrivent dans ce contexte et ont consisté à évaluer 

l’innocuité de deux prophylaxies antirétrovirales, 3TC et LVP/r, administrées à des CHEU 

pendant leur première année de vie pour prévenir la transmission du VIH par l’allaitement. Si 

cette évaluation peut se faire à plusieurs niveaux, nous avons pour ce travail de thèse abordé la 

toxicité génomique de ces prophylaxies sur l’ADNmt et sur l’ADNn, toute altération de ces 

derniers pouvant engendrer des défauts systémiques et perdurer dans le temps.  

L’objectif principal de cette thèse consiste ainsi à évaluer la génotoxicité du 3TC et du LPV/r 

sur l’ADNmt et l’ADNn et d’identifier les CHEU dont la santé se trouve impactée par ces ARV. 
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Cet objectif principal se décline en trois objectifs secondaires : 

(1) évaluer les altérations aiguës et sur long terme de l’ADNmt grâce au suivi longitudinal de 

CHEU de leur première année de vie jusqu’à l’âge de 6 ans.  

(2) évaluer l’altération aiguë et sur long terme de l’ADNn, et plus particulièrement de l’ADN 

télomérique, chez ces mêmes enfants. 

(3) rechercher une association entre les altérations génomiques et la santé des CHEU étudiés, à 

savoir leur impact sur leur croissance et leur développement neuro-psychomoteur.  
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Article 1 
 

« Mitochondrial DNA parameters in blood of infants receiving lopinavir/ritonavir or 

lamivudine prophylaxis to prevent breastfeeding transmission of HIV-1 » 

 

Cette première partie fait état de la génotoxicité mitochondriale aiguë de deux prophylaxies 

antirétrovirales, 3TC et LPV/r, administrées à des nouveau-nés pour prévenir la transmission 

du VIH par l’allaitement au cours de la première année de vie. L’évaluation de cette toxicité 

repose sur l’analyse du nombre de copies d’ADNmt et de la présence d’ADNmt délétés entre 

le septième jour après la naissance et un an.  

Nous avons pu bénéficier des DBS collectés lors de l’essai randomisé contrôlé ANRS 12174 

PROMISE PEP (ClinicalTrials.gov : NCT00640263) menés dans quatre pays d’Afrique Sub-

Saharienne (Afrique du Sud, Burkina Faso, Ouganda et Zambie) entre 2009 et 2014. Les 

recommandations OMS en vigueur à l’époque ne recommandaient pas aux femmes infectées 

un TAR pour contrôler l’infection. Elles ont cependant reçu une prophylaxie ARV pendant leur 

grossesse dans le cadre de la PTME du VIH. Les CHEU nés de ses mères ont quant à eux reçu 

sept jours de NVP à la naissance puis ont été sélectionnés de façon aléatoire pour recevoir un 

traitement à base de 3TC ou de LPV/r, du septième jour après la naissance (D7) jusqu’à une 

semaine après la fin de l’allaitement, pour une durée maximale de 50 semaines (W50). 

Brièvement, sur 1273 CHEU inscrits à l’inclusion de l’essai PROMISE PEP, 1236 enfants ont 

été inclus dans les analyses, après exclusion de 31 perdus de vue (16 dans le LPV/r de 15 dans 

le bras 3TC) et de 6 violations de protocole. A la fin de la première année de vie, 17 cas 

d’infections (8 pour le LPV/r et 9 pour le 3TC) et 33 décès ont été rapportés. Les deux régimes 

prophylactiques ont montré une grande efficacité préventive avec un taux de TME cumulatif à 

un an de 1.4% pour le LPV/r et 1.5% pour le 3TC en « intention to treat », et <1% en « per 

protocole ». Aucune différence entre eux ARV n’a été observée au regard des différents effets 

indésirables sévères rapportés. 

Nous avons également pu bénéficier de DBS de CHEU d’Afrique du Sud âgés de 6 semaines 

et un an, collectés lors de l’évaluation du programme sud-africain de PTME du VIH (South 

African Program of Mother-To-Child Transmission evaluation survey) menée entre 2012 et 

2013. Ces CHEU « contrôles » n’ont pas reçu de prophylaxie ARV à leur naissance et sont nés 

de mères n’ayant pas reçu aucun TAR pendant leur grossesse. La constitution de ce groupe 
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contrôle de CHEU ne faisait pas partie du protocole de PROMISE PEP et a fait l’objet d’une 

recherche active pendant cette thèse. 

La majorité des études évaluant la génotoxicité mitochondriale des ARV chez les CHEU utilise 

la technique de PCR quantitative soit à partir de sang total, soit à partir de PBMC isolés. Nous 

avons ainsi tout naturellement eu recours à la même approche expérimentale. Alors que les 

PBMC constituent un support de choix pour la quantification de l’ADNmt, l’utilisation des 

DBS, et donc du sang total, requiert quant à elle un contrôle qualité supplémentaire. En effet, 

contrairement aux PBMC, le sang total est enrichi en plaquettes. Or, ces dernières comportent 

exclusivement de l’ADNmt, étant dépourvues de noyau, et peuvent ainsi fausser la 

quantification de l’ADNmt qui est exprimée en nombre de copie d’ADNmt par cellule, lui-

même estimé par le nombre absolu d’un gène nucléaire unique. Nous avons donc effectué au 

préalable un contrôle de l’influence du nombre de plaquettes sur le nombre de copies d’ADNmt. 

La revue de la littérature nous a montré que la valeur absolue du nombre de copie d’ADNmt 

par cellule variait considérablement selon la méthode utilisée et les laboratoires qui l’utilisaient. 

En effet, il n’existe pas de valeur normée par tranche d’âge, ni par population ; les données 

longitudinales sont d’ailleurs rares. Notre choix de la méthode s’est porté sur un kit commercial 

incluant des calibrateurs que nous avons validés par une étude de robustesse de la PCR 

quantifiant la délétion de l’ADNmt. Nous nous sommes donc rapprochés du Département de 

Biochimie et Génétique du Centre Hospitalier Universitaire d’Angers affilié au Centre de 

Référence des pathologies mitochondriales. Grâce à notre collaboration et à leur expertise, nous 

avons pu valider notre approche technique à l’aide de cellules Rho0 dépourvues d’ADNmt et 

utilisées comme contrôle négatifs des PCR pour le développement des tests cliniques. Par 

ailleurs, le kit que nous avons utilisé avait été employé par une précédente étude qui avait 

justifié le thème de cette thèse339. Nous avons également inclus l’analyse du taux de délétion de 

l’ADNmt, une donnée qui est rarement incluse dans les études sur les CHEU. De la même 

façon, grâce à des échantillons de patients atteints de mitochondriopathies obtenus auprès du 

centre de référence d’Angers, nous avons pu calibrer la technique et fixer un seuil de positivité 

pour la détection de la délétion de l’ADNmt. Ainsi, notre approche technique pour mesurer la 

présence de délétion est qualitative. 

Pour s’affranchir des valeurs absolues du nombre de copies d’ADNmt par cellule et des 

variations inter-individuelles, notre analyse se concentrera sur la différence de cette donnée 

entre la fin de l’exposition à la prophylaxie (W50) et sa valeur initiale (D7). Contrairement aux 

quelques études de suivi longitudinal du nombre de copies d’ADNmt chez les CHEU, nous 
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avons attribué un seuil de déplétion que nous avons défini comme une diminution de 50% de 

la quantité d’ADNmt entre D7 et W50. Ce seuil regroupe les rares données obtenues sur 

l’évolution du nombre de copies d’ADNmt chez les CHEU. Nous avons pris le parti de définir 

un tel seuil dans une volonté d’identifier d’éventuels CHEU qui pourraient se trouver les plus 

fortement impactés par la prophylaxie et dont les manifestations cliniques pourront être 

analysées à plus long terme. 

 

Ce travail est présenté dans l’article 1 qui suit ; les Supplementary Materials sont disponibles 

en Annexes. 
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Abstract: Children who are human immunodeficiency virus (HIV)-exposed but uninfected

(CHEU) accumulate maternal HIV and antiretroviral exposures through pregnancy, postnatal

prophylaxis, and breastfeeding. Here, we compared the dynamics of mitochondrial DNA (mtDNA)

parameters in African breastfed CHEU receiving lopinavir/ritonavir (LPV/r) or lamivudine (3TC)

pre-exposure prophylaxis during the first year of life. The number of mtDNA copies per cell (MCN)

and the proportion of deleted mtDNA (MDD) were assessed at day 7 and at week 50 post-delivery

(PrEP group). mtDNA depletion was defined as a 50% or more decrease from the initial value,

and mtDNA deletions was the detection of mtDNA molecules with large DNA fragment loss. We also

performed a sub-analysis with CHEU who did not receive a prophylactic treatment in South Africa

(control group). From day seven to week 50, MCN decreased with a median of 41.7% (interquartile

range, IQR: 12.1; 64.4) in the PrEP group. The proportion of children with mtDNA depletion was

not significantly different between the two prophylactic regimens. Poisson regressions showed that

LPV/r and 3TC were associated with mtDNA depletion (reference: control group; LPV/r: PR = 1.75

(CI95%: 1.15–2.68), p < 0.01; 3TC: PR = 1.54 (CI95%: 1.00–2.37), p = 0.05). Moreover, the proportion of

children with MDD was unexpectedly high before randomisation in both groups. Long-term health

impacts of these mitochondrial DNA parameters should be investigated further for both CHEU

and HIV-infected children receiving LPV/r- or 3TC- based regimens.

J. Clin. Med. 2020, 9, 2972; doi:10.3390/jcm9092972 www.mdpi.com/journal/jcm
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1. Introduction

The most recent Word Health Organisation (WHO) guidelines for the prevention of mother-to-child

transmission (PMTCT) of human immunodeficiency virus 1 (HIV-1) recommend lifelong antiretroviral

therapy (ART) for all pregnant or breastfeeding HIV-infected women independently of their CD4

count or HIV clinical stage [1]. In addition to in utero exposure to both HIV and the antiretroviral

drugs (ARVs), children who are HIV-exposed but uninfected (CHEU) continue to be exposed to HIV

and the ARVs during breastfeeding as well as for 6–12 weeks of recommended pre-exposure prophylaxis

(PrEP) with either nevirapine (NVP) alone or in combination with zidovudine (ZDV) [1]. Furthermore,

maternal ART results in significant ARV drug concentrations in breast milk to which the baby is also

exposed for several months [2–5]. In 2019, 15.2 million children were CHEU worldwide, thus exposed

to HIV and ARV [6]. Many unfavourable health outcomes have been reported in CHEU such as

metabolic disorders [7,8], increased infectious disease morbidity and higher mortality [9–12], impaired

growth [13–18], neurodevelopmental delays [17,19–21], altered immunity [10,22–26], and mitochondrial

toxicity in comparison to never HIV-exposed children [27–30]. Taken together, this prompted

Powis and Siberry to advocate for the long-term follow up of CHEU irrespective of their HIV/ARV

exposures [31].

Reduction of mitochondrial DNA (mtDNA) copy number per cell (MCN) is a well-known

side effect of nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) [32,33]. NRTIs can act as chain

terminators either by incorporation into the mtDNA which leads to an aborted replication, or by directly

inhibiting DNA polymerase γ, the enzyme responsible for mtDNA replication [32,34]. Depending

on the nature of the different NRTI drugs, different degrees of inhibition have been estimated

with the following decreasing drug toxicity scheme: zalcitabine ≥ didanosine ≥ stavudine >>

lamivudine (3TC) > tenofovir > emtricitabine ≥ zidovudine > abacavir [32]. As a consequence of

the decrease of MCN, the cellular oxidative phosphorylation is disturbed, which leads to increased

production of reactive oxygen species (ROS) that in turn may generate mtDNA point mutations and/or

deleted mtDNA (MDD) [32,34]. Recent in vitro studies showed that most of the protease inhibitors (PIs)

can induce mitochondrial-induced apoptosis [35–37] and increase ROS production [36–40]. These two

mechanisms can lead to a decrease of mtDNA content and induce mtDNA mutations, as NRTIs do.

Furthermore, LPV-boosted RTV (LPV/r) showed to be the most potent inducer of ROS among the other

tested PIs [38]. In this regard, mtDNA depletion has been reported in HIV-infected children receiving

ART compared to their healthy counterparts [41–43]. CHEU exposed in utero to ARVs, and particularly

to NRTIs, also have lower MCN at birth compared to uninfected children, ranging from 37.0% to 49.0%

in cord blood leukocytes [44–47], endothelial cord blood cells [45,46], and PBMCs, which persisted

until two years of age with a progressive reversion to baseline mtDNA levels around five years of

age [48]. In contrast, several other studies have reported higher MCN at birth [49–52], and in one of

them, a longitudinal follow-up showed a decrease over time [52]. In addition, like other cellular DNA,

mtDNA is susceptible to acquired mutations [53], and the accumulation of deleted mtDNA (MDD) is

part of the ageing process [53,54]. It is noteworthy that mtDNA deletions have rarely been investigated

in CHEU and an association with ARV drug exposure has never been demonstrated [55,56].

Our study aimed at evaluating the acute mitochondrial toxicity of an extended PMTCT prophylaxis

based on 3TC or LPV/r regimen given to CHEU for one year by analysing mtDNA parameters,

i.e., MCN and MDD.
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2. Experimental Section

2.1. Design and Study Population

In this longitudinal study, we included CHEU already enrolled in the ANRS 12,174 trial

(NCT00640263), referred hereafter as the PrEP group in the main analysis. Samples were collected

between November 2009 and May 2012 in four African countries namely Burkina Faso, South Africa,

Uganda, and Zambia. The trial protocol and the main findings have been published elsewhere [57,58].

In brief, HIV-infected mothers that enrolled in the trial received ARV prophylaxis during pregnancy

and labour as per national PMTCT guidelines at the time of the trial [59]. They had a CD4 cell count

above 350 cells/mm3 and were therefore not eligible for ART at that time [59]. Children received 7 days

of nevirapine as post-partum prophylaxis. Seven days after birth (D7) and subsequently at one-month

intervals, children were screened for HIV infection by HIV DNA polymerase chain reaction (PCR).

HIV-negative children were included in the trial and randomized to receive either LPV/r or 3TC during

breastfeeding (maximum 50 weeks, W50). Prophylaxis was discontinued one week after the cessation

of breastfeeding, or at W50 (maximum duration).

Criteria for 1236 CHEU included: (1) provision of informed consent to store and use samples

for future research, (2) completion of the W50 visit, (3) availability of dried blood spots (DBS) for

the D7 and W50 visits and, (4) not HIV-infected at W50. Among these eligible participants, 200 CHEU

were randomly chosen in each of the three trial sites (Ouagadougou, Burkina Faso; Mbale, Uganda

and Lusaka, Zambia). For the fourth site (East London, Eastern Cape province, South Africa), 50 children

were randomly chosen from a restricted list, created for a sub-study on in-depth adherence evaluation

and treatment acceptability. The gender ratio of the participants was roughly 1:1 (Male:Female).

Socio-demographic, biological, clinical, and infant feeding characteristics for all mothers and children

were obtained from the ANRS 12174 trial database. Maternal CD4 cell count was measured before

delivery and plasma HIV viral load at 38 weeks (W38) post-partum. Plasma HIV RNA under

1000 copies/mL was considered as a controlled viral load [1].

We also included a control group of 40 South African CHEU from the South African prevention of

mother-to-child transmission evaluation survey (recruitment from September 2012 to March 2013) [60].

This national program enrolled CHEU aged of 4–8 weeks, attending clinics for their first immunization

visit. Although WHO guidelines at that time recommended maternal ARV prophylaxis from 14 weeks

of gestation until 7 days after giving birth and infant prophylaxis for 6 weeks or until one week after

cessation of breastfeeding (WHO Option A), these 40 CHEU had not been exposed to any maternal or

infant ARV prophylaxis [60]. Indeed, mothers of these children did not know their HIV positive status,

thus they had not received ARV prophylaxis, nor had their children. These mothers were identified

because their babies tested HIV antibody positive. This group of CHEU was referred to the control

group in a sub-analysis restricted to South African children. These CHEU came from eight provinces

of South Africa (Eastern Cape, Free Sate, Gauteng, Kwazulu Natal, Mpumalanga, Northern Cape,

and Northern West and Western Cape). Samples were collected at six weeks of age (W6) because

samples at D7 were not available, and at W26 and W50.

The primary outcomes were the proportion of children with mitochondrial DNA (mtDNA)

depletion at W50 (PrEP group) or W26 (control group) and the proportion of children with mtDNA

deletions at D7 and W50 (PrEP group) or at W6 and W26 (control group).

2.2. Sample Collection and Processing

Capillary blood samples were collected by heel prick on Whatman 903 cards (DBS) and stored

at −20 ◦C at the study sites. DNA extraction was performed from 3-mm diameter punches (n = 3)

using the QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the manufacturers’

instructions. Extracted DNA were stored at −80 ◦C.
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2.3. Mitochondrial DNA Parameters Assays

2.3.1. Mitochondrial DNA Copy Number Per Cell

Blood mtDNA content was assessed using the QuickScanTM Mitox assay (Primagen,

Amsterdam, Netherlands) [61]. mtDNA (RNR2 gene; forward 5′-GGGCTCTGCCATCTTAA-3′

and reverse 5′-GTAATCCAGGTCGGTTTCTA-3′) and nuclear DNA (snRNP U1A gene; forward

5′-CGGCATGTGGTGCATAA-3′ and reverse 5′-TGCGCCTCTTTCTGGGTGTT-3′) were amplified

by quantitative PCR (qPCR) on extracted DNA and quantified using calibrators provided by

the manufacturer. Results were given as mtDNA copy number per cell (MCN) using Equation

(1) (according to the manufacturer instructions):

MCN = 2([Ct(A)∗E(A)]−[Ct(B)∗E(B)], (1)

where Ct is Cycle threshold, E is efficacy of the PCR, and A and B are the genes of interest, respectively,

mtDNA and U1A (see the Methodology details section in the Supplementary Materials for descriptive

statistics of the assay).

As a quality control, we used a modified analysis flow described by Ashar et al. to check for

nuclear DNA degradation. At all points in time (D7, W6, W26, and W50 in the PrEP and control

groups), if a cycle threshold (Ct) for U1A was not comprised between the mean of all the Ct ±

(2 × standard deviation), the sample was removed from the analysis [62].

Because we quantified MCN in whole blood, we also performed correlation analyses for each

site at all points in time between platelet count and MCN using Spearman’s rank-order correlation.

A site was excluded from the analysis if the absolute value of Rho was ≥0.3 with p ≤ 0.05. We further

controlled for the mitochondria-rich platelet content using platelets and leucocytes enumerated on

the MCN values at D7 by applying the formula proposed by Hurtado et al. [63]. We assumed that raw

data were validated if the difference between them and corrected data did not exceed 10%.

The decrease in MCN between the MCN measured at t0 (D7 or W6) and the one measured at t1

(W26 or W50) was calculated according to Equation (2):

(MCN at t0) − (MCN at t1)

MCN at t0
× 100, (2)

We defined mtDNA depletion as a 50% or more decrease in MCN from D7 to W50 for the PrEP

group or from W6 to W26 for the control group. No given threshold for mtDNA depletion is described

in the literature and a few longitudinal studies have reported conflicting results. Indeed, reports from

birth to one year of age in healthy US children have shown no variation of MCN in leucocytes [48],

increased MCN in leucocytes [44], or decreases of MCN by 29% in PBMC [52]. Another Chinese study

showed a decreasing trend of MCN during the first two years of life [64]. For CHEU, US studies have

reported a decrease of MCN by 5.3% in PBMC [52], or an increase of MCN in leucocytes [44]. As a

conservative threshold, a 50% reduction encompassed all of these reported values.

2.3.2. Mitochondrial DNA Deletion

Primers MITO which target a mtDNA region where no deletion has been reported (forward

5′-CTAAATAGCCCACACGTTCCC-3′ and reverse 5′-AGAGCTCCCGTGAGTGGTTA-3′) and primers

DEL which target a region that encompasses 84% of the reported deletions so far (forward

5′-CTGTTCCCCAACCTTTTCCT-3′ and reverse 5′-CCATGATTGTGAGGGGTAGG-3′) were used in a

duplex qPCR as previously described [65]. qPCRs were performed on a LightCycler® 480-II System

(Roche, Bâle, Switzerland) using the following cycling program: 95 ◦C for 10 min; 40 cycles at 95 ◦C

for 15s, 55 ◦C for 15 s, and 60 ◦C for 1 min. The final reaction volume was 25 µL and contained 10 µL

LightCycler®480 Probes Master mix (Roche, Bâle, Switzerland), each mitochondrial DNA primer at
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500 nM and their respective probes at 50 nM and 150 nM for MITO and DEL, respectively. Results were

obtained as a proportion of deleted mtDNA (MDD).

We considered children as being with MDD when the proportion of deleted mtDNA was above

2.3% of the total mtDNA. This value was determined as the mean value obtained for 10 healthy

newborns + 3 standard deviations. Because we did not have enough samples with a known percentage

of deletion to test for the proportionality of this assay, we used the results in a qualitative manner.

Both qPCRs were validated by DNA samples provided by a reference center for mitochondrial

diseases from Angers, France (see the Appendices A and B for methodology details related to

mitochondrial DNA parameters assays and Supplementary Materials Figures S1 and S2 for descriptive

statistics of the deletion assay and results details for the quality control of DNA).

The analysis flow for MCN measurement is summarised in Figure 1.

Figure 1. Analysis flow for mitochondrial DNA copy number per cell assessment. Abbreviations: DBS,

dried blood spot; PCR, polymerase chain reaction; Ct, cycle threshold; SD standard deviation.

2.4. Statistical Analysis

The data were described as frequencies with percentages for categorical variables, and medians

with interquartile ranges (IQR) or means with standard deviations (SD) for non-Gaussian or Gaussian

continuous variables, respectively. Prophylactic treatment comparisons were performed using

Chi square or Fisher’s exact tests for categorical variables and Wilcoxon Mann–Whitney test for

non-Gaussian continuous variables or Student’s t-test for Gaussian continuous variables.

Mitochondrial DNA (mtDNA) copy number per cell (MCN) at baseline was compared between

sites using Kruskal–Wallis test because the variable did not fulfil the normality condition. Wilcoxon

Mann–Whitney test was used for paired comparisons. MCN between genders at baseline was compared

using Wilcoxon Mann–Whitney test. We performed a Spearman’s rank correlation test to address whether

there was a correlation between HIV-related maternal characteristics at baseline and MCN at D7.

In order to evaluate the impact of 3TC and LPV/r on mtDNA, both mtDNA depletion

and mtDNA deletion were assessed. Prophylactic treatments comparison was performed using

Wilcoxon Mann-Whitney test and Chi square test. In order to address whether the prophylaxis was

associated with mtDNA depletion, we used Poisson regression with robust error variance to model

the probability of having a mtDNA depletion (≥50% reduction of MCN) at W26 in a sub-analysis
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restricted to the South African site including CHEU children who did not received a postnatal

prophylactic treatment (control group). Variables with p ≤ 0.25 in the bivariate analysis were included

in the multivariable analysis. Variables were then selected according to a backward elimination for

minimizing the Akaike information criterion (AIC). The confidence level was set at 95% and power at

80%. The same plan of analysis was used in order to characterise the impact of each drug on mtDNA

depletion in this sub-analysis. Statistical analyses were performed using SAS studio (Copyright ©

2012–2016, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

2.5. Ethics Considerations

Written informed consents were obtained from the mother or legal representative prior to

enrolment in the ANRS 12,174 trial (NCT00640263). The protocol was conducted in accordance with

the Declaration of Helsinki and approved by the Biomedical Research Ethics Committee in Zambia

(No 008-02-080), the Uganda National Council for Science and Technology (No HS 470), the Stellenbosh

University ethics committees for South Africa (No M09/11/043) and the Ethical Committee for Health

Research in Burkina Faso (No 2008-039).

3. Results

3.1. Study Population Characteristics of the PrEP Group

After quality control assessment and mtDNA confounds (see Supplementary Materials), a total of

139 CHEU were included for further analysis: 46 children from Burkina Faso, 48 from South Africa,

and 45 from Uganda (Figure 2).

Figure 2. Details of the distribution of final populations analysed by country, group and treatment.

LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine; PrEP, pre-exposure prophylaxis.

At day 7, the mean infant weight was 3.2 ± 0.5 kg (Table 1). Most newborns were born at term

and 23 were born at week 36 of the pregnancy. Only two of them had a gestational age under 36 weeks.

The majority of children had normal haemoglobin (93.5%) and alanine aminotransferase (92.8%)

concentrations, platelet count (94.8%), and white blood cell count (100.0%).
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Table 1. Children’s characteristics at PrEP randomisation (D7).

Characteristic LPV/r (n = 64) 3TC (n = 75) Total (n = 139) p Value a

Gender; n (%) 0.96
Male 33 (51.6) 39 (52.0) 72 (51.8)

Weight (kg); mean ± SD 3.1 ± 0.5 3.3 ± 0.4 3.2 ± 0.5 0.19
Height (cm); mean ± SD 49.2 ± 2.1 49.8 ± 2.0 49.5 ± 2.0 0.11
Gestational age (week);

mean ± SD
38.3 ± 1.7 38.5 ± 1.9 38.4 ± 1.8 0.30

Preterm birth (week); n
(%)

0.82

No prematurity ≥ 37 53 (82.8) 61 (81.3) 114 (82.0)
Prematurity < 37 11 (17.2) 14 (18.7) 25 (18.0)

Hæmoglobin (g/dL);
median [IQR]

16.1 [15.0;17.3] 16.1 [14.6;17.3] † 16.1 [14.9;17.3] † 0.91

ALT (U/L); n (%) 0.88
Normal ≤ 40 59 (92.2) 70 (93.3) 129 (92.8)

Abnormal > 40 5 (7.8) 5 (6.7) 10 (7.2)
Mild [40;100] 3 (4.7) 4 (5.3) 7 (5.0)

Moderate [100;200] 2 (3.1) 1 (1.3) 3 (2.2)
Haemoglobin (g/dL); n

(%)
0.10

Normal > 13 62 (96.9) 67 (90.5) † 129 (93.5) †
Anemia ≤ 13 2 (3.1) 7 (9.5) † 9 (6.5) †
Mild [12;13] 1 (1.6) 6 (8.1) † 7 (5.1) †

Moderate [10;12] - 1 (1.4) † 1 (0.72) †
Very severe [0;9] 1 (1.6) - 1 (0.72) †

Platelet count (103/mm3);
n (%)

0.43

Normal ≥125 59 (92.2) 69 (97.2) ‡ 128 (94.8) ‡
Thrombocytopenia <125 5 (7.8) 2 (2.8) ‡ 7 (5.2) ‡

Mild [100;125] 3 (4.7) 2 (2.8) ‡ 5 (3.7) ‡
Moderate [50;100] 1 (1.6) - 1 (0.7) ‡
Very severe [0;25] 1 (1.6) - 1 (0.7) ‡
White cell count
(103/mm3); n (%)

NA

Normal > 2.5 64 (100.0) 73 (100.0) § 137 (100.0) §
Neutrophil count
(103/mm3); n (%)

0.22

Normal > 1.5 62 (96.9) 73 (100.0) § 135 (98.5) §
Neutropenia ≤ 1.5 2 (3.1) - 2 (1.5) §

Mild [1.25;1.5] 1 (1.6) - 1 (0.7) §
Moderate [1.0;1.25] 1 (1.6) - 1 (0.7) §

† one missing value, ‡ four missing values, § two missing values. a Chi-square test or Fisher’s exact test as appropriate
and Student’s t-test or Wilcoxon Mann-Whitney test for LPV/r versus 3TC. Abbreviations: PrEP, Pre-exposure
prophylaxis; D7, day 7; SD, standard deviation; LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine; IQR, interquartile
range; ALT, Alanine Aminotransferase, NA, non applicable.

All of the participating mothers had a CD4 cell count above 350 cells/mm3 before delivery,

and 66.7% had a controlled HIV viral load at D7 (Table 2). Most of them had received zidovudine as

prophylaxis during pregnancy for an average of eight weeks. At week 38 post-partum, viral load was

uncontrolled in 61.2% of mothers.

No differences in infant or maternal characteristics exist between the two arms. The study

population characteristics by study site are presented in Supplementary Tables S1–S6.
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Table 2. Maternal characteristics at randomisation (D7) and during follow up.

Characteristic LPV/r (n = 64) 3TC (n = 75) Total (n = 139) p Value a

At randomisation (D7)

Social demographic characteristics

Age (year); median [IQR] 27.1 [24.1;30.7]] 28.2 [24.2;32.6] 27.4 [24.1;32.2] 0.25
Parity; median [IQR] 3.0 [2.0;3.5] 2.0 [1.0;4.0] 3.0 [2.0;4.0] 0.56

Clinical and biological characteristics

BMI; median [IQR] 24.0 [21.4;27.5] 23.4 [21.4;27.7] 23.8 [21.4;27.7] 0.88

CD4 cells count (cells/mm3); median [IQR] 556.0 [407.0;784.0] † 584 [433.0;760] ‡ 558.0 [420.0;766.0] § 0.91

HIV viral load (Log copies/mL); median [IQR] 2.2 [2.2;3.3] 2.2 [2.2;3.3] ¶ 2.2 [2.2;3.3] ¶ 0.79
HIV viral load control; n (%) 0.33

Controlled <1000 copies/mL 40 (62.5) 52 (70.3) ¶ 92 (66.7) ¶

Uncontrolled ≥1000 copies/mL 24 (37.5) 22 (29.7) ¶ 46 (33.3) ¶

WHO HIV staging; n (%) 1.00
Stage 1 60 (93.8) 71 (94.7) 131 (94.2)
Stage 2 4 (6.2) 4 (5.3) 8 (5.8)

Antiretroviral prophylaxis

ARV prophylaxis during pregnancy; n (%) 0.47
ZDV 45 (70.3) 51 (68.0) 96 (69.1)

ZDV + 3TC 11 (17.2) 18 (24.0) 29 (20.9)
No ARV prophylaxis 8 (12.5) 6 (8.0) 14 (10.1)

Duration of ARV prophylaxis taken during pregnancy
(week); median [IQR]

8.0 [5.5;12.5]
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3.2. mtDNA Content and Proportion of Deleted mtDNA at D7

At D7 (baseline), mitochondrial DNA copy number per cell (MCN) measured in the PrEP group

(n = 139) varied from 103 to 1770 copies/cell with a median of 846 and IQR of 555 to 1082 (Table 3).

The median MCN in the LPV/r group was 897 (614; 1135) and those in the 3TC group was 803

(484; 1056) (p = 0.08). MCN at baseline differed according to study sites (p < 0.01, Kruskal–Wallis

test) (Table 3). MCN in South Africa was lower than those observed for Burkina Faso and Uganda

which were similar (South Africa versus Burkina Faso, p value < 0.01; South Africa versus Uganda,

p value < 0.01; Burkina Faso versus Uganda, p value = 0.34). We did not observed difference in MCN

according to the gender (Supplementary Table S7). Spearman’s rank correlation test showed that

HIV-related maternal characteristics, i.e., CD4 cell count and viral load at D7, did not correlate with

MCN at D7 (CD4: Rho = 0.09, p = 0.31, n = 122; HIV viral load: Rho = −0.03, p = 0.72, n = 138).

Using the experimental threshold for positivity (see Appendix B), 99.3% of children harboured MDD

(Table 3).

Table 3. mtDNA copy number per cell (MCN) and proportion of children with deleted mtDNA (MDD)

at PrEP randomisation (D7) by study site.

Site PrEP n
MCN

Median [IQR]
n

Children with
MDD, n (%)

Burkina
Faso

All 46 922 [700;1112] 44 43 (97.7)
LPV/r 23 947 [757;1253] 23 22 (95.7)
3TC 23 833 [671;1112] 21 21 (100.0)

South
Africa

All 48 473 [329;799] 48 48 (100.0)
LPV/r 20 624 [447;1191] 20 20 (100.0)
3TC 28 422 [273;715] 28 28 (100.0)

Uganda
All 45 976 [814;1099] 45 45 (100.0)

LPV/r 21 975 [814;1083] 21 21 (100.0)
3TC 24 1002 [819;1100] 24 24 (100.0)

All

All 139 846 [555;1082] 137 136 (99.3)
LPV/r 64 897 [614;1135] 64 63 (98.4)
3TC 75 803 [484;1056] 73 73 (100.0)

Abbreviations: PrEP, pre-exposure prophylaxis; MCN, mitochondrial DNA copy number per cell; MDD, deleted
mitochondrial DNA; D7, day 7; IQR, interquartile range; LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine.

3.3. mtDNA Content and Proportion of Deleted mtDNA after One Year of PrEP

After one year of PrEP, the overall level of MCN decreased as compared to the matched baseline

D7 value, with a median decrease of MCN of 41.7% and IQR of 12.1 to 64.4 (Table 4). This variation

differed according to study sites. The overall median decrease of MCN was similar between groups

(40.1% for LPV/r versus 42.2% for 3TC, p = 0.35). mtDNA depletion was observed in 58 children

(41.7%), 27 (42.2%) in the LPV/r group and 31 (41.3%) in the 3TC group (3TC versus LPV/r: p = 0.97)

(Table 4). As we observed a trend toward an interaction between the prophylactic treatment and the site

on mtDNA depletion (p = 0.09), we presented the results according to study sites. MDD was detected

in all CHEU at week 50.
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Table 4. Variation of mtDNA copy number per cell (MCN) and number of children with mtDNA

depletion (≥50% reduction) after one year of PrEP by study site.

Site PrEP n
Decrease of MCN

Median [IQR]
p Value a Children with

Depletion, n (%)
p Value b

Burkina Faso

All 46 30.2% [2.5;54.4] 13 (28.3)
LPV/r 23 39.3% [12.1;65.9]

0.12
8 (34.8)

0.33
3TC 23 17.3% [−7.7;49.8] 5 (21.7)

South Africa

All 48 63.3% [37.8;75.0] 30 (62.5)
LPV/r 20 73.2% [50.9;85.6]

0.02
15 (75.0)

0.13
3TC 28 52.8% [34.8;70.4] 15 (53.5)

Uganda
All 45 35.4% [4.8;52.9] 15 (33.3)

LPV/r 21 17.8% [0.4;43.1]
0.08

4 (19.0)
0.06

3TC 24 49.2% [21.1;59.3] 11 (45.8)

All

All 139 41.7% [12.1;64.4] 58 (41.7)
LPV/r 64 40.1% [14.6;72.7]

0.35
27 (42.2)

0.97
3TC 75 42.2% [6.9;60.2] 31 (41.3)

a Wilcoxon Mann-Whitney test for LPV/r versus 3TC. b Chi square test for LPV/r versus 3TC. Abbreviations:
mtDNA, mitochondrial DNA; MCN, mitochondrial DNA copy number per cell; PrEP, pre-exposure prophylaxis;
IQR, interquartile range; LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine.

3.4. Sub-Analysis of MCN and MDD Variations among CHEU from South Africa

To answer whether prophylaxis was responsible for mtDNA depletion and deletion, we performed

a sub-analysis including a control group of South African CHEU not receiving prophylaxis (Figure 2).

As we reported above, both MCN and MDD were site dependent and, due to the inaccessibility

of samples from children who had not received prophylaxis for the three sites, we restricted this

analysis to South African CHEU. There were no significant differences in the maternal or children’s

characteristics between the control group and the PrEP group at baseline (W6) except for the province

of residency, prematurity and breastfeeding practice (Supplementary Table S8).

Evolution of MCN from W6 to W50 revealed that the decrease of MCN occurred during the first

six months of life in CHEU in both the control group and the PrEP group. At baseline, MCN were

significantly higher in the PrEP group compared to the control group (Table 5), but the inverse trend

was observed at W26.

Table 5. mtDNA copy number per cell (MCN) at baseline (W6) and at W26 in South African CHEU

from the control group and the PrEP group.

Group PrEP n
W6 MCN

Median [IQR]
p Value a W26 MCN

Median [IQR]
p Value a

Control No 38 347 [258;407] 194 [167;248]

PrEP

Yes 47 458 [310;796] <0.01 138 [122;148] <0.01
LPV/r 19 682 [364;1220] <0.01 132 [123;143] <0.01
3TC 28 422 [273;691] 0.07 141 [122;148] <0.01

a Wilcoxon Mann-Whitney test for comparison between “Control group” versus “PrEP group”, “Control group”
versus “PrEP group LPV/r” and “Control group” versus “PrEP group 3TC”. Abbreviations: MCN, mitochondrial
DNA copy number per cell; W6, week 6; W26, week 26; CHEU, children who are HIV-exposed uninfected;
PrEP, pre-exposure prophylaxis; IQR, interquartile range; mtDNA, mitochondrial DNA; LPV/r, lopinavir/ritonavir;
3TC, lamivudine.

The decrease of MCN was greater in the PrEP group with a median of 71.3% [59.0;82.1] compared

to the control group median of 47.7% (10.4; 55.9) (Table 6). At W26, mtDNA depletion was observed

in 16 children (42.1%) in the control group and in 39 children (83.0%) in the PrEP group (Table 6).

The proportion of children with MDD was 86.8% in the control group and 100.0% in the PrEP group.
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Table 6. Decrease of MCN between baseline (W6) and W26 and mtDNA depletion (≥50% reduction) in

South African CHEU from the control group and the PrEP group.

Group PrEP n
Decrease of MCN

Median [IQR]
p Value a

Children with
mtDNA

Depletion, n (%)

Control No 38 47.7% [10.4;55.9] 16 (42.0)

PrEP

Yes 47 71.3% [59.0;88.1] <0.01 39 (83.0)
LPV/r 19 79.4% [61.8;88.2] <0.01 17 (89.5)
3TC 28 70.5% [55.3;78.9] <0.01 22 (78.6)

a Wilcoxon Mann-Whitney test for comparison between “Control group” versus “PrEP group

Yes”, “Control group” versus “PrEP group LPV/r” and “Control group” versus “PrEP group 3TC”.

Abbreviations: MCN, mitochondrial DNA copy number per cell; W6, week 6; W26, week 26;

CHEU, children who are HIV-exposed uninfected; PrEP, pre-exposure prophylaxis; IQR, interquartile

range; mtDNA, mitochondrial DNA; LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine.

Risk factor analysis of mtDNA depletion using multivariable Poisson regression with robust error

variance after adjustment for confounders showed that infant prophylaxis was positively associated

with mtDNA depletion at W26 with an adjusted prevalence ratio (PR) of 1.63 (95% CI: 1.08–2.45)

p < 0.02 (Table 7). When the type of prophylaxis was introduced, both LPV/r and 3TC treatment were

positively associated with mtDNA depletion with an adjusted PR of 1.75 (95%CI: 1.15–2.68; p < 0.01)

and of 1.54 (95% CI: 1.00–2.37; p = 0.05), respectively. Of note, male gender was also a risk factor of

mtDNA depletion with an adjusted PR around 1.39 in the two models (Table 7).

Table 7. Risk factors associated with mtDNA depletion (≥50% reduction) after six months of PrEP in

CHEU from South Africa.

Independent Variable
Crude Estimates Adjusted Estimates

PR 95% CI (LB-UB) p Value PR 95% CI (LB-UB) p Value

Gender
Girl 1.0 1.00
Boy 1.42 1.03–1.97 0.03 1.39 1.05–1.84 0.02

PrEP *
No 1.0 1.00
Yes 1.97 1.33–2.92 <0.01 1.63 1.08–2.45 0.02

Mother age (per 5 years) 1.05 0.92–1.19 0.47
Parity 0.95 0.81–1.12 0.56

Duration of breastfeeding (weeks)
<39 1.00
≥39 0.85 0.63–1.15 0.30

Gestational age (weeks) 1.05 0.98–1.13 0.17 1.08 0.98–1.19 0.11
Weight of the infant at W6 (per 500 g) 0.98 0.91–1.07 0.69

* “PrEP No” refers to the control group and “PrEP Yes” refers to the PrEP group. Abbreviations: mtDNA,
mitochondrial DNA; PrEP, pre-exposure prophylaxis; CHEU, children who are HIV-exposed uninfected;
PR, prevalence ratio; CI, confidence interval; LB, lower bound; UB, upper bound; W6, week 6.

4. Discussion

In our study, CHEU receiving LPV/r as prophylaxis for one year had the same mtDNA depletion

as those receiving 3TC. The sub-analysis with South African control CHEU strongly suggests that

both prophylactic regimens are associated with an increased level of MCN depletion. We did not

assess the impact of prophylaxis on MDD because the proportion of children with MDD at birth was

already high.

We used a threshold for mtDNA depletion of a 50% decrease at W50 or W26, respective to their

baseline value (D7 or W6). Using this threshold, the observed decrease of MCN in the PrEP group

was greater than any other reported so far. Studies from CHEU have reported an MCN increase in

leukocytes from birth to one or two years of age [44], or an unchanged MCN until two years old in
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PBMCs [48]. Recently, Ajaykumar et al. observed a mild 5.3% decrease of MCN in PBMCs in more

than 100 CHEU at one year of age [52]. It is noteworthy that CHEU from South Africa had the larger

decrease of MCN given that samples were collected, stored and extracted according to the same

procedures, and all the data was analysed using the same quality controls for DNA integrity and PCR

validation. In addition, ARV prophylaxis received during pregnancy as per PMTCT national guidelines

does not explain this difference. In the South African sub-analysis, we showed that “receiving a

prophylaxis” was a risk factor associated with the mtDNA depletion observed in the first six months of

life. Furthermore, South African children receiving LPV/r showed a larger decrease in MCN than those

receiving the 3TC, which is compatible with a higher toxic effect of LPV/r to 3TC. The deleterious impact

of NRTIs, including 3TC, on MCN is commonly recognized in the literature [32–34]. PIs and particularly

LPV/r–on the other hand–have not been tested. Thus, LPV/r toxicity was unexpected but could be

the result of elevated oxidative stress. Indeed, Taura et al. reported that LPV was the most potent

inducer of ROS production in PBMCs among the PIs [38]. This production was recently shown to be

an alternative mechanism of NRTI-dependent mitochondrial toxicity [66]. Even if the downstream

consequences of the ROS production in this context is not clearly established, mtDNA damage might

represent a side effect of LPV/r treatment. It should, however, be mentioned that LPV/r excipients

consisting of polypropylene glycol and alcohol might also play a role in the process. Further in vitro

studies are necessary to assess this hypothesis. The risk factor analysis showed that male gender was

positively associated with mtDNA depletion. This sex-driven response has not been reported yet in

CHEU. Animal studies in rats and rodents have shown that ROS production was higher in males than

in females in several organs including the liver, brain, skeletal muscles and heart [67]. Rodent brains

also exhibited higher oxidative damage in males [67]. Taken together, one could suggest that boys

are more vulnerable to mtDNA depletion through increased ROS-induced mtDNA damage. Further

studies specifically designed for this question are needed.

In the present study, we used MDD as a qualitative variable for mtDNA deletions because we

did not validate the linearity of the technique, only the limit of positivity. The proportion of CHEU in

the PrEP group with deleted mtDNA at D7, irrespective of the site, was unexpectedly high. To date,

Maagaard et al. reported such high prevalence of MDD (75%) in the blood of HIV-infected adults [68].

To our knowledge, two studies have investigated MDD in CHEU, one including Tanzanian children at

birth reported a low frequency of MDD [56], and another including US children aged 18 months did

not report MDD [55]. These three studies were not quantitative either and did not indicate the limit of

positivity. Although the detection of MDD is not reassuring since such mutations cannot be repaired

and may accumulate with age [69], it should be kept in mind that cells have more than hundred mtDNA

copies, and both deleted and wild type copies co-exist. As a consequence, the expression of such a

mutation is considered as recessive. Additional studies using quantitative assays, like combination

of next-generation sequencing and advanced sequence analysis, are clearly needed to conclude on

the effects of these exposures.

Detecting mtDNA depletion in CHEU raises concerns about its impact on health. It was previously

reported that the decrease of MCN is partially reversible as its rebounds upon drug discontinuation [48,70].

On the other hand, CHEU have many unfavourable health outcomes due to unidentified mechanisms.

A long-term follow-up of these children, including growth and neurodevelopment outcomes, might bring

new insights on this matter.

This study had several limitations. The initial trial did not include children that were not receiving

the prophylaxis. Therefore, we cannot draw conclusions on the level of impact of these two prophylaxis

regimens on mitochondrial parameters. The sub-analysis in South Africa did include a control group

of CHEU but they originated from different provinces. However, they were highly comparable with

South African CHEU from the PrEP group and we were able to match the analysis to the same time

points, allowing for an age-matched comparison. We were unable to analyse all the MCN corrected

by the Hurtado’s formula because we did not record the leucocyte and platelet counts at W50 in

the database [63]. However, corrected MCN values at D7 were not significantly different from the raw
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values. Finally, the maternal HIV viral loads at the time of collection were not available and could not

be included in the risk factors analysis.

Our study offers several strengths. First, the random selection of these samples among

the participants randomised in the ANRS 12,174 trial minimizes the risk of any selection bias.

Adherence to the LPV/r or 3TC was also well monitored and controlled throughout the trial. This group

of children not infected but receiving ARV prophylaxis for one year is unique. Our study design

compared the variation of the MCN for each individual reducing misinterpretations from cross-sectional

studies. Furthermore, the different levels of quality checks (DNA integrity using a more stringent

rule for removing samples, i.e., 2 SD versus 5 SD, corrected MCN taking into account platelet

and leucocyte counts using the formula of Hurtado et al. [63], and correlation analyses between platelet

count and MCN) have already been used and published by others who have worked on the general

population or key populations, i.e., drug users [62,71]. Finally, our study’s large sample size ensures

powerful analysis of data.

5. Conclusions

Mitochondrial depletion was detected in CHEU receiving 3TC but also LPV/r, an antiprotease

inhibitor. This class of molecule has never been associated with mitochondrial toxicity, so far. HIV and/or

ARV exposures during pregnancy are clearly the prime candidates to explain the unexpectedly high

prevalence of children with deleted mtDNA. Long term follow-up of CHEU analysing these outcomes

is required as such mutations may accumulate with age.
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Appendix A. Methodology Details for Mitochondrial DNA Parameters Assay

Appendix A.1. Mitochondrial DNA Copy Number Per Cell

The interplate mean of variation coefficients were 4.0% at D7, 3.0% at W6, 3.0% at W26

and 5.0% at W50. Mean Ct for U1A at D7, W6, W26 and W50 were 27.3 ± 2.3, 25.7 ± 0.8, 25.2 ± 0.7

and 27.0 ± 2.6, respectively.
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Appendix A.2. Mitochondrial DNA Deletion

The performance of the assay was validated after a repetitive series of qPCR (n = 16) on a single

whole blood extracted-DNA whose known concentration ranged from 0.1 ng to 100 ng per assay.

Intra- and inter-run variations were 1.8% and 2.65% for MITO, respectively and 1.5% and 2.39% for

DEL, respectively (Supplementary Figures S1 and S2).

The efficiency of each individual qPCR was calculated on DNA extracted from platelets cell pellets

without nuclear DNA (Etablissement français du Sang, Montpellier, France). DNA was extracted using

QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) with RNase treatment and standard curves

were constructed for the two pairs of primers using mtDNA whose concentration ranged from 104 to

108 ng/µL.

For the calculation of the proportion of deleted mtDNA (MDD, in %), MITO and DEL experimental

values were corrected for their respective qPCR efficiency. We then calculated the proportion of MDD

using Equation (3):

MDD =
corrected MITO value− corrected DEL value

corrected MITO value
∗ 100 (3)

Appendix B. Methodology Details for the Validation of qPCR

The accuracy of the quantification methods was further validated by means of various

DNA samples from Rho0 cells, from patients carrying mtDNA deletions, and dried blood from

healthy newborns provided by a reference center for mitochondrial diseases of Angers (France).

Briefly, qPCR assaying MCN were performed on Rho0 cells which lack mtDNA and which are

routinely used as negative PCR quality control for clinical test developments. A faint amplification

of mtDNA was observed, but was a result of amplification of known ancestral mtDNA fragments

inserted in the Human nuclear genome, also known as NUMTS [72]. After comparing the difference

in copy number of this pseudogene (i.e., one copy per cell) versus mtDNA copies (i.e hundreds per

cell), we considered this amplification negligible and validated our qPCR. Regarding the mtDNA

deletion assay, the co-amplification of the nuclear pseudogene generated an estimated error of 1%.

qPCR revealed rates of deleted mtDNA in the blood from patients affected by such mtDNA deletions

(n = 3) consistent with those observed by the French national reference center. DBS from healthy

newborns (n = 10) were also tested with our qPCR and showed an average rate of deletion of 1.1% ± 0.4,

consistent with the error previously calculated. The assay was qualitative and children were considered

positive if the MDD was superior or equal to a threshold of 2.3%, corresponding to mean + 3 *standard

deviation, obtained from these healthy newborns.
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Article 2 

« Health outcomes at school age among children who are HIV-exposed but uninfected with 

detected mitochondrial DNA depletion at one year » 

 

Cette deuxième partie décrit l’évaluation sur le long terme de la toxicité mitochondriale des 

deux prophylaxies ARV, 3TC et LPV/r, administrées aux CHEU de l’essai PROMISE PEP. 

Contrairement au premier article évaluant la toxicité mitochondriale aiguë, celui-ci repose 

uniquement sur le nombre de copies d’ADNmt. Nous avons en effet souhaité développer notre 

collaboration avec le Centre Hospitalier Universitaire d’Angers afin de proposer une analyse 

quantitative du pourcentage de molécule d’ADNmt délétées dans le sang total des CHEU. Ce 

travail est en cours. Nous avons par ailleurs dans cette deuxième partie recherché une éventuelle 

association entre la déplétion de l’ADNmt observée à la fin de l’exposition aux ARV et la santé 

de ces enfants. 

Ce suivi longitudinal a été rendu possible grâce à l’essai ANRS 12341 PROMISE M&S 

(ClinicalTrials.gov : NCT03519503) mené entre 2017 et 2018 qui a consisté à rappeler les 

CHEU de l’essai PROMISE PEP à l’âge de 6 ans, lors d’une visite sur un ou deux jours,  pour 

une évaluation de leur croissance et de leur développement neuro-psychomoteur. Les résultats 

de cette étude menée par notre consortium sont en cours de révision dans Scientific Reports. 

Parmi les 1273 enfants inclus dans l’essai initial, 1101 étaient éligibles à l’essai PROMISE 

M&S après exclusion des enfants ne répondant pas aux critères d’éligibilité, à savoir 159 

enfants n’ayant pas effectué la visite à W50, 11 enfants infectés et 2 à statut VIH inconnu. 562 

enfants ont été inclus dans PROMISE M&S (50.2%). En effet, 339 mères ou responsables légal 

n’ont pas pu être contactés, 80 mères avaient déménagé, 60 mères n’avaient pas d’information 

de contact valide, 41 mères n’ont pas souhaité participer, 8 enfants sont décédés entre la visite 

à W50 et la visite à Y6, et 1 mère ne s’est pas présentée à la visite d’inclusion. La comparaison 

des caractéristiques des enfants inclus versus non inclus montrent que les enfants non-inscrits 

dans la cohorte de suivi avaient des z-scores à W50 (WAZ, HAZ et WHZ) plus faibles que ceux 

qui étaient inscrits, mais cela est dû au fait que les pays ayant les z-scores moyens les plus 

faibles (Burkina Faso et Zambie) avaient également les taux de recrutement les plus bas en 

raison de problèmes techniques et de personnel. Cependant, lorsque la comparaison est 

effectuée pays par pays ou ajustée par pays, les enfants inscrits et non-inscrits avaient des z-

scores similaires. Au final, 553 enfants ont été inclus dans les analyses après exclusion de 8 

infections et d’une violation de protocole. Si la prise de poids à un an était légèrement plus 



121 

 

faible parmi les CHEU ayant reçu du LPV/r en comparaison à ceux ayant reçu du 3TC, les 

conclusions à 6 ans sont plutôt rassurantes, montrant une croissance similaire des enfants entre 

les deux régimes prophylactiques, ainsi que des performances neuro-psychomotrices 

comparables. 

Plusieurs stratégies d’analyse étaient envisageables pour l’étude de la toxicité mitochondriale 

sur le long terme. Nous aurions pu mener une étude rétrospective en se concentrant sur les 

CHEU présentant des signes majeurs de retard de croissance ou du développement 

neurocognitif à 6 ans et en analysant leur association avec les paramètres mitochondriaux entre 

D7 et W50. Nous avons cependant fait le choix de nous concentrer sur ceux présentant une 

déplétion de l’ADNmt à la fin de l’exposition aux ARV et d’évaluer ainsi de façon prospective 

leur état de santé à 6 ans. Ce choix s’inscrit en toute logique dans l’objectif décrit pour le 

premier article, à savoir la recherche d’éventuelles manifestations cliniques chez les CHEU 

dont le nombre de copies d’ADNmt se trouvait fortement altéré mais aussi dans notre objectif 

plus général d’identifier au plus tôt ceux dont la santé pourrait se trouver impactée sur le long 

terme pour pouvoir leur proposer un suivi adapté. 

Ce travail est présenté dans l’article 2 qui suit ; les Supplementary Materials sont disponibles 

en Annexes. 
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Abstract: Infant antiretroviral (ARV) prophylaxis given to children who are human immunodeficiency

virus (HIV)-exposed but uninfected (CHEU) to prevent HIV transmission through breastfeeding

previously proved its efficacy in the fight against the pediatric epidemic. However, few studies

have investigated the short- and long-term safety of prophylactic regimens. We previously reported

a decrease of mitochondrial DNA (mtDNA) content among CHEU who received one year of

lamivudine (3TC) or lopinavir-boosted ritonavir (LPV/r) as infant prophylaxis. We aimed to describe

mtDNA content at six years of age among these CHEU, including those for whom we identified

mtDNA depletion at week 50 (decrease superior or equal to 50% from baseline), and to compare

the two prophylactic drugs. We also addressed the association between mtDNA depletion at week

50 with growth, clinical, and neuropsychological outcomes at year 6. Quantitative PCR was used to

measure mtDNA content in whole blood of CHEU seven days after birth, at week 50, and at year 6.

Among CHEU with identified mtDNA depletion at week 50 (n= 17), only one had a persistent mtDNA

content decrease at year 6. No difference between prophylactic drugs was observed. mtDNA depletion

was not associated with growth, clinical, or neuropsychological outcomes at year 6. This study

brought reassuring data concerning the safety of infant 3TC or LPV/r prophylaxis.

Keywords: mitochondrial DNA; depletion; HIV-exposed uninfected children; lopinavir/ritonavir;

lamivudine; growth; neurodevelopment; breastfeeding; Africa

1. Introduction

In 2019, pediatric human immunodeficiency virus (HIV) infections accounted for about 9% of all

new HIV infections worldwide, 90% of which were in sub-Saharan African countries [1]. According to

the last 2020 report from the “Start free. Stay free. AIDS Free.” program, postnatal transmission of HIV

accounted for 46% of new HIV infections in infants among 21 priority countries defined by the WHO in

2011 [2]. HIV transmission to infants during breastfeeding is mainly explained by the lack of adherence

J. Clin. Med. 2020, 9, 3680; doi:10.3390/jcm9113680 www.mdpi.com/journal/jcm
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to the maternal antiretroviral (ARV) treatment or the absence of treatment [2,3]. Although considerable

progress in accessing viral load and antiretroviral therapy has been made in many countries, with 85%

of HIV pregnant women receiving ARV, efforts need to be reinforced in order to achieve the elimination

of all postnatal transmission by 2030 [1].

All countries are now implementing a combination of universal maternal ARV treatments and

children who are HIV-exposed but uninfected (CHEU) receive a prophylaxis using nevirapine (NVP)

for 6 weeks in order to prevent mother-to-child transmission (MTCT) of HIV during breastfeeding [4].

Easier access to HIV viral load further improves this strategy by extending infant prophylaxis when

breastfeeding mothers have an uncontrolled viral load. The type and duration of ARV prophylaxis

given to breastfed CHEU was mostly empirical, monotherapy with NVP for 6 weeks within the current

guidelines [4], dual therapy of zidovudine (AZT) plus NVP for 12 weeks at most for children who are

at risk of acquiring HIV [4], or triple therapy (AZT/lamivudine (3TC)/NVP) as per Zambian guidelines

for at least 12 weeks and to be stopped if the mother’s viral load is controlled, otherwise continued

until a controlled viral load is reached, or four weeks after the cessation of breastfeeding [5].

Though the efficacy of infant prophylaxis has been demonstrated, few safety studies have

been reported, especially considering that this additional ARV exposition applies to children who

already show poorer health outcomes compared to children who are HIV-unexposed and uninfected

(CHUU) [6]. A recent sub-analysis from the HIV Prevention Trials Network (HPTN) 046 trial study

reported the safety profile of the extended prophylactic use of NVP from 6 weeks to 6 months on growth

among breastfed CHEU followed until 18 months of age in comparison to CHEU receiving the current

6 weeks NVP recommendation [7]. Although standardized growth indicators (weight-for-age Z-score

(WAZ), length-for-age Z-score, weight-for-length Z-score, and head circumference Z-score) declined

over time in both groups of children compared to the general population, authors did not observe

impaired growth in CHEU receiving the extended prophylaxis when compared to those receiving

the standard NVP prophylaxis. CHEU receiving lopinavir/ritonavir (LPV/r) prophylaxis for one year

in the PROMISE PEP trial exhibited stunted growth compared to those who received lamivudine

(3TC) but normalized indicators at 6 years old [8]. They also showed an earlier asymptomatic adrenal

dysfunction [9]. Furthermore, despite debates regarding neurological outcomes among CHEU, a recent

study reported no neurodevelopmental differences between CHEU receiving NVP prophylaxis when

compared to CHUU children in the first 60 months [10].

To date, there is no clear understanding of the underlying mechanisms that bring forward these

key health differences, between CHEU and CHUU, and between CHEU receiving ARV prophylaxis

or not. Previous works have reported differences in mitochondrial DNA (mtDNA) alterations such

as a lower number of mtDNA copies per cell mainly resulting from the ARV exposure [11–15].

We recently reported altered mtDNA parameters among CHEU who received one year of 3TC or LPV/r

monoprophylaxis [16]. More specifically, this acute toxicity is expressed by an mtDNA depletion (50%

decrease of mtDNA content from baseline) at 6 months in comparison to CHEU who did not receive

a prophylaxis. Whether this decrease of mtDNA content persists over time after discontinuation of ARV

exposure remains less documented. Studies focusing on CHEU who did not receive ARV prophylaxis

reported an increase or no change of mtDNA content at two years, but levels of mtDNA remained very

low compared to that of HIV-unexposed children [11,15]. Only one U.S. cohort study was able to observe

a recovery of mtDNA content at 5 years of age similar to control children [15]. The Erythrocebus patas

monkey model is not reassuring regarding this point. Monkey offspring that were HIV-uninfected

but exposed in utero to ARV showed progressive mtDNA depletion in the brain cortex from birth to

one year (equivalent to 5 years for humans) for those exposed to AZT/3TC, AZT/didanosine (ddI),

or d4T/3TC and compromised mitochondrial morphology at one and three years old (equivalent to

15 years old in humans) [17]. The latter finding raised concern for the neurodevelopment of CHEU

treated or exposed to ARV who presented motor, cognitive, and language delays at one and two years

of age as well as growth impairment in comparison with CHUU [18,19].
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The objectives of our study were to describe at school age the mtDNA content from seven days of

life to six years of age among CHEU who had received a one year LPV/r or 3TC prophylaxis, including

those with previously reported mtDNA depletion at the end of the prophylaxis, and to compare the two

drug regimens. We also addressed the association between mtDNA depletion at week 50 and growth,

clinical, and neuropsychological outcomes at year 6.

2. Experimental Section

2.1. Study Design and Settings

The study is designed as an observational cross-sectional study, which recalled CHEU from

Burkina Faso and Uganda between February 2017 and February 2018, who completed the final visit of

the PROMISE PEP trial (NCT00640263) 5 years ago. Children, as well as their mothers or caregivers,

were invited to the study site for a one or two day visit for a growth, clinical, and neuropsychological

evaluation (PROMISE M&S trial, NCT03519503). Prior to enrollment, inclusion criteria were verified

and the mother or legal guardian signed an informed consent form. The visit consisted of a consultation

with a medical doctor and a psychologist [20].

2.2. Study Population

This study included CHEU who previously participated between November 2009 and May

2012 in the evaluation of the safety and the efficacy of LPV/r and 3TC pediatric formulations used

as pre-exposure prophylaxis (PrEP) to prevent HIV acquisition during breastfeeding (PROMISE

PEP trial) [21,22]. This includes CHEU from Burkina Faso, South Africa, Uganda, and Zambia who

were randomly selected seven days after birth to receive either LPV/r or 3TC until one week after

the cessation of breastfeeding, with a maximum duration of fifty weeks. Mothers were not eligible for

an ARV treatment at the time of the trial (>350 CD4+ cells/mm3) but received ARV prophylaxis during

pregnancy and labor as per national guidelines for the prevention of MTCT of HIV [23]. Children

were eligible if they had available dried blood spots at day 7, week 50, and year 6. We randomly

selected a total of 100 children from Burkina Faso and from Uganda with a 1:1 ratio of male and

female children and a 1:1 ratio of 3TC and LPV/r prophylaxis in a two-step process; the first one

selecting participants from the previous study evaluating the acute mitochondrial toxicity of the PrEP

regimen [16] and a second one that completed the selection. Zambian and South African CHEU were

not included in the present study because we had previously shown that mitochondrial parameters

from whole blood interacted with platelet count and because the protocol did not include a blood

sample repository, respectively.

2.3. Sample Collection and Processing

Capillary blood samples at day 7 and week 50 were collected by a heel prick directly on Whatman

903 cards. Venous blood collected in EDTA tubes were used for dried blood spot processing at year 6.

All cards were stored with desiccant in a zipped pouch at −20 ◦C at the study sites. DNA extraction

was performed from 3 mm diameter punches (n = 3) using the QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen,

Hilden, Germany) following the manufacturers’ instructions. Extracted DNA was stored at −80 ◦C.

2.4. Neuropsychological Assessments

The Strengths and Difficulties Questionnaire (SDQ-25) was used to identify mental health

symptoms and included fives scales of questions based on emotional problems, conduct problems,

hyper activity, peer relationship problems, and prosocial behavior. The Test of Variable of Attention

(TOVA) was used to measure attention and impulsivity in children. The Movement Assessment Battery

for Children, second edition (MABC-2) was used to evaluate impairments in motor performance

including manual dexterity, aiming and catching, and balance. The Kaufman Assessment Battery

for Children, second edition (KABC-II) was used to evaluate cognitive abilities including sequential
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processing, simultaneous processing, and learning. Methodology for scores analysis and main findings

are described elsewhere [20].

2.5. Mitochondrial DNA Copy Number per Cell Assay

mtDNA copy number per cell (MCN) was measured using two independent quantitative

polymerase chain reactions using the QuickScanTM Mitox assay (Primagen, Amsterdam,

The Netherlands) on a LightCycler® 480 (Roche, Bâle, Switzerland) instrument [24], and was expressed

as the ratio between mtDNA copy number of the RNR2 gene and the copy number of the single-copy

nuclear SNRPA gene. The sequences of the primers used were the following: for RNR2 gene, forward

5′-GGGCTCTGCCATCTTAA-3′ and reverse 5′-GTAATCCAGGTCGGTTTCTA-3′; and for SNRPA

gene, forward 5′-CGGCATGTGGTGCATAA-3′ and reverse 5′-TGCGCCTCTTTCTGGGTGTT-3′.

The detailed protocol was previously described [16,24].

At each time point, we applied a stringent quality control of DNA (for details see [16]) by:

(i) removing data with a cycle threshold (Ct) for SNRPA not comprised between the mean of all the Ct ± 2

standard deviations in order to filter for nuclear DNA degradation as previously reported [16,25],

and (ii) by accounting for platelets and leucocytes counts because the MCN was quantified from whole

blood. Platelet count correlation with MCN was assessed using Spearman’s rank order correlation

test (if the absolute value of Rho was ≥0.3 with p ≤ 0.05, the site was excluded from the analysis).

We also applied the formula of Hurtado allowing MCN adjustment on peripheral platelet and leucocyte

counts [26]. If the difference between the raw and corrected data did not exceed 10%, the raw data

were validated.

2.6. Statistical Analysis

Data are presented as means with their standard deviation (SD) or as medians with their

interquartile range ([IQR]) for Gaussian or non-Gaussian continuous variables, respectively, and as

frequencies with percentages for categorical variables.

In order to estimate a potential selection bias, we compared the characteristics of CHEU not

including those enrolled in the study using chi-squared or Fisher’s exact tests as appropriate for

categorical variables, and Student’s t-test or Wilcoxon Mann–Whitney test for continuous variables.

Similarly, we compared the characteristics of CHEU with mtDNA depletion versus those without

mtDNA depletion.

We compared MCN between the two prophylactic drugs and MCN between sites using

the Wilcoxon Mann–Whitney test. Wilcoxon signed-rank test was used to compare MCN at day 7 and

at week 50, and MCN at week 50 and at year 6. Differences in MCN between day 7 and week 50 and

between week 50 and year 6 were compared between the two prophylactic drugs using Wilcoxon

Mann–Whitney test. We used the chi-squared test to compare the proportion of CHEU with mtDNA

depletion, defined as a 50% decrease of MCN at week 50 from its day 7 baseline value [16], between

prophylactic drug regimens and between sites.

The association between mtDNA depletion at week 50 and growth indicators (WAZ, height-for-age

Z-score (HAZ), and body mass index z-score (BMIZ)), neuropsychological test scores (SQD-25,

TOVA, MABC-2, KABC-II), or hematological outcomes (platelet count) at year 6 was assessed

using linear regression models. Global scores for three neuropsychological tests were used,

and SDQ-25 questionnaire scores were square transformed to obtain a normal distribution.

The association between mtDNA depletion at week 50 and “having a clinical or hospital consultation

during the last years” or “having an abnormal lactate dehydrogenase (LDH) concentration at year 6”

was assessed using log-binomial regressions. Analyses were adjusted for the gender of the child and

the prophylactic drug.

Statistical analyses were performed using SAS studio (Copyright© 2012–2020 SAS Institute Inc.,

Cary, NC, USA). The forest plot was drawn using GraphPad software 7.0 (Copyright© 1992–2018).
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2.7. Ethics Consideration

Written informed consents were obtained from the mother or the legal representative prior to

enrollment in the PROMISE PEP trial (NCT00640263) and in PROMISE M&S trial (NCT03519503).

The protocols were conducted in accordance with the Declaration of Helsinki and approved by

the Ethical Committee for Health Research in Burkina Faso (#2008-039 and #2016-4-41) and the Uganda

National Council for Science and Technology (#HS 470 and #HS1988).

3. Results

3.1. Study Population and Characteristics

The final study population after quality control assessment (see Result details in the Supplementary

Materials) consisted of 86 CHEU with a median age of 6 years, equally distributed between

both sites (Table 1). The male:female and prophylactic regimen (3TC:LPV/r) ratios were both

approximately 1. The majority of children had normal growth indicators but severe-to-moderate

stunting, wasting, and underweight were observed for 2 (2.4%), 4 (4.7%), and 3 (3.5%) children,

respectively. The hematological parameters were normal for all children except 6 cases of anemia (7.0%)

and 2 cases of neutropenia (2.3%). More than 97% of children had normal alanine aminotransferase

(ALT) concentration, but LDH concentration was abnormal for 2/3 of children. Medical consultations

since week 50 were also monitored. The characteristics of children enrolled in the study did not

differ from those who were not enrolled except they had higher weights, heights, and SDQ-25 scores

(Supplementary Table S1).

Table 1. Characteristics of children who are human immunodeficiency virus (HIV)-exposed but

uninfected (CHEU) enrolled in the study.

Characteristic CHEU Enrolled (n = 86)

Sociodemographics

Age (in years); median [IQR] 6.0 [5.0–6.0]
Site; n (%)

Burkina Faso 43 (50.0)
Uganda 43 (50.0)

Gender; n (%)
Male 44 (51.2)

Anthropometrics; mean ± SD

Weight (kg) 19.9 ± 2.9 †

Height (cm) 115.7 ± 6.2 †

WAZ −0.5 ± 0.9 †

HAZ −0.3 ± 1.0 †

BMIZ −0.4 ± 0.9 †

Hematology

Hemoglobin concentration (g/dL); n (%)
Normal > 10.4 80 (93.0)
Anemia ≤ 10.4 6 (7.0)
Mild [10.4–9.5] 5 (5.8)

Moderate [9.5–8.5] 1 (1.2)

Platelet count (103/mm3); mean ± SD 358.4 ± 110.2

Platelet count (103/mm3); n (%)
Normal > 125 86 (100.0)

Leucocyte count (103/mm3); n (%)
Normal > 2.5 86 (100.0)
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Table 1. Cont.

Characteristic CHEU Enrolled (n = 86)

Neutrophil count (103/mm3); n (%)
Normal > 1.0 84 (97.7)

Neutropenia ≤ 1.0 2 (2.3)
Mild [1.0–0.79] 2 (2.3)

Biochemistry; n (%)

LDH concentration (×ULN)
Normal < ULN 27 (31.4)

Abnormal ≥ ULN 59 (68.6)
Mild [ULN-2 × ULN] 59 (68.6)

ALT concentration (U/L)
Normal < 1.25 × ULN 84 (97.7)

Abnormal ≥ 1.25 × ULN 2 (2.3)
Mild [1.25–2.5] × ULN 1 (1.16)

Moderate [2.5–5.0] × ULN 1 (1.16)

Medical events; n (%)

Clinical consultation without admission during the last year

Yes 56 (65.9) †

Hospital admission since week 50

Yes 26 (31.3) §

Child ARV prophylaxis
Lamivudine 41 (47.7)

Lopinavir/ritonavir 45 (52.3)

Neuropsychological assessment

SDQ-25; median [IQR] 6.0 [3.0;9.0] †

TOVA; mean ± SD 2.2 ± 0.8 £

MABC-2; mean ± SD 78.2 ± 10.7 §

KABC-II; mean ± SD 48.9 ± 12.9 §

† One missing value, £ nine missing values, § three missing values. Abbreviations: CHEU, children who are
HIV-exposed but uninfected; IQR, interquartile range; SD, standard deviation; WAZ, weight-for-age z-score;
HAZ, height-for-age z-score; BMIZ, body mass index z-score; LDH, lactate dehydrogenase; ALT, alanine
aminotransferase; ULN, under limit of normal; ARV, antiretroviral; SDQ-25, Strengths and Difficulties Questionnaire;
TOVA, Test of Variable of Attention; MABC-2, Movement Assessment Battery for Children—second edition; KABC-II,
Kaufman Assessment Battery for Children—second edition.

3.2. Overall mtDNA Content

At baseline, MCN was similar between treatment groups (p = 0.41) and between sites (p = 0.67),

with a median MCN of 1082 and an interquartile range of [938;1253] (Table 2). At week 50, MCN showed

a decreasing trend as compared to the matched baseline value (p = 0.23), with a median of 913 [655;1218]

followed by an increase at year 6 (p = 0.10), ending up with a median of 955 [771;1192] at the end of

the follow-up. No difference between treatment groups or between study sites was observed at week

50 (p = 0.42 and p = 0.86, respectively) and at year 6 (p = 0.37 and p = 0.29, respectively). The overall

dynamic of mtDNA content is further described in Supplementary Table S2.

3.3. Mitochondrial DNA Depletion during the Follow-Up for CHEU

Because we previously reported a high frequency of children with mtDNA depletion at the end

of the prophylaxis [16], we decided to focus on this specific population for the follow-up study.

Characteristics of CHEU with or without mtDNA depletion were similar at year 6. Of note, more than

80% of CHEU with depletion presented an abnormal LDH concentration at year 6.
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Table 2. Mitochondrial DNA content at baseline, week 50, and year 6.

Burkina Faso Uganda All

Follow-Up Time Point PrEP n Median MCN [IQR] n Median MCN [IQR] n Median MCN [IQR]

day 7
3TC 20 1014 [856;1415] 21 1083 [950;1145] 41 1083 [950;1145]

LPV/r 23 1061 [938;1436] 22 1084 [992;1198] 45 1084 [992;1198]
All 43 1053 [898;1436] 43 1083 [960;1180] 86 1082 [938;1253]

week 50

3TC 20 861 [658;1183] 21 888 [470;1209] 41 868 [603;1192]
LPV/r 23 908 [710;1300] 22 993 [742;1319] 45 972 [742;1300]

All 43 876 [660;1192] 43 972 [563;1261] 86 913 [655;1218]

year 6
3TC 20 847 [620;1079] 21 1124 [836;1183] 41 926 [717;1157]

LPV/r 23 997 [720;1389] 22 957 [812;1182] 45 960 [801;1279]
All 43 904 [689;1157] 43 976 [812;1183] 86 955 [771;1192]

Abbreviations: PrEP, pre-exposure prophylaxis; MCN, mitochondrial DNA copy number per cell; IQR, interquartile range; 3TC, lamivudine; LPV/r, lopinavir/ritonavir.
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Among the 51 CHEU showing a decrease of MCN at week 50 out of the 86 CHEU analyzed

(Supplementary Table S2), 17 cases (19.8%) of mtDNA depletion at W50 were reported, 11 in the 3TC

arm (64.7%) and 6 in the LPV/r arm (35.3%) (p = 0.12) (Table 3). Cases of mtDNA depletion were

nearly equally distributed among Burkina Faso and Uganda (p = 0.79). At year 6, all but one child

with depletion at week 50 (94.1%) increased their MCN (p < 0.001; Table 3). Of these, 5 had an MCN

above their baseline value with a median MCN of 1279 [926;1389] and 11 had an MCN below their

baseline value with a median MCN of 808 [611;1294]. MCN increase from week 50 to year 6 was similar

between treatment groups (p = 0.96). Of note, there was no difference between CHEU with mtDNA

depletion between the PROMISE PEP and PROMISE M&S trials (Supplementary Table S3).

Table 3. Mitochondrial DNA depletion among CHEU by time point.

Burkina Faso Uganda All

Follow-Up
Time Point

Group PrEP n (%) n (%) n (%)

week 50
Depletion of
mtDNA at

week 50

3TC 5 (55.6) 6 (75.0) 11 (64.7)
LPV/r 4 (44.4) 2 (25.0) 6 (35.3)

All 9 (52.9) 8 (47.1) 17 (100.0)

year 6

Increase of
MCN at year

6 from week 50

3TC 4 (50.0) 6 (75.0) 10 (62.5)
LPV/r 4 (50.0) 2 (25.0) 6 (37.5)

All 8 (50.0) 8 (50.0) 16 (100.0)

Decrease of
MCN at year

6 from week 50

3TC 1 (100.0) 0 1 (100.0)
LPV/r 0 0 0

All 1 (100.0) 0 1 (100.0)

Abbreviations: mtDNA, mitochondrial DNA; PrEP, pre-exposure prophylaxis; 3TC, lamivudine; LPV/r,
lopinavir/ritonavir.

3.4. Growth, Clinical, and Neuropsychological Outcomes at Year 6 among CHEU with mtDNA Depletion

Linear regressions showed that mtDNA depletion at week 50 was not associated with poor growth

outcomes (WAZ, HAZ, BMIZ), nor was it associated with lower scores on the neuropsychological tests

or the platelet count at year 6 (Figure 1). Log-binomial regressions showed that mtDNA depletion was

also not associated with medical consultations that had occurred since week 50 or with abnormal LDH

concentration at year 6 (Table 4).

Table 4. Log-binomial regressions for the association between medical and biochemical outcomes at

year 6 with CHEU having a mtDNA depletion at week 50.

Clinical Consultation without Admission during the Last Year

n Adjusted PR 95% CI p Value

mtDNA depletion at week 50
Yes 17 0.76 0.50–1.15 0.19

Hospital Admission Since the PROMISE-PEP Trial

n Adjusted PR 95% CI p Value

mtDNA depletion at week 50
Yes 17 0.69 0.27–1.73 0.43

Abnormal LDH Concentration at Y6

n Adjusted PR 95% CI p Value

mtDNA depletion at week 50
Yes 17 1.20 0.89–1.60 0.23

Abbreviations: PR, prevalence ratio; CI, confidence interval; mtDNA, mitochondrial DNA; LDH, lactate
dehydrogenase; Y6, year 6.
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Figure 1. Forest plot of the association between anthropometric, hematological, and neuropsychological

outcomes at year 6 with CHEU having a mtDNA depletion at week 50, using linear regressions.

β values and confidence intervals are shown. Analyses were adjusted for gender and prophylactic

treatment regimen. Abbreviations: WAZ, weight-for-age z-score; HAZ, height-for-age z-score; BMIZ,

body mass index z-score; SDQ-25, Strengths and Difficulties Questionnaire; TOVA, Test of Variable of

Attention; MABC-2, Movement Assessment Battery for Children—second edition; KABC-II, Kaufman

Assessment Battery for Children—second edition; PLAT, platelet count; CI, confidence interval.

4. Discussion

Safety is the utmost priority for prevention interventions targeting a large number of persons.

Supplementary ARV exposure early in life during prevention of MTCT HIV programs may increase

the risk of mtDNA genotoxicity. Overall, the decrease of MCN previously observed during the first

year of life among CHEU who received 3TC or LPV/r to prevent postnatal transmission of HIV

through breastfeeding was not persistent five years after prophylaxis discontinuation. Furthermore,

we demonstrated that mtDNA depletion at week 50 in children had no long-term impact on growth,

clinical, and neuropsychological outcomes at year 6. Overall, these findings are very reassuring for

different child populations: (i) most of the living CHEU (more than 15 million) who had been exposed

in utero to 3TC, (ii) to the new CHEU who are an increasing population (about 1 million a year),

and (iii) to HIV-infected children who initiated LPV/r- and/or 3TC-based treatment early in life.

We previously described mtDNA depletion at week 50 among CHEU receiving LPV/r or 3TC

prophylaxis and identified male gender as a possible risk factor for being mtDNA depleted at one

year of age [16]. The proportion of CHEU with mtDNA depletion was not different between the two

random selections when restraining only to Burkina Faso and Uganda participants (28/91 (30.8% (95%

CI: 22.2–40.9)) for the previous study versus 17/86 (19.8% (95% CI: 12.3–29.4)) for the current study;

p = 0.09, chi-squared test). Although the prevalence was lower, confidence intervals overlapped.

The proportion of CHEU with depletion in the LPV/r arm and in the 3TC arm also did not differ
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between the two studies (p = 0.10 and p = 0.46, respectively, chi-squared test). Gender was equally

distributed among CHEU with mtDNA depletion between the two studies (33 males versus 25 females

for the previous study and 8 males versus 9 females for the current study; p = 0.47, chi-squared test).

Upon drug discontinuation, we observed an increasing trend in MCN in the whole population

between one and 6 years of age. Increase of mtDNA content was previously observed in a U.S. cohort

of CHEU exposed in utero to AZT or AZT/3TC [15]. Authors reported a rate of increase of 60 copies

per cell per year. Herein, this rate was lower with an overall increase of 8.4 copies per cell per year

(11.8 in the 3TC arm). However, in the U.S. study, ARV exposure was shorter since children were not

breastfed and did not receive ARV prophylaxis.

The association of these health outcomes and a possible link to mitochondrial dysfunction is

currently not established. A decrease of mtDNA content per cell leads to a low production of cell energy,

which impacts organs requiring high energetic supply such as muscles, the heart, and the brain, and all

of the others to a lower extent. In 2003, Barret et al. described neurologic symptoms including motor

abnormalities and lower cognitive performance not only among CHEU with established mitochondrial

dysfunction but also among those with a suspicion of mitochondrial impairment based on observation

of persistent hyperlactatemia and impaired mitochondrial respiratory-chain enzymatic activity [27].

Another study, although not showing an association, identified CHEU with possible mitochondrial

dysfunction based on neurologic manifestations including febrile or afebrile seizures and delay in

cognitive development [28]. To our knowledge, only one study reported lower height-for-age Z-scores

among HIV-infected children with lower mtDNA content and decreased complex IV enzymatic activity

from the mitochondrial respiratory chain [29]. Children herein who accumulated ARV exposure

during pregnancy and during the first year of life, had few health problems, growth impairment,

or hematological abnormalities at six years of age. Furthermore, those who experienced mtDNA

depletion at one year had the same growth, clinical, and neuropsychological outcomes at age 6 as

the others. However, serum lactate concentration was abnormally elevated for two thirds of children,

including 14/17 (82.3%) of those with mtDNA depletion. Hyperlactatemia is commonly used as

a surrogate marker of mitochondrial dysfunction. Elevated serum lactate was observed in CHEU

during the first year of life but association with MCN has not been reported [27,30–33]. In line with

this, neither mtDNA depletion at week 50 nor MCN at year 6 were associated with hyperlactatemia in

this study.

This study is unique because it describes (1) the longitudinal mtDNA content among CHEU older

than all previous studies investigating MCN, which stop at school age, and (2) the evaluation of health

outcomes at distance of PrEP regimen among African children, which represented 90% of the CHEU

worldwide [1]. Furthermore, this study benefited from the randomization of the initial clinical trial.

Several limitations to our study can be mentioned. First, CHEU from two sites of the initial trial could

not be analyzed. In fact, a correlation between platelet count and MCN was previously observed

during the first year of life for children from Zambia, which biased the analysis [16]. Follow-up of

South African children was also not possible because samples at year 6 were not banked. Secondly,

we did not have intermediate points between week 50 and year 6 that would have made the assessment

more accurate. Thirdly, medical events, such as a history of clinical consultations or hospitalizations,

were self-declared and not certified by a medical record. Finally, these children had a unique exposure

to HIV and ARV, which makes the findings difficult to apply to other child populations. However,

these findings can help to discriminate the true drug side effect from the HIV infection.

5. Conclusions

Altogether, adding ARV prophylaxis during the at-risk period of HIV transmission to CHEU,

had no long-term health consequences for those who had mtDNA depletion at the end of ARV exposure.

However, the current strategies for the prevention of MTCT use different drugs and treatment regimens,

either for the mother or the child, suggesting that such mtDNA assessment and follow-up at distance

of PrEP period is worth replicating.
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Article 3 

« Longitudinal follow-up of blood telomere length in children who are HIV-exposed 

uninfected receiving one-year of lopinavir/ritonavir or lamivudine drug as prophylaxis » 

 

Cette troisième partie traite de la toxicité génomique des ARV, et plus particulièrement de leurs 

impacts sur la longueur des télomères. Nous abordons la génotoxicité aiguë et sur le long terme 

des deux prophylaxies antirétrovirales, 3TC et LPV/r, puis la relation entre la toxicité aiguë et 

la croissance et le développement neurocognitif des enfants à 6 ans. 

Les méthodes quantifiant la longueur des télomères sont nombreuses mais seules quelques-unes 

restent d’intérêt en épidémiologie ou pour l’étude des populations. On distingue notamment la 

technique TRF (de l’anglais telomere restriction fragment) associée au Southern Blot, le FISH 

(de l’anglais fluorescent in situ hybridization) couplé à la cytométrie en flux ou bien encore la 

PCR quantitative. Cette dernière reste néanmoins la plus appropriée pour les études incluant de 

larges cohortes d’individus en raison de son faible coût, de sa facilité de mise en œuvre mais 

également par la faible quantité d’ADN requise. 

La revue de la littérature met en avant la prédominance de la quantification relative de la 

longueur des télomères par PCR quantitative, d’après la méthode initialement développée par 

le groupe de Cawthon en 2002 (PCR multiplexe) et sa révision en 2009 (PCR monoplexe 

monochrome)520,521. Celle-ci estime un ratio télomère/gène nucléaire en copie unique (ratio T/S) 

normalisé à partir de l’amplification d’un gène de référence, ADN génomique commercial ou 

pool d’ADN fabriqué au sein du laboratoire. La comparaison des ratios T/S entre les 

laboratoires est cependant rendue difficile par les multiples adaptations de cette méthode 

utilisées, notamment dans le choix du gène standard de référence522. Pour s’affranchir de ce 

problème, O’Callaghan et Fenech ont développé en 2011 une méthode de quantification absolue 

exprimant la longueur des télomères par génome, méthode pour laquelle nous avons optée523. 

Celle-ci dérive de la méthode de Cawthon à la différence qu’elle utilise des concentrations 

connues d’oligomères synthétiques contenant soit des répétitions TTAGGG soit un gène 

nucléaire en copie unique. Chaque oligomère sert ainsi de standard de référence pour la réaction 

à laquelle il est associé.  Cette méthode a d’ailleurs été utilisée au cours de l’une des rares études 

menées chez les CHEU499. 

Comme nous l’avons précédemment mentionné dans l’état de l’art, les PLWH présentent un 

vieillissement prématuré et développent plus précocement des pathologies liées à l’âge, 
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pathologies habituellement observées lors du vieillissement physiologique des individus dans 

la population générale. Ces observations couplées à notre objectif d’identifier au plus tôt les 

CHEU dont la santé pourrait être affectée sur le long terme nous ont orienté vers une étude 

ciblant ceux qui présentaient une diminution de la longueur des télomères dans le sang total 

entre D7 et W50. Enfin, de façon similaire à l’étude de toxicité mitochondriale sur le long terme, 

nous avons analysé les associations entre cette diminution de la longueur des télomères au cours 

de la première année de vie et la croissance et le développement neuro-psychomoteur des 

enfants à 6 ans. 

Ce travail est présenté dans l’article 3 qui suit (en soumission dans Frontiers in Medicine) ; les 

Supplementary Materials sont disponibles en Annexes.
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Abstract 

Telomere shortening can be enhanced by Human Immunodeficiency Virus (HIV) and by antiretroviral 
(ARV) exposures. The aim of this study was to evaluate the acute and long-term effect of two ARV 
prophylaxis, lopinavir/ritonavir (LPV/r) and lamivudine (3TC), administered to children who are HIV-
exposed uninfected (CHEU) to prevent HIV acquisition through breastfeeding during the first year of 
life on telomere shortening, and to investigate the relationship between telomere shortening and health 
outcomes at six years of age. We included 198 CHEU and measured telomere length at seven days of 
life, at week-50 and at six years (year-6) using quantitative polymerase chain reaction. At week-50, 
telomere shortening was observed among 44.3% of CHEU but was neither associated with poor growth 
indicators nor neuropsychological outcomes at year-6, except for motor abilities (MABC test n=127, 
β=-3.61, 95%CI: -7.08,-0.14; p=0.04). Safety data on telomere shortening for infant prophylaxis are 
scare but deserve attention if considering telomere shortening as a biomarker of child health 
impairment.     

Introduction 

Assaying the short- and long-term safety of ARV therapy is of utmost priority for public health 
guidelines on ARV regimens for HIV prevention and treatment. Given the urgent needs to prevent or 
treat HIV, most ARV regimens have been established by a panel of experts using evidence from 
randomized, phase 3 clinical trials that have directly compared ARV regimens in research settings. 
Data on short-term safety of ARV for pediatric use come from phase 1/2 safety and pharmacokinetic 
trials and nonrandomized, open-label studies. Nonetheless, pediatric ARV treatment regimens have 
proven effective in controlling HIV viral load and improving health outcomes in HIV-infected children 
but excess morbidities and mortalities are still reported in these paediatric populations (1–3). The long-
term side effects of ARV are poorly documented mainly because of the difficulty to truly discriminate 
drug effects from those of HIV exposure and/or infection. 

Telomeres are the caretakers of our genetic information. These highly conserved DNA repeated 
sequences that cap the ends of the chromosomes prevent their degradation and their fusion, thus 
ensuring genomic stability (4). Telomere shortening is a physiological event that occurs at each cell 
division in all somatic cells and is associated with age-related disorders (5). Many factors are associated 
with an accelerated telomere shortening, such as male gender, smoking, alcohol consumption, 
ethnicity, obesity, sedentary lifestyle, genetic variants, socioeconomic status as well as psychological 
stress (5,6). Both ARV and HIV are known to promote telomere shortening. Chronic HIV-induced 
inflammation and free HIV viral particles themselves can enhance the production of reactive oxygen 
species damaging telomeric DNA and thus promoting telomere shortening (7–9). Protease inhibitors 
(PI) (10–14), and particularly lopinavir (10), as well as nucleoside reverse transcriptase inhibitors 
induce reactive oxygen species production in several cell types or animal models (15–18). A recent 
study reported an inverse relationship between leucocyte telomere shortening and blood mitochondrial 
DNA content among HIV-infected or uninfected women: those who had the fastest telomere shortening 
over time were also more likely to simultaneously have an increase in their mitochondrial DNA 
content, and inversely (19). 

If telomere shortening-associated premature aging was observed in adults living with HIV (20–24), 
relatively fewer studies investigated telomere length in younger populations. Of note, all but one study 
were conducted outside Africa, the continent with the highest prevalence of HIV-infected children and 
children who are HIV-exposed uninfected (CHEU) (25). One study reported shorter telomere length in 
HIV-infected children compared to children who are HIV-unexposed uninfected (CHUU) in early life 
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(26), while another did not show difference between HIV-infected and uninfected adolescents (27). 
This discrepancy could possibly be explained by the age differences between cohorts and by the 
duration of ARV exposure. The impact of ARV exposure on telomere length was also addressed in 
CHEU in cross-sectional studies at different time points. Most of them described similar telomere 
length at birth between CHUU and CHEU who have been exposed in utero to zidovudine (AZT) (28), 
to the backbone AZT plus lamivudine (3TC) in combination with nevirapine (NVP), nelfinavir (NFV) 
or ritonavir-boosted protease inhibitor (PI) (29,30) or to other triple combination including abacavir 
(ABC), tenofovir disoproxyl fumarate (TDF) or emtricitabine (FTC) (29,30). Later in childhood, 
CHEU exposed in utero to AZT/3TC/NVP (26), AZT/3TC/PI (26,27), or TDF/FTC/PI (26) also 
presented similar telomere length at approximately two years of age compared to CHUU. However, 
one study reported shorter telomere length in CHEU aged 6 years exposed in utero to 3TC plus 
lopinavir/ritonavir (LPV/r)-based regimens including ABC, AZT or stavudine, compared to CHUU 
(31). Only one longitudinal study showed telomere length shortening from birth to 3 years old among 
CHEU and CHUU (30). Some of these children also received a short term (6 weeks) postnatal 
prophylaxis including AZT (26–28,30), AZT/3TC or AZT or ABC/FTC/NFV (27). More recently, 
ritonavir-boosted protease inhibitors was a risk factor for telomere shortening in HIV-infected pregnant 
women (32). 

In a randomized controlled trial (PROMISE-PEP trial, NCT00640263), we tested the efficacy of infant 
single drug pre-exposure prophylaxis to prevent mother-to-children transmission of HIV in breastfed 
CHEU (33,34). These children received an ARV prophylaxis of LPV/r or 3TC up to one year of age, 
providing a unique population to evaluate the impact of these drugs on telomere length among 
uninfected children, and without interference with other drugs from combined therapy. Furthermore, 
we conducted a follow-up study of these trial participants at the age of 6 years to evaluate growth, 
clinical and neurodevelopment outcomes post-ARV exposure (PROMISE-M&S trial, NCT03519503).  

The objectives of the present study were to evaluate the short- and long-term effect of two ARV 
treatment, LPV/r and 3TC, administered to prevent HIV acquisition during the first year of life of 
CHEU on telomere length, and whether telomere shortening was associated with growth, clinical and 
neurodevelopmental outcomes as well as with mitochondrial DNA content.  

Patients and Methods 

Study population 

We performed a longitudinal observational study of CHEU enrolled in the PROMISE PEP trial 
(NCT00640263) and in the follow-up study (PROMISE M&S, NCT03519503). In the PROMISE PEP 
trial, conducted in Burkina Faso, South Africa, Uganda and Zambia between November 2009 and May 
2012, CHEU received daily LPV/r or 3TC prophylaxis to prevent mother-to-child-transmission of 
HIV-1 through breastfeeding (33,34). Briefly, these uninfected children at birth received seven days of 
NVP as per national guidelines and were thereafter randomly assign to receive LPV/r or 3TC from 
seven days after birth (day-7) until one week after breastfeeding discontinuation, for a maximal 
duration of fifty weeks (W50). We referred to this group as the pre-exposure prophylaxis (PrEP) group 
hereafter. The PROMISE M&S study (recruitment from February 2017 to February 2018) consisted of 
a one- or two-day visit for a growth, clinical and neuropsychological evaluation of the PROMISE PEP 
trial participants aged 5 to 7 years who were HIV-negative at the end of the prophylaxis period (34) 
Among PROMISE M&S participants, we randomly selected 198 CHEU with a 1:1 sex and 
prophylactic regimen ratios. The same selection criteria were used in a previous study investigating the 
mitochondrial DNA genotoxicity of the prophylaxis (35). We also included 40 South African CHEU 
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from the South African prevention of mother-to-child transmission Evaluation survey, recruited 
between September 2012 to March 2013 (36). These South African children and their mothers did not 
receive any ARV prophylaxis or ARV therapy respectively. Details have been published elsewhere 
(35).  

Sample collection and DNA extraction 

Child dried blood spots (Whatman®903 cards) were collected on study sites directly by heel prick for 
day-7 (PROMISE PEP trial), week-6 and week-50 time points (PROMISE PEP trial and South African 
prevention of mother-to-child transmission Evaluation survey) or were processed from venous blood 
collected on EDTA tubes for the year-6 time point (PROMISE M&S trial). All dried blood spots were 
stored at -20°C at the study sites in an individual zipped-pouch containing desiccant. DNA extraction 
was performed on 3-mm diameter punches (n=3) using the QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, 
Hilden, Germany) following the manufacturer’s instructions. Extracted DNAs were stored at -80°C. 

Telomere length assay 

2.3.1 Standard curves and quantitative polymerase chain reaction 

Telomere length measurement was performed by quantitative polymerase chain reaction, based on a 
method previously described by O’Callaghan and Fenech (37). Two standard curves were used. The 
first one was generated by a ten-fold serial dilution of a synthetic oligonucleotide of 14 repetitions of 
the telomeric sequence (TAAGGG) which determines a quantity of telomere in kilobases (kb) per 
reaction. The standard concentration ranged from 1.18x103 to 1.18x107 kb of telomere per reaction. 
The second one consisted of a ten-fold serial dilution of a synthetic oligomer of the human single copy 
gene RPLP0 which estimated the copy number of diploid genomes per reaction. The concentration 
ranged from 2.63x101 to 2.63x105 of diploid genome copies. Oligomers and primers used for the 
quantitative polymerase chain reactions are described in the Supplementary material (Supplementary 
Table S1).  

Each quantitative polymerase chain reaction plate contained (i) both standard curves in duplicate, (ii) 
DNA (10 ng) from the Human Embryonic Kidney 293T cell line in triplicate to assess the intra- and 
inter-plate variations (38), and (iii) DNA (10 ng) extracted at day-7, week-50 and year-6 for each 
participants, in a single point assay for telomeric and RPLP0 regions. Amplification was performed on 
a LightCycler®480 II instrument (Roche, Bâle, Switzerland) in a final volume of 30µL containing 1X 
LightCycler®480 SYBR Green I Master (Roche, Bâle, Switzerland) and 900 nM of both pairs of 
primers. The following thermal program was used: 95°C for 10 minutes; 40 cycles of 95°C for 15 
seconds, 60°C for 30 seconds, 72°C for 30 seconds, and ended by a melting curve. 

2.3.2 Telomere data analysis 

We performed absolute quantification analysis using the Fit Points method on a LightCycler®480 
software (Roche, Bâle, Switzerland). The threshold line was set at the beginning of the exponential 
phase of amplification. Telomere length per cell was calculated by dividing the Kb/reaction for 
telomere by the RPLP0 diploid copies/reaction. Results were expressed in Kb telomere per cell. 

qPCR efficiency, intra- and interplate coefficients of variation, quality control of quantitative 
polymerase chain reactions and outliers identification are described in the Supplementary material. 

Statistical analysis 



 

142 

 

We described the participant characteristics using means with standard deviation (SD) or medians with 
interquartile range ([IQR]) for continuous variables, and percentages for categorical variables.  

Our first objective was to investigate the short term and long-term effect of ARV prophylaxis on 
telomere length. We first described the telomere length at day-7, i.e. before the initiation of the 
prophylactic regimens, and compared this parameter according to study sites and gender using Kruskal-
Wallis test applying the Dwass-Steel-Critchlow-Fligner method for all pairwise comparisons, and 
Wilcoxon Mann-Whitney test respectively.  

Secondly, we addressed the variation of the telomere length between t0 (day-7 or week-6 or week-50) 
and t1 (week-6 or week-50 or year-6). We compared telomere length between the two time points using 
Wilcoxon signed-rank test, and defined telomere shortening as follows:  

Telomere shortening = [(!"#$%#%1) + 4.03& ' (!"#$%#%1)] * [(!"#$%#%0) * 4.03& ' (!"#$%#%0)] < 0 

where 4.03% was the estimated experimental error (see Supplementary materials).  

We compared the proportion of CHEU with telomere shortening at week-50 (t0=day-7) or at year-6 
(t0=week-50) between the two prophylactic regimens using Chi-square test. Analyses for telomere 
shortening between week-50 and year-6 were restricted to three out the four study sites (n=128), i.e. 
Burkina Faso, Uganda and Zambia, because samples for South Africa were not collected at year-6. In 
a sub-analysis with South African CHEU, we compared the proportion of children with telomere 
shortening at W50 (t0=week-6) between children who had not receive an ARV prophylaxis and those 
who had received the two prophylaxis regimens. 

Throughout the analyses, we compared the two prophylactic regimens, i.e LPV/r and 3TC, using 
Student’s t-test or Wilcoxon Mann-Whitney test for continuous variables and using Chi-square test or 
Fisher’s exact test for categorical variables. 

Our secondary objective was to address whether telomere shortening at week-50 was associated with 
child health impairments at year-6 and with higher mitochondrial DNA content. For this purpose, we 
first investigated the association between growth indicators (weight-for-age Z-score, height-for-age Z-
score and body mass index Z-score) and neuropsychological performances (global scores obtained 
from the Strengths and Difficulties Questionnaire, SDQ-25; the Test Of Variable of Attention, TOVA; 
the Movement Assessment Battery for Children second edition, MABC-2 and the Kaufman 
Assessment Battery for Children second edition, KABC-II) at year-6 with telomere shortening at week-
50 using linear regressions. Methodology for scores analysis and main findings are described elsewhere 
(39). Score for SDQ-25 was squared transformed to obtain a normal distribution. We also investigated 
the association between hospital admissions since week-50 and telomere shortening at week-50 using 
Poisson regressions with robust error variance. Growth analyses were adjusted for the prophylaxis, the 
age of the child, the gender, the gestational age, the study site, the type of income generating activities, 
the education of the mother and the number of children under five years old living in the household. 
Neuropsychological and hospital admissions analyses were adjusted for the same cofounders plus the 
child weight and height at year-6. All of these analyses were restricted to Burkina Faso, Uganda and 
Zambia for the reason mentioned above.  

Secondly, we investigated the association between telomere length and shortening with mitochondrial 
DNA content using linear regressions in an analysis restricted to CHEU from Burkina Faso and Uganda 
(n=73). Zambia was excluded from the analyses because we previously reported an interaction between 
mitochondrial DNA content and platelet count (40). Mitochondrial DNA depletion was defined as a 
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50% or more decrease in mitochondrial DNA copy number per cell from day-7 to week-50 (35). 
Mitochondrial DNA content at day-7, week-50 and year-6 were incremented per 50 copies. Analyses 
at week-50 and year-6 were adjusted for the type of prophylactic regimen. To address whether telomere 
shortening at week-50 was associated with mitochondrial DNA depletion at week-50, we used log-
binomial regressions adjusted for the type of prophylactic regimen.  

Statistical analyses were performed using SAS studio (Copyright © 2012-2016, SAS Institute Inc., 
Cary, NC, USA). Forest plot was drawn using GraphPad software 7.0 (Copyright © 1992-2018). 

Ethical consideration 

Written informed consents were obtained from the mother or the legal representative prior to enrolment 
in the ANRS 12174 PROMISE-PEP trial (NCT00640263) and the PROMISE M&S trial 
(NCT03519503) and the mother/primary caregiver in the South African prevention of mother-to-child 
transmission Evaluation survey. The consent included the use of the banked samples for ancillary 
studies related to HIV infection which were approved by the scientific advisory board. The main 
protocol was approved by the Biomedical Research Ethics Committee in Zambia (N° 008-02-080 & 
002-12-15), the Uganda National Council for Science and Technology (N° HS 470 & HS1988), the 
Stellenbosh University ethics committees for South Africa (N° M09/11/043) and the Ethical 
Committee for Health Research in Burkina Faso (N° 2008-039 & 2016-4-041).  

1 Results 

Characteristics of the study population 

One hundred and sixty-seven CHEU were enrolled in our study after quality control of DNA 
(Supplementary Figure S1). The characteristics of CHEU analysed did not differ from those who were 
not selected except they had lower platelet count (Supplementary Table S2). Children were equally 
distributed between the four sites of the trial (Table 1). Most of them were born at term. At day-7, 
means for weight and height were 3.3 ± 0.5 and 49.6 ± 2.0, respectively. However, 10.6% to 15.4% of 
CHEU had either stunted growth or were wasted or underweighted. Haemoglobin concentration and 
blood cells concentrations were within normal range for more than 92.0% CHEU. Although no 
difference between prophylactic groups was observed, the prevalence of CHEU with stunting or 
wasting was around two fold higher for those who received LPV/r as compared to those who received 
3TC. Characteristics of CHEU according to study sites were described in Supplementary Tables S3 to 
S6. 

According to the national prevention of mother-to-child transmission guidelines prevailing at the time 
the trial was conducted (2009-2012), none of the mothers received an ARV treatment before the first 
antenatal visit. As per inclusion criteria, CD4 cell count was above 350 cells/mm3 (Table 2) and no 
mother was on ARV therapy. ZDV prophylaxis was the main ARV regimen given during pregnancy, 
followed by the combination ZDV plus 3TC. Viral load was controlled (less than 1000 copies/mL) in 
59.3% of the mothers at day-7. Approximately 80.0% of mothers had an income generating activity 
and 85.0% had ever attended school. Almost all mothers did not smoke during pregnancy or during the 
breastfeeding period. However, more than one third reported alcohol consumption during pregnancy. 
No maternal differences between prophylactic groups was observed at randomisation. However, 
mothers who had ever attended school seemed to be lower in the 3TC group as compared to those in 
the LPV/r group, and inversely for those who had regular income generating activity. Characteristics 
of the mothers according to study sites are described in Supplementary Tables S7 to S10.   
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Telomere length at day-7 

At randomization (day-7), median telomere length was 294 kb/cell with an interquartile range of 144 
and 438 (Table 3). Telomere length was significantly different between sites (p<0.01), CHEU from 
South Africa having the lowest telomere length compared to CHEU from the three other sites which 
were similar (p<0.01 for South Africa versus Burkina Faso, South Africa versus Uganda and South 
Africa versus Zambia; p=0.51 for Burkina Faso versus Uganda; p=1.00 for Burkina Faso versus 
Zambia; p=0.58 for Uganda versus Zambia). Medians of telomere length (kb/cell) for the 3TC and for 
the LPV/r groups were 270 [137;434] and 321 [152;445], respectively (p=0.29). No difference 
according to gender was observed (Supplementary Table S11). 

Telomere length after one year of prophylaxis 

Overall after one year of prophylaxis, telomere length remained stable as compared to baseline (day-
7) value with a median of 294 kb/cell [141;417] (p=0.62) (Table 4). However, when dichotomizing 
telomere length by profile, 74 CHEU (44.3%) had telomere shortening at week-50, 34 (45.3%) in the 
LPV/r group and 40 (43.5%) in the 3TC group (p=0.81). 

Sub-analysis of telomere length including CHEU from South Africa not having received ARV 

prophylaxis 

Characteristics of mothers and children are described in Supplementary Table S12. No difference 
between the South African control group and the South African PrEP group was observed except for 
the province of residency and the breastfeeding pattern. In South African CHEU, telomere shortening 
between week-6 and week-50 was more frequent in the control group than in the PrEP group (p=0.04), 
affecting 12 (32.4%) and 4 (12.1%) CHEU respectively (Table 5). 

Telomere length at six years old 

Characteristics of CHEU with available samples at year-6 (n=128 CHEU from Burkina Faso, Uganda 
and Zambia) are described in Supplementary Table S12. No difference between prophylactic groups 
was observed. Among these children, telomere length decreased from week-50 with a median of 333 
kb/cell [252;444] to reach a median of 274 kb/cell [182;368] at year-6 (p=0.58). Eighty-six CHEU 
(67.2%) had telomere shortening at year-6, 43 in each prophylactic group (p=0.61). Among these 
children, 25 (29.1%) already had telomere shortening during the first year of life. 

Health outcomes at six years old among CHEU with telomere shortening at week-50 

Characteristics at week-50 of CHEU with or without telomere shortening are described in 
Supplementary Table S13. No difference between the two populations was observed except for the 
gestational age (p<0.01). Furthermore, the prevalence of prematurity seemed to be two fold higher 
among CHEU without telomere shortening (p=0.20) as compared to those with telomere shortening. 

Linear and Poisson regression with robust error variance after adjustment for confounders showed that 
telomere shortening at week-50 was neither associated with poor growth indicators at year-6 (Figure 
1), nor hospital admissions since week-50 (PR= 0.75, 95%CI: 0.42,1.35; p=0.34). However, among 
neuropsychological performances, motor capacities assessed by the MABC-2 test seemed to be 
negatively affected by telomere shortening at week-50 (β= -3.61, 95%CI: -7.08,-0.14); p=0.04) (Figure 
1). 

Relationship between telomere length and shortening with mitochondrial DNA content 
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We investigated the relationship between telomere length and mitochondrial DNA content in an 
analysis restricted to CHEU from Burkina Faso and Uganda (n=73). At day-7, linear regressions 
showed that telomere length was not associated with mitochondrial DNA content (n=73, β1=1.52, 

95%CI: -9.28,12.33; p=0.78). After adjustment for the prophylactic regimen, we observed at week-50 
that the more the mitochondrial DNA content is low, the higher the telomere length is (n=73, β1=-7.2, 
95%CI: -13.8,-0.72; p=0.03), but at year-6 there was no association (n=73, β1=2.95, 95%CI: -
8.89,14.78; p=0.63). Finally, telomere shortening at week-50 was not associated with mitochondrial 
DNA depletion at week-50 after adjustment for the prophylactic regimen (n=73, PR=1.37, 95%CI: 
0.86,2.19; p=0.19). 

 

Discussion 

In this study, CHEU receiving 3TC or LPV/r prophylaxis during breastfeeding exhibited similar 
telomere dynamic at one year of age. The prevalence of CHEU with telomere shortening at week-50 
was similar between the two prophylactic regimens. The sub-analysis with children from South Africa 
suggests that exposure to the sole HIV could be more deleterious than exposure to both HIV and ARV. 
Telomere length did not significantly decreased thereafter until six years old. Finally, those identified 
with telomere shortening had not impaired growth or poorer clinical outcomes at year-6 but motor 
impairment.  

In contrast to others studies carried out among CHEU or HIV-infected children, which have assessed 
telomere length from whole venous blood, we measured telomere length from dried blood spots. Scarce 
studies supports dried blood spots as a less invasive method for measuring this parameter but they 
reported a high correlation between relative telomere length in dried bloods spots and whole venous 
blood (41,42). 

Overall, studies investigating telomere length among CHEU are scarce. This is particularly true for 
longitudinal evaluation of telomere length. So far, reports on safety of infant ARV prophylaxis on 
telomere length was poorly investigated in the literature. Reassuring data for using short course, i.e six 
weeks, infant ZDV prophylaxis on telomere length was previously reported. Gianesin et al. showed 
similar telomere length between CHEU receiving prophylaxis compared to CHUU (26). Furthermore, 
one longitudinal study did not show variation in telomere length from birth to 31 days among 58 
Canadian CHEU receiving ZDV (30). However, in contrast to ours, this latter study also reported rapid 
telomere length decrease during the first 40 weeks of life among 214 CHEU (30). It is noteworthy that 
one third of the mothers from this study smoked during pregnancy, which is a well-known risk factor 
for faster telomere length attrition (43), while smoking during pregnancy was almost never reported 
among the PROMISE PEP participants. In addition, the type and the duration of ARV given during 
pregnancy were different from our study. Mothers received triple ARV therapy for 20 weeks in average 
and children received a shorter 6 weeks of ZDV prophylaxis at birth, while mothers from the present 
study mostly received ZDV or dual ZDV plus 3TC for 9 weeks and children the mono-prophylaxis for 
one year. Together, these observations highlight the high heterogeneity between studies. In addition, 
there is an absence of a consensus for a reference value for telomere length among different populations 
and throughout. Similarly, a consensus for the definition of telomere shortening is missing. Hence, 
making comparisons between studies turned out to be difficult. 

Our work is unique as it described telomere length evolution among an African cohort of CHEU. To 
date, only one study investigated telomere length among South African CHEU but in a cross-sectional 
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design (31). In addition, we followed-up CHEU at later age than a previous published longitudinal 
study describing telomere length until three years of age (30), and conducted original investigations on 
the relationship between telomere shortening and growth and neuropsychological development at 
school age. Furthermore, given that a small proportion of mothers has smoked during pregnancy and 
breastfeeding, our analysis obviates the major confounding factor which was commonly encountered 
in the other studies among CHEU. Also, we benefited from the randomization of the PROMISE PEP 
trial thus minimizing the risk of selection bias, participants bias and confounding factors bias. Telomere 
length measurement was well-performed according to robust, standardized method with similar or 
lower inter- and intra-assay coefficients of variation as compared with the other studies reported so far 
among CHEU (26,27,29,30). However, our study also presents limitations. First, we have not been 
able to observe an effect of the gender on telomere length. Yet, “being a male” is a well-known factor 
associated with shorter telomere length in comparison to female in the general population (44–46). 
However, it is not clear whether this gender effect is already present at birth. Some studies reported 
this observation in newborns (46,47) while others did not find such difference between male and female 
babies (48,49). Among CHEU, one study reported an association between male gender and shorter 
telomere length at birth (30), which could not be related to a sample size effect (n=106 versus n=167). 
However, one could speculate that this gender effect could be related to the ethnic disparity between 
the two studies, the first one encompassing CHEU from different origins (Indigenous, Black/African 
Canadian, White and Asian) while we enrolled only African CHEU. Ethnicity is a known factor 
associated with telomere length. Particularly, black populations seems to have longer telomere length 
than white populations (50–53). Of note, one study described similar telomere length between healthy 
black female and male newborns, as we observed in this study (52), although this observation was not 
find in another one which showed longer telomere length among females (54). Larger studies are 
clearly warranted to investigate both gender and ethic difference on telomere length in newborns and 
children. Another limitation of our study is that, interestingly, telomere length at day-7 was around two 
third lower for CHEU from South Africa as compared to those from the three other sites. To date, no 
study reported such difference between countries because none of them were multicentric. A recent 
study evaluated telomere length among seven Sub-Saharan populations (two ancestries from Botswana 
and Tanzania and three ancestries from Ethiopia) and showed that the San ancestry population from 
Botswana had the higher telomere length than the six others populations. Thirdly, we could not assess 
with accuracy when telomere shortening occurred after the first year of life because we did not have 
intermediate time point between the first and sixth years of life. Fourthly, some information were self-
reported: “previous clinical consultations” or “hospital admissions”, “smoking during pregnancy and 

breastfeeding”, “alcohol consumption during pregnancy”, “type of income” and “education of the 

mother”. We also lack information on well-known factors associated with telomere shortening such as 
paternal age (55–57), consumption of drugs of addiction (58–60) and cytomegalovirus infection (61). 
Finally, we could not perform long-term follow of CHEU from South Africa because samples were not 
collect and store. 

In conclusion, we showed good acute and overall long-term safety of the use of a one-year 3TC or 
LPV/r infant prophylaxis to prevent mother-to-child transmission of HIV during breastfeeding 
regarding telomere length. However, the observation of motor impairment at year-6 deserved further 
attention for CHEU but also for HIV-infected children with long-term exposure to 3TC or LPV/r as 
therapy.    
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Table 1. Children's characteristics at randomization (day-7) 

Characteristics LPV/r (n=75) 3TC (n=92) Total (n=167) p valuea 

Socio-demography     

Site; n (%)    0.40 

Burkina Faso 21 (28.0) 23 (25.0) 44 (26.4)  

South Africa 13 (17.3) 26 (28.3) 39 (23.4)  

Uganda 20 (26.7) 23 (25.0) 43 (25.7)  

Zambia 21 (28.0) 20 (21.7) 41 (24.6)  

Gender; n (%)    0.59 

Boy 36 (48.0) 48 (52.2) 84 (50.3)  

Anthropometry     

Weight (kg); mean ± SD 3.2 ± 0.5† 3.3 ± 0.4 3.3 ± 0.5† 0.21 

Height (cm); mean ± SD 49.4 ± 2.1 49.7 ± 1.9 49.6 ± 2.0 0.38 

WAZ; mean ± SD -0.8 ± 1.3§ -0.6 ± 1.2† -0.7 ± 1.3‡ 0.21 

HAZ; mean ± SD -1.0 ± 1.1£ -0.8 ± 1.1£ -0.9 ± 1.1§ 0.32 

WHZ; mean ± SD -0.5 ± 1.4§ -0.3 ± 1.3£ -0.4 ± 1.3ʊ 0.40 

Underweight (WAZ<-2); n (%) 13 (18.3)§ 12 (13.2)† 25 (15.4)‡ 0.37 

Stunting (HAZ<-2); n (%) 15 (20.6)£ 10 (11.1)£ 25 (15.3)§ 0.10 

Wasting (WHZ<- 2); n (%) 10 (14.1)§ 7 (7.8)£ 17 (10.6)ʊ 0.20 

Gestational age (week); median [IQR] 38.0 [38.0;40.0] 38.0 [38.0;40.0] 38.0 [38.0;40.0] 0.37 

Preterm birth (week); n (%)    0.47 

     No prematurity ≥37 65 (86.7) 83 (90.2) 148 (88.6)  

     Prematurity <37 10 (13.3) 9 (9.8) 19 (11.4)  

Hematology     

Hæmoglobin (g/dL); mean ± SD 15.7 ± 2.1 15.8  ±  2.2£ 15.8  ±  2.1£ 0.82 
Haemoglobin (g/dL); n (%)    0.52 
     Normal >13 70 (93.3) 83 (91.2)† 153 (92.2)†  

     Anemia ≤13 5 (6.7) 8 (8.8)† 13 (7.8)†  

        Mild [12;13] 4 (5.3) 6 (6.6)† 10 (6.0)†  

        Moderate [10;12[ - 2 (2.2)† 2 (1.2)†  

        Very severe [0;9[ 1 (1.3) - 1 (0.6)†  

Platelet count (103/mm3); n (%)    0.18 

     Normal ≥125 68 (90.7) 84 (96.6)‡ 152 (93.8)‡  

     Thrombocytopenia <125 7 (9.3) 3 (3.4)‡ 10 (6.2)‡  

        Mild [100;125[ 5 (6.7) 2 (2.3)‡ 7 (4.3)‡  

        Moderate [50;100[ 1 (1.3) - 1 (0.6)‡  

        Severe [25;50[ - 1 (1.1)‡ 1 (0.6)‡  

        Very severe [0;25[ 1 (1.3) - 1 (0.6)‡  

White cell count (103/mm3); n (%)        NA 

     Normal >2.5 75 (100.0) 91 (100.0)£ 166 (100.0)£  

Neutrophil count (103/mm3); n (%)    0.37 

     Normal >1.5 71 (94.7) 87 (97.8)ƍ 158 (96.3)ƍ  

     Neutropenia ≤1.5 4 (5.3) 2 (2.3)ƍ 6 (3.6)ƍ  
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        Mild [1.25;1.5] 2 (2.7) 2 (2.3)ƍ 4 (2.4)ƍ  

        Moderate [1.0;1.25[ 2 (2.7) - 2 (1.2)ƍ  
† one missing value, § three missing values, ‡ five missing values, £ two missing values, ʊ six missing values, ƍ three missing 

values. aChi-square test or Fisher’s exact test as appropriate and Student’s t-test or Wilcoxon Mann-Whitney test for LPV/r 
versus 3TC. Abbreviations: SD, standard deviation; LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine; IQR, interquartile range; WAZ, 
weight-for-age Z-score, HAZ, height-for-age Z-score; WHZ, weight-for-height Z-score, NA non-applicable.



  

Table 2. Maternal characteristics at randomisation (day-7) and during follow up of the PROMISE PEP trial 

Characteristics LPV/r (n=75) 3TC (n=92) Total (n=167) p valuea 

At randomisation (day-7)     
Socio-demographic characteristics     
Age (year); mean ± SD 29.6 ± 5.6 28.6 ± 5.4 29.0 ± 5.5 0.25 
Parity; median [IQR] 3.0 [2.0;4.0] 3.0 [1.0;4.0] 3.0 [2.0;4.0] 0.21 
Education     
Mother/caregiver ever attended school; n (%)    0.11 
     Yes 56 (80.0)† 74 (89.2)§ 130 (85.0)‡  
Economic status     
Type of income; n (%)    0.11 
     No income generating activities 15 (21.4)† 13 (15.7)§ 28 (18.3)‡  
     Irregular income 36 (51.4)† 34 (41.0)§ 70 (45.8)‡  
     Regular income 19 (27.1)† 36 (43.4)§ 55 (34.0)‡  
Clinical and biological characteristics     
BMI; median [IQR]  23.9 [21.7;26.4] 23.9 [21.5;28.0] 23.9 [21.4;27.4] 0.51 
CD4 cells count (cells/mm3); median [IQR] 490.0 [424.0;601.0] 495.0 [430;589.0] 494.0 [428.0;595.0] 0.99 

HIV viral load control; n (%)    0.52 
     <1000 copies/mL 42 (56.0) 57 (62.6)£ 99 (59.6)£  
     ≥1000 copies/mL 33 (44.0) 34 (37.4)£ 67 (40.4)£  
WHO HIV staging; n (%)    0.69 
    Stage 1 73 (97.3) 88 (95.6) 161 (96.4)  
    Stage 2 2 (2.7) 4 (4.4) 6 (3.6)  
Maternal prophylaxis during pregnancy     
ARV regimen; n (%)    0.22 
     ZDV 65 (86.7) 79 (85.9) 144 (86.2)  
     ZDV+3TC 5 (6.7) 11 (12.0) 16 (9.6)  
     No ARV 5 (6.7) 2 (2.2) 7 (4.2)  
Duration of ARV prophylaxis taken during pregnancy (week); 
median [IQR] 

10.0 [7.0;12.0] 8.0 [5.0;12.0] 9.0 [5.5;12.0] 0.19 
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† five missing values, § nine missing values, ‡ fourteen missing values, £ one missing value, ʊ eighteen missing values, ƍ twenty-five missing values, ¤ twelve missing values, ¥ 
seventeen missing values, Ʃ twenty-nine missing values. aChi-square test or Fisher’s exact test as appropriate and Student’s t-test or Wilcoxon Mann-Whitney test for LPV/r 
versus 3TC. Abbreviations: LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine; SD, standard deviation; IQR, interquartile range; BMI, body mass index; HIV, Human immunodeficiency 
virus; WHO, World Health Organization; ARV, antiretroviral; ZDV, zidovudine.

During the PROMISE PEP trial     
HIV viral load at week-38 (Log copies/mL); median [IQR] 4.0 [2.7;5.0]§ 4.0 [2.2;4.7]ʊ 4.0 [2.5;4.8]ƍ 0.58 
HIV viral load control at week-38; n (%)    0.62 
    <1000 copies/mL 20 (30.3)§ 24 (31.6)ʊ 44 (31.0)ƍ  
     ≥1000 copies/mL 46 (69.7)§ 52 (68.4)ʊ 98 (69.0)ƍ  
Duration of breastfeeding (week); median [IQR] 41.7 [33.7;45.7] 43.4 [37.3;47.9] 42.4 [35.9;47.0] 0.08 
Smoking during pregnancy; n (%)    1.00 
     No 62 (98.4)¤ 73 (97.3)¥ 135 (97.8)Ʃ  
Smoking during breastfeeding; n (%)    1.00 
     No 62 (98.4)¤ 74 (98.7)¥ 136 (98.6)Ʃ  
Alcohol consumption during pregnancy; n (%)    0.56 
     Yes 24 (38.1)¤ 25 (33.3)¥ 49 (35.5)Ʃ  



  

Table 3. Children’ telomere length at day-7 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*Telomere measurement was performed on blood collected after randomization but before the 
administration of the first ARV prophylaxis dosis. aWilcoxon Mann-Whitney test for LPV/r versus 3TC. 
Abbreviations: PrEP, pre-exposure prophylaxis; kb, kilobase; IQR, interquartile range; LPV/r, 
lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine.
  

Site PrEP* n 

Telomere length at day-7 

(kb/cell) 

median [IQR] 

p 

valuea 

Burkina Faso 
Any 44 335 [178;463]  

LPV/r 21 293 [131;424] 
0.50 

3TC 23 360 [231;467] 

South Africa 
Any 39 131 [112;148]  

LPV/r 13 123 [79;149] 
0.65 

3TC 26 132 [112;147] 

Uganda 
Any 43 391 [268;485]  

LPV/r 20 420 [254;529] 
0.34 

3TC 23 348 [268;447] 

Zambia 
Any 41 331 [268;445]  

LPV/r 21 331 [295;402] 
0.63 

3TC 20 321 [179;461] 

All 
Any 167 294 [144;438]  

LPV/r 75 321 [152;445] 
0.29 

3TC 92 270 [137;434] 
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Table 4. Telomere length at week-50 and proportion of CHEU with telomere shortening at week-50 

Site PrEP n 

Telomere length at 

week-50 (kb/cell) 

Median [IQR] 

p 

valuea 

Children with 

telomere shortening 

at week-50 

n (%) 

p 

valueb 

Burkina 
Faso 

Any 44 333 [193;463]  17 (38.6)  

LPV/r 21 292 [195;483] 
0.69 

10 (47.6) 
0.24 

3TC 23 382 [191;442] 7 (30.4) 

South 
Africa 

Any 39 131 [108;150]  17 (43.6)  

LPV/r 13 125 [110;152] 
0.73 

5 (38.5) 
0.65 

3TC 26 137 [108;148] 12 (46.2) 

Uganda 
Any 43 332 [266;431]  25 (58.1)  

LPV/r 20 323 [292;431] 
0.91 

12 (60.0) 
0.82 

3TC 23 346 [266;434] 13 (56.5) 

Zambia 
Any 41 345 [266;448]  15 (36.6)  

LPV/r 21 345 [302;433] 
0.95 

7 (33.3) 
0.66 

3TC 20 338 [194;498] 8 (40.0) 

All 
Any 167 294 [141;417]  74 (44.3)  

LPV/r 75 305 [161;430] 
0.37 

34 (45.3) 
0.81 

3TC 92 267 [139;417] 40 (43.5) 
aWilcoxon Mann-Whitney test for LPV/r versus 3TC. bChi-square test for LPV/r versus 3TC. Abbreviations: CHEU, 
children who are HIV-exposed uninfected; PrEP, pre-exposure prophylaxis; kb, kilobase; IQR, interquartile range; 
LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine.
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Table 5. Telomere shortening between week-6 and week-50 in South African CHEU from the control and the 

PrEP groups 

 

 

 

 

 

 

Abbreviations: PrEP, pre-exposure prophylaxis; CHEU, children 
who are HIV-exposed uninfected. 
  

Group PrEP n 

CHEU with telomere 

shortening between 

week-6 and week-50 

n (%) 

Control No 37 12 (32.4) 

PrEP Yes 33 4 (12.1) 
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Figure 1. Forest plot of the association between growth and neuropsychological outcomes at 

year-6 with telomere shortening at week-50, assessed by linear regressions. β value and 

confidence interval are shown. Final global scores for the SDQ-25, TOVA, MABC-2 and 

KABC-II neuropsychological tests are presented. SDQ-25 score was squared-transformed. 

Positive β were associated with better performance for MABC-2 and KABC-II tests while they 

were associated with poorer performances for SDQ-25 and TOVA test. Growth analyses were 

adjusted for the prophylaxis, the age of the child, the gender, the study site, the type of income 

generating activities, the education of the mother and the number of children under five years 

old living in the household. Neuropsychological analyses were adjusted for the same 

cofounders plus the child weight and height at year-6. Abbreviations: WAZ, weight-for-age Z-

score; HAZ, height-for-age Z-score; BMIZ, body mass index Z-score; SDQ-25, Strength and 

Difficulties Questionnaire; TOVA, Test of Variable Of Attention; MABC-2, Movement 

Assessment Battery for Children second edition; KABC-II, Kaufman Assessment Battery for 

Children second edition; CI, confidence interval. 
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Discussion et perspectives



 

163 

 

  



 

164 

 

L’essai PROMISE PEP conduit dans quatre pays d’Afrique Sub-Saharienne visait à évaluer 

l’efficacité et l’innocuité d’une prophylaxie ARV prolongée à base de LPV/r ou de 3TC, 

administrée à des nourrissons nés de mères infectées par le VIH pour prévenir la TME de celui-

ci par l’allaitement. 

Les travaux de cette thèse ont porté sur ces enfants que nous avons pu suivre jusqu’à l’âge de 6 

ans grâce à l’essai PROMISE M&S qui a consisté à rappeler les CHEU initialement suivis au 

cours de leur première année de vie. Nous avons mené une évaluation à court terme (du 

septième jour après la naissance à un an) et à long terme (6 ans) des toxicités génomiques de 

ces deux prophylaxies ARV, à la fois sur l’ADNmt et sur les télomères, et également recherché 

l’association entre la déplétion de l’ADNmt et l’attrition télomérique observées à la fin de 

l’exposition ARV et leur croissance et développement neurocognitif à 6 ans. 

Dans cette dernière partie de thèse, nous rappellerons dans un premier temps les principaux 

résultats obtenus puis discuterons de ces derniers. 

I. Synthèse des principaux résultats 

L’analyse de la toxicité mitochondriale aiguë du LPV/r et du 3TC a montré une prévalence 

importante (42.7%) de CHEU présentant une déplétion de l’ADNmt (diminution du nombre de 

copies supérieure ou égale à 50% entre D7 et W50) à la fin de l’exposition à la prophylaxie 

ARV (W50), sans différence significative entre le LPV/r et le 3TC. L’absence de différence 

entre ces deux prophylaxies offrait deux possibilités : soit aucune des deux n’étaient à l’origine 

de la déplétion observée, soit elles en étaient l’agent causal. Afin de discriminer ces deux 

possibilités, nous avons effectué une sous-analyse en Afrique du Sud incluant des CHEU 

n’ayant pas reçu de prophylaxie ARV et dont les mères n’étaient pas sous traitement pendant 

leur grossesse. Nous avons montré que les deux prophylaxies étaient associées à une déplétion 

de l’ADNmt au cours des six premiers mois, les risques relatifs entre les deux molécules ARV 

n’étant pas sensiblement différents avec 1.54 (%CI : 1.00-2.37 ; p = 0.05) pour le 3TC et 1.75 

(%CI : 1.15-2.68 ; p < 0.01) pour le LPV/r. Nous avons également mis en évidence un effet du 

genre sur la déplétion de l’ADNmt, les garçons présentant un risque relatif de 1.39 (95%CI : 

1.05-1.84 ; p = 0.02) comparé aux filles. Par ailleurs, nous avons observé que la quasi-totalité 

des CHEU présentait une délétion de l’ADNmt, aussi bien à D7 qu’à W50.  
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L’analyse de la toxicité mitochondriale sur le long terme s’est montrée doublement rassurante. 

D’une part, la déplétion de l’ADNmt que nous avions observée chez les CHEU à la fin de 

l’exposition à la prophylaxie (W50) ne persistait plus à l’âge de 6 ans, à l’exception d’un enfant 

ayant reçu du 3TC. D’autre part, les mesures anthropométriques (Z-scores poids-pour-âge, 

poids-pour-taille et indice de masse corporelle), les capacités motrices (test MABC-2) ainsi que 

les examens neurologiques évaluant la santé mentale de l’enfant (test SDQ-25), en particulier 

leurs fonctions cognitives (tests KABC-II et TOVA) et mémorielle (test KABC-II), ne se 

trouvaient pas associées à cette déplétion à 6 ans. 

Enfin, l’analyse de la longueur des télomères a montré une prévalence de 44.3% de CHEU 

présentant un raccourcissement télomérique à la fin de l’exposition à la prophylaxie ARV, bien 

que la longueur des télomères était dans son ensemble stable pendant cette période avant 

d’entamer une décroissance jusqu’à l’âge de 6 ans. La sous-analyse en Afrique du Sud a montré 

que la prophylaxie ARV n’était pas associée à cette attrition avec un risque relatif de 0.35 

(95%CI : 0.10-1.24 ; p = 0.10). De façon similaire à l’étude de la toxicité mitochondriale, nous 

avons également montré que cette attrition des télomères au cours de la première année de vie 

n’était pas associée à de moins bons indicateurs relatifs à la croissance et au développement 

neuro-psychomoteur de l’enfant à 6 ans. 

II. Discussion générale et perspectives 

1. Toxicité mitochondriale : effet du LPV/r 

D’une façon générale, le choix des prophylaxies ARV administrées aux CHEU se doit de 

prendre en compte un certain nombre de prérequis incluant notamment l’existence d’une 

formulation pédiatrique associée à une bonne palatabilité, une bonne innocuité générale ainsi 

qu’une meilleure génotoxicité comparativement à l’AZT, une longue demi-vie aussi bien dans 

le plasma que dans les cellules, une forte barrière génétique minimisant le risque d’émergence 

de souches VIH résistantes (en cas d’échec de la prophylaxie), mais également être accessible 

en terme de coût, en particulier dans les pays à ressources limitées. Les ARV choisis dans le 

cadre de l’essai PROMISE PEP incluaient cette démarche et remplissaient la quasi-totalité de 

ces critères.  

  



 

166 

 

Si l’analyse de la toxicité génomique du 3TC et du LPV/r se veut rassurante sur la longueur des 

télomères, l’observation d’une association entre le LPV/r et la déplétion de l’ADNmt nous a 

interpelée. En effet, si la toxicité mitochondriale des INTI, dont le 3TC fait partie, est avérée et 

bien décrite dans la littérature299,300,306, les IP comme le LPV/r ne sont quant à eux pas 

particulièrement connus pour entraîner une telle génotoxicité chez les individus infectés par le 

VIH et traités par cet ARV et encore mois chez les enfants infectés par le VIH dont la première 

ligne de traitement intègre le LPV/r. Le groupe de Taura et al. a néanmoins montré in vitro que 

le LPV était le plus puissant inducteur d’ERO dans les PBMC mais également dans plusieurs 

lignées cellulaires327. Ce mécanisme pourrait être à l’origine de la toxicité mitochondriale 

associée au LPV/r que nous avons observé dans notre étude puisque, comme nous l’avons 

mentionné dans l’état de l’art, les ERO peuvent endommager l’ADNmt, conduire à une 

déplétion de celui-ci et par voie de conséquence engendrer un dysfonctionnement de la CRM. 

Nous n’avons cependant pas pu tester cette hypothèse en raison de notre support biologique 

(DBS) qui ne le permettait pas. La production d’ERO peut toutefois être facilement observable 

in vitro par l’utilisation de la sonde DCFH-DA (2’-7’dichlorodihydrofluorescein diacetate), qui 

après sa désacétylation par les estérases cellulaires, va être oxydée par les ERO et émettre un 

signal fluorescent vert. Nous proposons ainsi un protocole expérimental en première approche 

sur une lignée cellulaire hépatique, les deux ARV pouvant avoir des effets hépatotoxiques, afin 

de tester indépendamment la capacité du 3TC, du LPV, du RTV et du LPV/r à induire cette 

production et analyser en parallèle les paramètres de l’ADNmt. Le choix des concentrations à 

adopter devra reposer sur les concentrations plasmatiques maximales de ces ARV observées 

dans le plasma des CHEU au cours de l’essai PROMISE PEP afin de déterminer la 

concentration maximale à utiliser in vitro524. Cette approche pourrait également être couplée à 

une analyse de la variation du potentiel de la membrane mitochondriale par l’utilisation de la 

sonde cationique JC-1 (5,5,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’ tetraethylbenzimi-dazoylcarbocyanine 

iodide). Dans les mitochondries fonctionnelles, celle-ci s’accumule sous forme d’agrégats 

émanant une fluorescence rouge. En revanche, toute diminution du potentiel de membrane 

conduit à une faible accumulation de JC-1 qui reste alors sous forme de monomères fluorescents 

verts. La réduction du ratio rouge/vert est ainsi indicatrice d’une dépolarisation de la membrane. 

A noter, l’observation de la dynamique mitochondriale à l’aide de ces deux marqueurs d’activité 

est extemporanée. Ces expériences in vitro ont été initiées au cours de cette thèse mais n’ont 

malheureusement pas pu être finalisées. Une autre hypothèse quant à la génotoxicité du LPV/r 

implique plusieurs excipients inclus dans la formulation de cet ARV, notamment l’éthanol 

(42.4% v/v) et le propylène glycol (15.3% m/v).   
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L’éthanol est connu pour stimuler la production d’ERO et altérer les défenses antioxydantes, 

menant ainsi à une augmentation du stress oxydatif et à une déplétion et dommages de 

l’ADNmt525. La toxicité du prophylène glycol sur les mitochondries n’est quant à elle pas 

décrite dans la littérature et mériterait d’être investiguée in vitro. L’administration conjointe de 

ces deux excipients peut cependant entraîner l’accumulation de propylène glycol non 

métabolisé chez les nouveau-nés, l’éthanol entrant en compétition pour sa métabolisation526. La 

toxicité associée à un surdosage du propylène glycol inclut entre autres tachycardie, convulsion 

et acidose lactique, ce dernier étant bien connu pour résulter d’une dysfonction mitochondriale. 

A noter, l’absence d’association entre le LPV/r et le raccourcissement des télomères mais son 

association avec la déplétion de l’ADNmt soulève la question du mécanisme d’action de cet 

ARV quant aux deux toxicités génomiques. Dans notre hypothèse de la production d’ERO via 

le LPV/r, la proximité de l’ADNmt avec la source de production de ces dernières en 

comparaison des chromosomes qui sont éloignés dans le noyau, expliquerait probablement ce 

phénomène. L’observation d’une relation inverse entre le nombre de copies d’ADNmt et la 

longueur des télomères que nous avons observée va également en ce sens.  

2. Effet du genre 

Nous avons montré que les garçons d’Afrique du Sud présentaient un risque plus important de 

déplétion de l’ADNmt comparé aux filles. Cet effet du genre sur le nombre de copies n’a jamais 

été observé dans les études portant sur les CHEU. Toutefois la prédominance du genre masculin 

dans les cas de dysfonctions mitochondriales a été rapportée par le groupe de Brogly et al. dans 

la cohorte PACTG 219C avec une prévalence de 75% parmi les garçons sur les 20 cas 

pathologiques identifiés347, mais également par le groupe de Blanche et al. dans la cohorte de 

l’Enquête Périnatale Française (EPF) (d’après communication personnelle de 347). Par ailleurs, 

cette prédominance du genre masculin a également été décrite dans les maladies 

mitochondriales pédiatriques affectant la population générale527. De façon intéressante, des 

études in vivo chez les rongeurs ont mis en évidence une production plus importante d’ERO 

chez les mâles que chez les femelles dans le foie et les muscles squelettiques ainsi qu’une 

meilleure défense antioxydante chez ces dernières, attribuables aux estrogènes528. Nous 

pouvons supposer que dans notre étude, les garçons seraient plus vulnérables que les filles aux 

effets délétères des ERO sur l’ADNmt. L’implication des œstrogènes dans ce processus reste 

cependant discutable chez des nouveau-nés de sexe féminin.  
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Cet effet du genre n’a curieusement pas été observé lors de l’analyse portant sur la longueur 

des télomères. Il est pourtant admis dans la littérature que les femmes possèdent des télomères 

plus longs que les hommes, leur conférant une espérance de vie plus importante449,450. A ce 

jour, une seule étude a montré une association positive entre le genre féminin et la longueur des 

télomères chez des CHEU canadiens d’origines multiples (indigènes, asiatiques, populations 

blanches, populations noires)498, suggérant l’implication de ces dernières dans la modulation de 

l’effet du genre. 

3. Effet du site 

Nos deux études de toxicités génomiques se rejoignent quant à l’observation d’un effet du pays 

d’origine sur les paramètres génomiques mesurés. Le nombre de copies d’ADNmt et la 

longueur des télomères étaient en effet environ deux fois plus faible parmi les CHEU d’Afrique 

du Sud en comparaison de ceux du Burkina Faso et de l’Ouganda. La prévalence de déplétion 

de l’ADNmt à W50 était également plus forte parmi les CHEU sud-africains (63.3% versus 

30.2% et 35.4% pour le Burkina Faso et l’Ouganda, respectivement).  

Nous avons en premier abord écarté l’hypothèse, légitime, d’une éventuelle dégradation de nos 

échantillons biologiques en relation avec une mauvaise conservation de ces derniers. Cet aspect 

était un point critique concernant l’évaluation de la toxicité mitochondriale. L’ADNn se 

dégradant plus vite que l’ADNmt, toute dégradation entraînerait de ce fait une augmentation du 

ratio nombre de copies d’ADNmt/nombre de copies d’ADNn, expliquant ainsi les valeurs 

absolues plus élevées au Burkina Faso et en Ouganda qu’en Afrique du Sud. Néanmoins, les 

quatre sites de l’essai ont suivi les mêmes procédures opératoires standardisées, notamment en 

matière de collection et de stockage des DBS. Par ailleurs, nous avons appliqué les mêmes 

procédures expérimentales en terme d’extraction ADN, de qPCR et de contrôle qualité des 

échantillons.  

Cette différence entre pays n’a jamais été rapportée dans les études sur les CHEU pour la simple 

raison qu’aucune d’entre elles n’a été menée sur plusieurs pays à la fois. La majorité des études 

évaluant la génotoxicité des ARV chez les CHEU incluait principalement des enfants nés aux 

Etats-Unis333,334,337–339,343, au Canada341,342,345,491,498,529 ou en Espagne335,336,530. Seules trois 

études ont été conduites en Afrique : au Cameroun340, en Tanzanie344 et en Afrique du Sud499. 

Cette diversité dans le pays de naissance et dans l’origine des populations ainsi que l’absence 

d’homogénéité des techniques de quantification rend difficile la confrontation de nos résultats 

avec les études menées par nos pairs.   
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Quelques études semblent néanmoins suggérer que l’origine des populations ainsi que leur 

localisation spatiale au sein d’un même pays pourraient jouer un rôle. Le groupe de Brogly et 

al. a ainsi montré une prévalence plus importante du nombre de cas possibles de pathologies 

mitochondriales chez les populations noires de CHEU (63.2%) que chez les populations 

blanches (15.8%) et hispaniques (21.1%)531. Le groupe canadien de Côté et al. a quant à lui 

rapporté un nombre de copies d’ADNmt moins important chez les CHEU nés à Vancouver par 

rapport à ceux nés à Toronto dans la cohorte CARMA342. Les auteurs ont cependant suggéré un 

lien possible avec l’arrêt précoce de la prophylaxie AZT sur le site Vancouver. 

La différence entre les pays n’était pas attribuable à la prophylaxie ARV maternelle donnée 

pendant la grossesse (AZT au Burkina Faso et en Afrique du Sud et AZT+3TC majoritairement 

en Ouganda). Une des explications possibles que nous proposons réside dans le sous-type du 

groupe M du VIH-1 circulant dans chacun des pays : souche recombinante CRF_02AG au 

Burkina Faso532, sous-types A et D majoritaires en Ouganda 533 et sous-type C en Afrique du 

Sud534. Ce dernier pourrait ainsi s’avérer être plus virulent que les deux autres sur l’ADNmt. 

Une approche expérimentale pourrait être conduite par l’analyse des paramètres 

mitochondriaux et par la production d’ERO après traitement par des protéines virales (Tat, 

gp120, Vpr) de différents sous-types. 

4. Implication des altérations génomiques dans la santé des enfants exposés non 
infectés 

4.1. Déplétion et délétion de l’ADNmt 

La déplétion de l’ADNmt au cours de la première année de vie ainsi que la forte prévalence 

(>99%) de CHEU présentant une délétion de l’ADNmt aussi bien à D7 qu’à la fin de 

l’exposition à la prophylaxie (W50) questionnent sur le devenir de la santé des CHEU sur le 

long terme. A la fin de l’exposition à la prophylaxie ARV, aucun des enfants ne présentait de 

signes cliniques de pathologies mitochondriales même si le diagnostic de telles pathologies 

nécessite des investigations métaboliques, biochimiques, histo-pathologiques et requiert parfois 

l’utilisation d’imageries par résonnance magnétiques (IRM) cérébrales. Nous n’avons pas pu 

analyser si la déplétion de l’ADNmt était associée à une hyperlactatémie, proxy de toute 

dysfonction mitochondriale, le dosage des lactates n’ayant pas été effectué dans l’essai 

PROMISE PEP. Nous support biologique ne permettait également pas de mesurer l’activité des 

complexes enzymatiques de CRM, ni d’apprécier la morphologie et le nombre des 

mitochondries.  
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Si la délétion de l’ADNmt peut sembler alarmante au premier abord, ce constat reste toutefois 

à nuancer. En effet, bien que les délétions de l’ADNmt ne puissent pas être réparées et que ce 

type de mutation soit connu pour s’accumuler avec l’âge348, leurs traductions en signes cliniques 

spécifiques restent le plus souvent rares en raison d’un faible taux d’hétéroplasmie 

mitochondrial (coexistence de copies d’ADNmt sauvages et mutées). En ce sens, les CHEU 

que nous avons analysés ne présentaient aucun signe clinique de cytopathies mitochondriales, 

comme ci-dessus mentionné. A ce jour, deux études se sont brièvement intéressées à la délétion 

de l’ADNmt des CHEU sans déceler leur présence dans les PBMC d’enfants de 18 mois 

exposés in utero et en postnatal aux INTI347, ou dans les cellules du cordon ombilical344. Les 

approches techniques n’étaient cependant pas les plus appropriées pour conclure de façon 

définitive. La forte prévalence de CHEU présentant une délétion de l’ADNmt à D7 dans notre 

étude reste néanmoins inquiétante et interroge. Elle soulève également la question de 

l’évolution de ces délétions suite à l’ajout d’une prophylaxie ARV, à la fois sur le court et sur 

le long terme. Si la double exposition de ces enfants au VIH et à la prophylaxie ARV maternelle 

pendant la grossesse ne permet pas de conclure quant à la contribution de chacun dans 

l’instauration précoce de cette instabilité génomique, il semblerait tout de même que le virus 

lui-même et/ou les protéines libres y jouent un rôle primordial, en témoigne la prévalence 

d’enfants porteurs d’ADNmt délétés de 86.8% chez les CHEU d’Afrique du Sud âgés de 6 

semaines qui n’ont jamais été exposés aux ARV (CHEU issus programme SAPMTCT). Il est 

évident que ces observations requièrent davantage d’investigations. En ce sens, des analyses 

sont actuellement en cours, avec la collaboration du Département de Biochimie et de Génétique 

du Centre Hospitalier Universitaire d’Angers, afin de dresser un profil exhaustif des mutations, 

incluant les délétions, chez les CHEU de l’essai PROMISE PEP et PROMISE M&S grâce à la 

technologie eKLIPse développée par leur laboratoire et combinant une approche de séquençage 

de nouvelle génération à un algorithme d’analyse de séquence535. Les résultats préliminaires 

portent en première approche sur 32 CHEU à D7 et confirment ceux rapportés dans ces travaux 

de thèse avec une prévalence de 75% (24/32) de CHEU présentant des molécules d’ADNmt 

délétées à D7 (délétions simples et multiples), avec un taux d’hétéroplasmie variant de 0.01% 

à 84%. Parmi ces enfants, 91% étaient porteurs de larges délétions (supérieures à 6000 paires 

de bases).  
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Finalement, la déplétion de l’ADNmt au cours de la première année de vie n’a pas entraîné un 

retard de croissance ou du développement neuro-psychomoteur des enfants à 6 ans. La 

suspicion d’une éventuelle pathologie mitochondriale n’a par ailleurs été évoquée pour aucun 

des CHEU. Deux cas de cécité ont cependant été rapportés, un au Burkina Faso et un en Zambie, 

sans pouvoir établir avec certitude une origine mitochondriale puisque aucune investigation 

clinique n’a été réalisée lors de la visite de suivi. L’utilisation de l’éthambutol chez l’enfant 

zambien dans le cadre de son traitement pour la tuberculose pourrait cependant en être à 

l’origine (effet indésirable rare). Si la santé des CHEU se veut ainsi plutôt rassurante à 6 ans, il 

ne faut toutefois pas oublier que l’apparition des pathologies mitochondriales est généralement 

progressive et peut prendre plusieurs dizaines années. Il n’est ainsi pas exclu que les altérations 

de l’ADNmt que nous avons observées n’aient pas de répercussions à plus long terme chez ces 

enfants. Seul le suivi de ces CHEU à l’adolescence et à l’âge adulte permettrait d’apporter de 

telles précisions. 

4.2. Raccourcissement de la longueur des télomères 

Bien que la longueur des télomères ne variait pas dans son ensemble au cours de la première 

année de vie, nous avons identifié des CHEU qui présentaient leur raccourcissement, avec une 

prévalence de 44.3%. Si cette attrition télomérique constitue un processus physiologique bien 

connu, en particulier pendant l’enfance, elle peut néanmoins être associée à des anomalies 

cytogénétiques. Rappelons que les télomères jouent un rôle crucial dans le maintien de la 

stabilité génomique en empêchant la fusion des chromosomes entre eux362,363. N’assurant plus 

cette fonction, les télomères raccourcis peuvent donner lieu à la formation d’un pont entre les 

deux chromatides sœurs lors de la mitose, empêchant ainsi la ségrégation normale des 

chromosomes entre les deux cellules filles et donnant naissance à la formation de micronoyaux. 

De façon intéressante, une étude menée chez le modèle primate Erythrocebus Patas a observé 

une augmentation significative du nombre de micronoyaux dans les cellules mésenchymateuses 

des nouveau-nés exposés in utero à la combinaison AZT/3TC, avec une persistance de ces 

anomalies cytogénétiques à l’âge de 3 ans536. Chez les CHEU, une étude a rapporté une 

augmentation de la fréquence d’apparition de micronoyaux dans les érythrocytes de CHEU 

exposés in utero et en postnatal à l’AZT. Cette analyse étant impossible à réaliser sur DBS, 

nous avions néanmoins mis au point un protocole de marquage des micronoyaux à partir de 

cellules en culture. Nos expériences prévoyaient de générer une population de fibroblastes à 

partir de bulbes capillaires prélevés sur les CHEU de Zambie. Nous ne disposions toutefois que 

de prélèvements à 6 ans.  
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5. Limitations de nos travaux 

Si les travaux de cette thèse bénéficient des avantages de l’essai PROMISE PEP (essai 

randomisé contrôlé, choix judicieux des prophylaxies ARV, monitoring optimal de 

l’observance des prophylaxies, base de données exhaustive), ils présentent néanmoins quelques 

limites qui sont abordées ci-dessous. 

L’interprétation des résultats des études menées chez les CHEU est dans son ensemble rendue 

difficile par la double exposition de ces enfants (pour la plupart d’entre eux) à la fois au VIH et 

aux ARV, et aussi bien in utero que pendant l’allaitement. Des variations intrinsèques à ces 

expositions viennent complexifier l’analyse des données. Pendant la grossesse et pendant 

l’allaitement, ces enfants ont en effet été exposés à des durées d’exposition variables au VIH et 

aux ARV, à différents régimes de TAR maternels (monothérapies, bithérapies ou multi-

thérapies et switch de régime ARV), à différents types d’ARV des TAR maternels mais 

également à leur propre prophylaxie dont la durée et le type de molécule ARV étaient eux aussi 

variables. Viennent s’ajouter à ces expositions des différences socio-économiques et des modes 

d’alimentation différents (allaitement versus nourriture solide). Le choix d’un groupe contrôle 

adéquate d’enfants prenant en considération toutes ces variations est primordial mais reste 

difficilement solvable, en particulier lorsque le nombre d’études est limité dans une population 

donnée. Dans ce contexte, la principale limitation de ces travaux de thèse résidait dans l’absence 

d’un groupe contrôle de CHEU n’ayant pas reçu de prophylaxie ARV dans l’essai PROMISE 

PEP. Nous ne pouvons ainsi pas conclure quant à l’impact de la prophylaxie chez ces enfants, 

que ce soit sur l’ADNmt ou sur la longueur des télomères. Nous nous sommes efforcés de nous 

rapprocher au mieux des caractéristiques de notre cohorte, notamment en terme de 

recommandation de PTME, et avons pu bénéficier de DBS provenant de CHEU sud-africains 

n’ayant été exposés à aucun ARV. Nous ne pouvons ainsi pas extrapoler quant à l’effet de la 

prophylaxie au Burkina Faso et en Ouganda. La base de données de ce groupe contrôle était 

également limitée. Nous n’avons par exemple pas eu accès au nombre de CD4 ou à la charge 

virale de la mère pendant la grossesse.  

Deuxièmement, nous n’avons malheureusement pas pu suivre les CHEU d’Afrique du Sud sur 

le long terme, les échantillons n’ayant pas été collectés dans PROMISE M&S. Il aurait été en 

particulier intéressant de décrire la cinétique de l’ADNmt chez ces enfants, rappelons-le les 

plus touchés par la déplétion de l’ADNmt, et de connaître l’impact de celle-ci sur leur santé à 

6 ans.  
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Nous n’avons également pas pu analyser la toxicité mitochondriale des CHEU de Zambie en 

raison d’une corrélation entre le nombre de copies d’ADNmt et le nombre de plaquettes à D7. 

Nous n’avons pas pu exclure les enfants présentant cette corrélation car nous avons observé une 

interaction entre le site et la prophylaxie sur la déplétion de l’ADNmt.  

Autre aspect, l’absence de point intermédiaire entre un an et 6 ans ne nous permet pas d’affiner 

nos observations, à savoir préciser à partir de quel moment le nombre de copies d’ADNmt 

entame son augmentation et la longueur des télomères sa diminution. Nous ne pouvons 

également pas avoir un aperçu intermédiaire de la santé des enfants qui pourrait se trouver 

transitoirement affectée. 

Enfin, plusieurs données constituant des facteurs de risque potentiels d’altération génomique 

ont été auto-déclarées par les mères : consommation de cigarettes pendant la grossesse et 

l’allaitement, et consommation d’alcool pendant la grossesse. Ces informations n’ont pas pu 

être intégrées aux analyses portant sur la toxicité mitochondriale aiguë car elles n’étaient inclues 

dans les questionnaires (CRF, case report form) dédiés à l’essai PROMISE PEP, mais l’étaient 

toutefois dans ceux de PROMISE M&S. La consommation de drogues d’addiction au cours de 

ces deux périodes n’a quant à elle pas été collectée. Il est néanmoins peu probable que la 

prévalence associée à cette consommation soit importante comparativement aux populations à 

fortes ressources dont l’accès y est favorisé. D’autres données pouvant en particulier être 

associées au raccourcissement des télomères n’ont également pas été collectées : âge du père à 

la conception537,538 et infection à Cytomégalovirus455. 

6. Implication de nos travaux en Santé publique 

Ces travaux de thèse s’inscrivent dans une évaluation globale des effets secondaires liés à 

l’utilisation du 3TC et du LPV/r en prophylaxie prolongée pendant un an d’allaitement lors de 

l’essai PROMISE PEP. Nous l’avons décrit dans l’état de l’art, l’efficacité des stratégies 

actuelles de PTME du VIH ne sont clairement pas suffisantes pour mettre fin à la transmission 

du virus par l’allaitement. Les raisons sont multiples et sont souvent liées à la mise en pratique 

des recommandations. Bien que l’incidence de l’infection à VIH chez les enfants de moins de 

15 ans ait considérablement diminuée au cours de ces dernières décennies, elle montre 

cependant un ralentissement depuis ces cinq dernières années (Figure 1.2).  
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Un besoin urgent de stratégies additionnelles telles que l’utilisation d’une prophylaxie ARV 

infantile étendue à toute la durée de l’allaitement ne pourraient que potentialiser les schémas 

interventionnels actuels, qui incluent une prophylaxie plafonnée à 12 semaines pour les enfants 

allaités à risque d’acquisition du VIH539. Face à cette évidence, certaines recommandations 

nationales adoptent désormais une prophylaxie alternative permettant aux CHEU d’être 

protégés plus longtemps. C’est notamment le cas de l’Afrique du Sud qui, depuis octobre 2019, 

recommande l’utilisation conjointe de l’AZT pendant 6 semaines et de la NVP pendant 12 

semaines chez les nouveau-nés à risque dont les mères ont une charge virale contrôlée 

(inférieure à 1000 copies/mL), avec la possibilité d’étendre l’utilisation de la NVP jusqu’à ce 

que la mère ait une charge virale contrôlée ou jusqu’à 4 semaines après la fin de l’allaitement540. 

La Zambie emploie elle aussi une prophylaxie alliant la combinaison AZT/3TC à la NVP 

pendant 12 semaines avec une extension de cette dernière selon les mêmes modalités que 

l’Afrique du Sud541. Les questions du ou des ARV à utiliser dans un tel contexte ainsi que leurs 

effets sur le long terme demeurent et reposent entre autre sur l’équilibre entre la balance 

bénéfice/risque et sur l’accessibilité des traitements. Les deux exemples que nous avons 

mentionnés ci-dessus ont recours à la NVP. Si une récente étude a montré que l’administration 

prolongée de celle-ci pendant 6 mois n’avait pas d’impact sur la croissance des enfants 

(indicateurs WAZ, HAZ, BMIZ) en comparaison au schéma classique de 6 semaines542, aucune 

étude n’a évalué à ce jour son effet sur une période plus longue. L’OMS recommande d’ailleurs 

la poursuite de l’allaitement jusqu’à 24 moins minimum et plus117. La NVP présente une 

barrière génétique faible favorisant l’apparition de mutations de résistance, questionnant sur la 

légitimité de son emploi sur le long-terme en tant que prophylaxie. Cet aspect reste toutefois 

restreint aux infections acquises en dépit de la prophylaxie. Les IP constitueraient de meilleurs 

candidats en raison de leur barrière génétique élevée limitant ainsi la sélection de souches VIH 

résistantes. En ce sens, les essais PROMISE PEP et PROMISE M&S ont apporté une évaluation 

globale de la toxicité du LPV/r sur le long terme, unique dans la littérature scientifique. 

Toutefois, l’observation d’une déplétion de l’ADNmt à un an, bien que transitoire, couplée à 

de précédents effets secondaires rapportés par notre unité de recherche au cours de la première 

année de vie indiquent que le LPV/r ne constituerait pas un ARV de choix pour son utilisation 

en prophylaxie prolongée. Les CHEU ayant reçu cet ARV présentaient en effet un retard de 

croissance caractérisé par une prise de poids légèrement plus faible à un an543, ainsi qu’un taux 

plus important des hormones surrénaliennes (hormones DHEA et 17-OH) six semaines après 

la naissance pour les CHEU du Burkina Faso et d’Afrique du Sud, sans signe clinique de 

dysfonctionnement rénal à un an544, en comparaison au 3TC.   
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Le retard de croissance ne persistait toutefois plus à l’âge de 6 ans (Nagot et al, Scientific 

reports, en soumission) et aucune différence n’a été observée entre les deux régimes 

prophylactiques quant au développement neuro-psychomoteur de ces enfants à 6 ans (Nagot et 

al, scientific reports, en soumission). Plus récemment, l’évaluation de la santé bucco-dentaire 

des CHEU d’Ouganda âgés de 5-7 ans se veut toutefois rassurante, sans différence entre les 

deux ARV bien que le LPV/r semblerait moins affecter celle-ci539. Le 3TC représenterait ainsi 

une alternative à la NVP et au LPV/r.  

D’autres stratégies au profil plus innocuitaire pourraient cependant être utilisées dans les pays 

à forte incidence du VIH comme par exemple l’administration de bNAbs aux enfants allaités 

(Figure 2.1.), bNAbs qui ne devraient pas avoir d’effets indésirables sur les mitochondries. 

Enfin, bien que ces deux prophylaxies ne fassent pas parties des programmes actuels de PTME, 

nos travaux sont également d’intérêt pour d’autres populations recevant ces ARV. Depuis 10 

ans, le LPV/r  intègre en effet la trithérapie ARV de première intention des enfants infectés par 

le VIH, d’abord chez les enfants de moins de 2 ans ayant été exposés à la NVP en tant que 

prophylaxie infantile ou à d’autres INNTI maternels inclus dans le cadre de la PTME entre 2010 

et 2013545; puis à partir de 2013, étendu à tous les enfants infectés de moins de 3 ans546. Le 3TC 

est quant à lui inclus dans le cadre de la trithérapie ARV de première ligne des patients co-

infectés VIH/Hépatite B dès l’âge de 3 ans547. 
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Les 1 000 premiers jours de la vie sont cruciaux pour le développement de l’enfant et pour la 

trajectoire de sa santé à l’âge adulte. Avec la généralisation de l’accès aux ARV, la plupart des 

CHEU sont désormais exposés aux ARV maternels dès la conception. La santé plus fragile de 

ces enfants rend indispensable et primordial leur suivi prolongé pour évaluer les effets 

indésirables à long terme des ARV pour au final garantir leur meilleure santé future. Les travaux 

de cette thèse vont en ce sens. Si le LPV/r et le 3TC ne semblent pas avoir d’impact sur la 

longueur des télomères, la toxicité mitochondriale observée avant même l’initiation de la 

prophylaxie et à la fin de l’exposition à l’un ou l’autre des deux régimes prophylactiques 

questionne sur leur impact à long terme, et ceci bien au-delà de notre suivi à 6 ans.  

La question du vieillissement prématuré des CHEU demeure elle aussi, et nécessite d’être 

étudiée sur le long terme, en intégrant les deux versants génotoxiques, celui propre aux 

mitochondries et celui propre aux télomères. L’évaluation de ces paramètres génomiques, 

relativement facile à mettre œuvre dans son ensemble, pourrait, si ce n’est devrait, être intégrée 

en routine au suivi à la fois sur le court et sur le long terme de ces enfants. Celui-ci ne pourra 

toutefois se faire sans la disponibilité de données standardisées de référence spécifiques à 

chaque population étudiée, en particulier à celle d’Afrique Sub-Saharienne. 

Malgré leur efficacité incontestable, les programmes de PTME se heurtent aujourd’hui à un 

ralentissement de la diminution de l’incidence pédiatrique à VIH. Près de la moitié des 

nouvelles infections étaient encore attribuables à l’allaitement en 2019 parmi les 21 pays 

prioritaires définis par le Plan Mondial. L’optimisation des stratégies préventives préexistantes 

comme la prophylaxie infantile, et/ou le développement de nouvelles interventions sont 

nécessaires et urgents, mais en s’accompagnant d’un minimum d’effets indésirables dans cette 

population qui ne cesse de croître. 
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Article 1 

Supplementary Materials 

 

Results details: Quality control of DNA 

In the PrEP group, sixteen out of the 200 CHEU initially selected were excluded from the analyses 

because they failed of quality control after checking for nuclear DNA degradation at D7 and W50 (seven 

at D7 and nine at W50). In the sub-analysis, one South African child from the PrEP group (LPV/r arm) 

was also removed after checking for DNA degradation at W6 and W26. 

In the main analysis, Spearman’s rank-order correlation test revealed that platelet count did not 

influence MCN at any point in time, except for in Zambia at D7. In fact, Rho correlation coefficients at 

D7 were 0.06 for Burkina Faso (p = 0.71), 0.01 for Uganda (p = 0.97), -0.06 for South Africa (p = 0.69) and 

0.37 (p = 0.01) for Zambia. At W50, Rho correlation coefficients were 0.04 for Burkina Faso (p = 0.81), -

0.004 for South Africa (p = 0.98), 0.27 for Uganda (p = 0.08) and 0.18 for Zambia (p = 0.25). It was 

previously reported that altitude increased MCN and Zambia has the highest elevation site in the study 

(1279 meters above sea level) [1, 2]. Therefore, because the experimental design of our study was not 

applicable to Zambian samples, we ruled this site out from the analyses, leaving a total of 139 CHEU. 

In the sub-analysis, Rho correlation coefficients were -0.11 (n = 45, 2 missing platelet count values, p = 

0.48) at W6 and 0.21 (n = 45, 2 missing platelet count values, p = 0.16) at W26. 

We further validated that platelet count did not influence MCN by applying the formula described 

by Hurtado et al. on the value at D7 [3]. These values did not differ from the raw values. We obtained 

an overall median difference of 3.1% and an interquartile range (IQR) of 1.96 to 4.71. 

Reference 

1. Prabhakar, A.; Chatterjee, T.; Bajaj, N.; Tyagi, T.; Sahu, A.; Gupta, N.; Kumari, B.; Nair, V.; Kumar, B.; Ashraf, 

M.Z. Venous thrombosis at altitude presents with distinct biochemical profiles: a comparative study from the 

Himalayas to the plains. Blood Adv 2019, 3, 3713–3723, doi:10.1182/bloodadvances.2018024554. 

2. Hui, L.; Rong, W.; Zheng-Ping, J.; Juan, X.; Hua, X. Effects of High Altitude Exposure on Physiology and 

Pharmacokinetics. Curr Drug Metab 2016, 17, 559–565, doi:10.2174/1389200216666151015113948. 

3. Hurtado-Roca, Y.; Ledesma, M.; Gonzalez-Lazaro, M.; Moreno-Loshuertos, R.; Fernandez-Silva, P.; Enriquez, J.A.; 

Laclaustra, M. Adjusting MtDNA quantification in whole blood for peripheral blood platelet and leukocyte 

counts. PLoS ONE 2016, 11, e0163770, doi:10.1371/journal.pone.0163770. 
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Supplementary Figures 

A  

Primers DNA (ng) 
Mean Ct 

(n = 16) 
Standard Deviation 

95% CI 

(Lower Bound) 

95% CI 

(Upper Bound) 

M
IT

O
 

0.1 30.12 1.59 29.34 30.89 

0.5 28.04 1.11 27.49 28.49 

1 27.07 0.63 26.76 27.38 

5 24.86 0.45 24.64 25.08 

10 23.91 0.39 23.71 24.10 

50 21.56 0.17 21.48 21.65 

100 20.26 0.56 19.98 20.53 

D
E

L
 

0.1 28.84 1.40 28.40 29.28 

0.5 27.06 0.82 26.59 27.53 

1 26.52 0.44 26.10 26.94 

5 23.65 0.26 23.42 23.89 

10 22.70 0.18 22.53 22.86 

50 20.31 0.16 20.20 20.41 

100 18.93 0.18 18.71 19.15 

B  

Primers Parameters Mean Standard Deviation 
95% CI 

(Lower Bound) 

95% CI 

(Upper Bound) 

M
IT

O
 Slope -3.14 0.22 -3.62 -3.20 

Efficiency 1.97 0.08 1.89 2.05 

Y-intercept 27.12 0.62 26.51 27.73 

R² 0.93 0.02 0.91 0.96 

D
E

L
 

Slope -3.71 0.16 -3.87 -3.55 

Efficiency 1.86 0.05 1.81 1.92 

Y-intercept 25.99 0.46 25.54 26.44 

R² 0.96 0.02 0.94 0.98 

Figure S1. Descriptive statistics of the mitochondrial DNA deletion assay. (A) Descriptive statistics for 

sixteen standard replicate analysed on four independent runs (B) Descriptive statistics for the qPCR: 

slope, efficiency, Y-intercept and R². Abbreviations: Ct, cycle threshold; CI, confidence interval. 
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  MITO  DEL 

 
DNA 

(ng) 

Mean 

Ct 

Standard 

Deviation 
%CV  

Mean 

Ct 

Standard 

Deviation 
%CV 

 0.1 30.12 1.59 5.27  28.84 0.90 3.12 

 0.5 28.04 1.11 3.97  27.06 0.96 3.55 

 1 27.07 0.63 2.34  26.52 0.85 3.21 

Reproductibility 5 24.86 0.45 1.79  23.65 0.48 2.03 

 10 23.91 0.39 1.63  22.70 0.33 1.45 

 50 21.56 0.17 0.79  20.31 0.21 1.03 

 100 20.26 0.56 2.78  18.93 0.44 2.32 

  2.65%  2.39% 

 0.1 30.12 1.40 4.66  28.84 0.80 2.76 

 0.5 28.04 0.82 2.93  27.06 0.64 2.37 

 1 27.07 0.44 1.62  26.52 0.60 2.25 

Repeatability 5 24.86 0.26 1.06  23.65 0.29 1.22 

 10 23.91 0.18 0.73  22.70 0.20 0.89 

 50 21.56 0.16 0.74  20.31 0.08 0.39 

 100 20.26 0.18 0.88  18.93 0.10 0.54 

  1.80%  1.49% 

Figure S2. Intra- and inter-run variations of the mitochondrial DNA deletion assay. Reproducibility was 

estimated for 16 replicates and repeatability for 4 replicates of 4 independent runs. Abbreviations: Ct, 

cycle threshold; CV, coefficient of variation. 
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Supplementary Tables 

Table S1. Children's characteristics at PrEP randomisation (D7) in Burkina Faso. 

Characteristic LPV/r (n = 23) 3TC (n = 23) Total (n = 46) p Valuea 

Gender; n (%)    0.76 

Male 13 (56.5) 14 (60.9) 27 (58.7)  

Weight (kg); mean ± SD 2.99 ± 0.37 3.02 ± 0.39 3.00 ± 0.36 0.76 

Height (cm); mean ± SD 49.2 ± 1.8 49.1 ± 2.2 49.2 ± 2.0 0.88 

Gestational age (week); mean ± SD 37.5 ± 2.0 37.7 ± 2.1 37.6 ± 2.0 0.83 

Preterm birth (week); n (%)    0.37 

No prematurity ≥37 15 (65.2) 12 (52.2) 27 (58.7)  

Prematurity <37 8 (37.8) 11 (47.8) 19 (41.3)  

Hæmoglobin (g/dL); median [IQR] 15.2 [14.2;17.2] 15.6 [14.0;17.2] 15.3 [14.2;17.2] 0.95 

ALT (U/L); n (%)    0.35 

Normal ≤40 19 (82.6) 22 (95.7) 41 (89.1) 
 

Abnormal >40 4 (17.4) 1 (4.3) 5 (10.9) 

Mild ]40;100] 2 (8.7) 1 (4.3) -  

Moderate ]100;200] 2 (8.7) - -  

Hæmoglobin (g/dL); n (%)    0.23 

Normal >13 23 (100.0) 20 (87.0) 43 (93.5) 
 

Anemia ≤13 - 3 (13.0) 3 (6.5) 

Mild [12;13] - 3 (13.0) -  

Platelet count (103/mm3); n (%)    1.00 

Normal ≥125 22 (95.7) - 45 (97.8) 
 

Thrombocytopenia <125 1 (4.3) - 1 (2.2) 

Mild [100;125[ 1 (4.3) - 1 (2.2)  

White cell count (103/mm3); n (%)    NA 

Normal >2.5 23 (100.0) 23 (100.0) 46 (100.0)  

Neutrophil count (103/mm3); n (%)    NA 

Normal >1.5 23 (100.0) 23 (100.0) 46 (100.0)  

aChi-square test or Fisher’s exact test as appropriate and Student’s t-test or Wilcoxon Mann-Whitney test 

for LPV/r versus 3TC. Abbreviations: PrEP, Pre-exposure prophylaxis; D7, day 7; SD, standard deviation; 

LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine; IQR, interquartile range; ALT Alanine Aminotransferase, 

NA non applicable. 
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Table S2. Maternal characteristics at randomisation (D7) and during follow up in Burkina Faso. 

Characteristic LPV/r (n = 23) 3TC (n = 23) Total (n = 46) p Value a 

At randomisation     

Social demographic characteristics     

Age (year); median [IQR] 26.8 [25.0;31.8] 28.2 [25.0;34.2] 28.0 [25.0;33.0] 0.23 

Parity; median [IQR] 3.0 [2.0;4.0] 3.0 [2.0;5.0] 3.0 [2.0;4.0] 0.32 

Clinical and biological characteristics     

BMI; median [IQR]  23.0 [20.7;24.2] 22.1 [21.1;24.5] 22.5 [21.0;24.2] 0.93 

CD4 cells count (cells/mm3); 

median [IQR] 
706.5 [492.5;839.0]† 

604.0 

[489.0;729.0]‡ 
617.0 [489.0;811.0]§ 0.56 

HIV viral load (Log copies/mL); 

median [IQR] 
2.9 [2.2;3.5] 2.2 [2.2;3.0] 2.6 [2.2;3.5] 0.28 

HIV viral load control; n (%)    0.12 

     Controlled <1000 copies/mL 12 (52.2) 18 (78.3) 30 (65.2) 
 

     Uncontrolled ≥1000 copies/mL 11 (47.8) 5 (21.7) 16 (34.8) 

WHO HIV staging; n (%)    1.00 

    Stage 1 21 (91.3) 21 (91.3) 42 (91.3) 
 

    Stage 2 2 (8.7) 2 (8.7) 4 (8.7) 

Antiretroviral prophylaxis     

ARV prophylaxis during 

pregnancy; n (%) 
   1.00 

     ZDV 22 (95.7) 22 (95.7) 44 (95.7) 
 

     No ARV prophylaxis 1 (4.3) 1 (4.3) 2 (4.3) 

Duration of ARV prophylaxis 

taken during pregnancy (week); 

median [IQR] 

7.5 [5.0;10.0] 6.5 [4.0;10.0] 7.5 [5.0;10.0] 0.83 

During the trial     

HIV viral load at W38 (Log 

copies/mL); median [IQR] 
4.7 [3.4;5.5] 4.5 [2.2;5.2] 4.6 [3.2;5.3] 0.42 

HIV viral load control at W38; n 

(%) 
   0.72 

     Controlled <1000 copies/mL 4 (17.4) 6 (26.1) 10 (21.7)  

     Uncontrolled ≥1000 copies/mL 19 (82.6) 17 (73.9) 36 (78.3)  

Duration of breastfeeding (week); 

median [IQR] 
47.9 [46.1;49.7] 47.4 [46.6;50.6] 47.7 [46.6;49.7] 0.94 

† three missing values, ‡ four missing values, § seven missing values. a Chi-square test or Fisher’s exact 

test as appropriate and Wilcoxon Mann-Whitney test for LPV/r versus 3TC. Abbreviations: D7, day 7; 

LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine; IQR, interquartile range; BMI, body mass index; HIV, 

Human immunodeficiency virus; WHO, World Health Organization; ARV, antiretroviral; ZDV, 

zidovudine; W38, week 38. 
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Table S3. Children's characteristics at PrEP randomisation (D7) in South Africa. 

Characteristic LPV/r (n = 20) 3TC (n = 28) Total (n = 48) p Value a 

Gender; n (%)    0.41 

     Male 11  (55.0) 12 (42.9) 23 (48.0)  

Weight (kg); mean ± SD 3.2 ± 0.5 3.4 ± 0.4 3.3 ± 0.5 0.18 

Height (cm); mean ± SD 48.5 ± 1.7 49.5 ± 1.9 49.1 ± 1.9 0.06 

Gestational age (week); mean ± SD 37.8 ± 1.0 38.0 ± 1.5 37.9 ± 1.3 0.67 

Preterm birth (week); n (%)    0.68 

     No prematurity ≥37 17 (85.0) 25 (89.3) 42 (87.5)  

     Prematurity <37 3 (15.0) 3 (10.7) 6 (12.5)  

Hæmoglobin (g/dL); median [IQR] 16.5 [15.8;18.2] 17.1 [14.3;19.0]† 16.9 [15.1;18.7]† 0.81 

ALT (U/L); n (%)    1.00 

     Normal ≤40 19 (95.0) 26 (92.9) 45 (93.8)  

     Abnormal >40 1 (5.0) 2 (7.1) 3 (6.2)  

        Mild ]40;100] 1 (5.0) 1 (3.6) 2 (4.2)  

        Moderate ]100;200] - 1 (3.6) 1 (2.1)  

Hæmoglobin (g/dL); n (%)    0.84 

     Normal >13 18 (90.0) 25 (92.6)† 43 (91.5)†  

     Anemia ≤13 2 (10.0) 2 (7.4)† 4 (8.5)†  

        Mild [12;13] 1 (5.0) 1 (3.7)† 2 (4.3)†  

        Moderate [10;12[ - 1 (3.7)† 1 (2.1)†  

        Very severe [0;9[ 1 (5.0) - 1 (2.1)†  

Platelet count (103/mm3); n (%)    0.46 

     Normal ≥125 16 (80.0) 22 (91.7)‡ 38 (86.4)‡  

     Thrombocytopenia <125 4 (20.0) 2 (8.3)‡ 6 (13.6)‡  

        Mild [100;125[ 2 (10.0) 2 (8.3)‡ 4 (9.1)‡  

        Moderate [50;100[ 1 (5.0) - 1 (2.3)‡  

        Very severe [0;25[ 1 (5.0) - 1 (2.3)‡  

White cell count (103/mm3); n (%)        NA 

     Normal >2.5 20 (100.0) 26 (100.0)§ 46 (100.0)§  

Neutrophil count (103/mm3); n (%)    NA 

     Normal >1.5 20 (100.0) 26 (100.0)§ 46 (100.0)§  

† one missing value, ‡ four missing values, § two missing values. aChi-square test or Fisher’s exact test 

as appropriate and Student’s t-test or Wilcoxon Mann-Whitney test for LPV/r versus 3TC. Abbreviations: 

PrEP, Pre-exposure prophylaxis; D7, day 7; SD, standard deviation; LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, 

lamivudine; IQR, interquartile range; ALT Alanine Aminotransferase, NA non applicable. 
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Table S4. Maternal characteristics at randomisation (D7) and during follow up in South Africa. 

Characteristic LPV/r (n = 20) 3TC (n = 28) Total (n = 48) p valuea 

At randomisation     

Social demographic characteristics     

Age (year); median [IQR] 28.4 [22.4;34.1] 30.0 [24.5;33.9] 29.3 [24.1;34.1] 0.71 

Parity; median [IQR] 2.0 [1.0;3.0] 2.0 [1.0;3.0] 2.0 [1.0;3.0] 0.37 

Clinical and biological characteristics     

BMI; median [IQR]  28.0 [24.3;33.2] 28.3 [23.4;33.3] 28.0 [24.2;33.2] 0.84 

CD4 cells count (cells/mm3); median 

[IQR] 
420.0 [363.0;672.0]† 529.0 [393.0;805.5]‡ 495.0 [389.0;710.0]§ 0.30 

HIV viral load (Log copies/mL); median 

[IQR] 
2.2 [2.2;3.5] 2.5 [2.2;3.5] 2.2 [2.2;3.5] 0.83 

HIV viral load control; n (%)    0.76 

     Controlled <1000 copies/mL 13 (65.0) 17 (60.7) 30 (62.5)  

     Uncontrolled ≥1000 copies/mL 7 (35.0) 11 (39.3) 18 (37.5)  

WHO HIV staging; n (%)    NA 

    Stage 1 20 (100.0) 28 (100.0) 48 (100.0)  

Antiretroviral prophylaxis     

ARV prophylaxis during pregnancy; n 

(%) 
   NA 

     ZDV 20 (100.0) 28 (100.0) 48.0 (100.0)  

Duration of ARV prophylaxis taken 

during pregnancy (week); median [IQR] 
13.5 [8.0;19.5] 14.0 [8.5;16.0] 13.5 [8.0;17.0] 0.66 

During the trial     

HIV viral load at W38 (Log copies/mL); 

median [IQR] 
3.3 [2.4;4.0] 3.5 [2.8;4.4] 3.4 [2.7;4.2] 0.52 

HIV viral load control at W38; n (%)    0.76 

     Controlled <1000 copies/mL 7 (35.0) 11 (39.3) 18 (37.5)  

     Uncontrolled ≥1000 copies/mL 13 (65.0) 17 (60.7) 30 (62.5)  

Duration of breastfeeding (week); median 

[IQR] 
36.7 [28.3;48.1] 46.0 [33.4;49.8] 44.7 [31.1;49.4] 0.14 

† one missing value, ‡ four missing values, § five missing values. a Chi-square test or Fisher’s exact test 

as appropriate and Wilcoxon Mann-Whitney test for LPV/r versus 3TC. Abbreviations: D7, day 7; LPV/r, 

lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine; IQR, interquartile range; BMI, body mass index; HIV, Human 

immunodeficiency virus; WHO, World Health Organization; ARV, antiretroviral; ZDV, zidovudine;  

W38, week 38. 
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Table S5. Children's characteristics at PrEP randomisation (D7) in Uganda. 

Characteristic LPV/r (n = 21) 3TC (n = 24) Total (n = 45) p Value a 

Gender; n (%)    0.45 

     Male 9 (42.9) 13 (54.2) 22 (48.9)  

Weight (kg); mean ± SD 3.2 ± 0.5 3.4 ± 0.4 3.3 ± 0.5 0.34 

Height (cm); mean ± SD 49.9 ± 2.4 50.9 ± 1.6 50.4 ± 2.0 0.10 

Gestational age (week); mean ± SD 39.8 ± 1.0 39.6 ± 0.8 39.9 ± 1.1 0.34 

Preterm birth (week); n (%)    NA 

     No prematurity ≥37 21 (100.0) 24 (100.0) 45 (100.0)  

Hæmoglobin (g/dL); median [IQR] 16.6 [15.4;17.2] 16.0 [15.1;17.0] 16.4 [15.2;17.1] 0.37 

ALT (U/L); n (%)    0.49 

     Normal ≤40 - 22 (91.7) 43 (95.6)  

     Abnormal >40 - 2 (8.3) 2 (4.4)  

        Mild ]40;100] - 2 (8.3) 2 (4.4)  

Hæmoglobin (g/dL); n (%)    0.49 

     Normal >13 - 22 (91.7) 43 (95.6)  

     Anemia ≤13 - 2 (8.3) 2 (4.4)  

        Mild [12;13] - 2 (8.3) 2 (4.4)  

Platelet count (103/mm3); n (%)    NA 

     Normal ≥125 21 (100.0) 24 (100.0) 45 (100.0)  

White cell count (103/mm3); n (%)     NA 

     Normal >2.5 21 (100.0) 24 (100.0) 45 (100.0)  

Neutrophil count (103/mm3); n (%)    0.21 

     Normal >1.5 19 (90.5) - 43 (95.6)  

     Neutropenia ≤1.5 2 (9.5) - 2 (4.4)  

        Mild [1.25;1.5] 1 (4.8) - 1 (2.2)  

        Moderate [1.0;1.25[ 1 (4.8) - 1 (2.2)  

a Chi-square test or Fisher’s exact test as appropriate and Student’s t-test or Wilcoxon Mann-Whitney test 

for LPV/r versus 3TC. Abbreviations: PrEP, Pre-exposure prophylaxis; D7, day 7; SD, standard deviation; 

LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine; IQR, interquartile range; ALT Alanine Aminotransferase, 

NA non applicable. 
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Table S6. Maternal characteristics at randomisation (D7) and during follow up in Uganda. 

Characteristic LPV/r (n = 21) 3TC (n = 24) Total (n = 45) p Value a 

At randomisation     

Social demographic characteristics     

Age (year); median [IQR] 25.2 [24.1;28.7] 27.6 [23.7;30.7] 26.3 [24.1;30.2] 0.48 

Parity; median [IQR] 3.0 [3.0;4.0] 2.0 [2.0;5.5] 3.0 [2.0;4.0] 0.50 

Clinical and biological characteristics     

BMI; median [IQR]  22.6 [21.1;24.6] 22.9 [20.9;24.1] 22.8 [21.0;24.4] 0.81 

CD4 cells count (cells/mm3); 

median [IQR] 
578.5 [471.0;858.0]† 536.0 [436.0;786.0]‡ 565.5 [442.5;802.5]§ 0.44 

HIV viral load (Log copies/mL); 

median [IQR] 
2.2 [2.2;3.0] 2.2 [2.2;3.2]¶ 2.2 [2.2;3.1]¶ 0.83 

HIV viral load control; n (%)    0.85 

     Controlled <1000 copies/mL 15 (71.4) 17 (70.8)¶ 32 (72.7)¶  

     Uncontrolled ≥1000 copies/mL 6 (28.6) 6 (26.1)¶ 12 (27.3)¶  

WHO HIV staging; n (%)    1.00 

    Stage 1 19 (90.5) 22 (91.7) 41 (91.1)  

    Stage 2 2 (9.5) 2 (8.3) 4 (8.9)  

Antiretroviral prophylaxis     

ARV prophylaxis during 

pregnancy; n (%) 
   0.29 

     ZDV  3 (14.3) 1 (4.2) 4 (8.9)  

     ZDV + 3TC 11 (52.4) 18 (75.0) 29 (64.4)  

     No ARV prophylaxis 7 (33.3) 5 (20.8) 12 (26.7)  

Duration of ARV prophylaxis taken 

during pregnancy (week); median 

[IQR] 

5.0 [4.0;11.0] 6.0 [4.0;8.0] 6.0 [4.0;8.0] 0.82 

During the trial     

HIV viral load at W38 (Log 

copies/mL); median [IQR] 
3.0 [2.2;4.4] 2.2 [2.2;3.8] 2.2 [2.2;4.0] 0.08 

HIV viral load control at W38; n (%)    0.20 

     Controlled <1000 copies/mL 10 (47.6) 16 (66.7) 26 (57.8)  

     Uncontrolled ≥1000 copies/mL 11 (52.4) 8 (33.3) 19 (42.2)  

Duration of breastfeeding (week); 

median [IQR] 
42.4 [39.1;45.4] 37.9 [33.4;42.9] 41.4 [33.4;44.9] 0.14 

† three missing values, ‡ two missing values, § five missing values, ¶ one missing value. aChi-square test 

or Fisher’s exact test as appropriate and Wilcoxon Mann-Whitney test for LPV/r versus 3TC. 

Abbreviations: D7, day 7; LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine; IQR, interquartile range; BMI, 

body mass index ; HIV, Human immunodeficiency virus ; WHO, World Health Organization; ARV, 

antiretroviral; ZDV, zidovudine; W38, week 38. 
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Table S7. mtDNA content at randomisation (D7) according to the gender. 

Site PrEP n 
Female 

median [IQR] 
n 

Male 

median [IQR] 

p 

Value
a 

Burkina Faso 

All 19 895 [700;1128] 27 947 [648;1112] 0.96 

LPV/r 10 897 [811;1253] 13 969 [757;1061] 0.74 

3TC 9 833 [700;1034] 14 866 [648;1112] 1.00 

South Africa 

All 25 458 [322;782] 23 565 [337;1031] 0.43 

LPV/r 9 566 [458;796] 11 682 [436;1220] 0.82 

3TC 16 422 [244;691] 12 418 [273;762] 0.70 

Uganda 

All 23 921 [783;1101] 22 1024 [852;1099] 0.45 

LPV/r 12 948 [813;1048] 9 1004 [846;1143] 0.60 

3TC 11 908 [774;1129] 13 1045 [911;1095] 0.65 

All 

All 67 811 [527;1034] 72 907 [560;1089] 0.29 

LPV/r 31 865 [683;1083] 33 947 [555;1162] 0.72 

3TC 36 761 [439;992] 39 880 [566;1076] 0.27 

a Wilcoxon Mann-Whitney test. 
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Table S8. Description of children’ and maternal characteristics in South Africa. 

Characteristic 

Control 

group 

(n = 38) 

PrEP group 

(n = 47) 

p Value 
a 

Children 

At W6      

  LPV/r (n = 19) 3TC (n = 28) Total (n = 47)  

Gender; n (%)     0.92 

     Male 19 (50.0) 10 (52.6) 13 (46.4) 23 (48.9)  

Province of South Africa     <0.01 

     Eastern Cape 6 (15.8) 19 (100.0) 28 (100.0) 47 (100.0)  

     Others 32 (84.2) - - -  

Weight (kg); mean ± SD 4.7 ± 1.0† 4.5 ± 0.6† 4.7 ± 0.6‡ 4.6 ± 0.6$ 0.14 

Height (cm); mean ± SD 53.1 ± 5.2¶ 53.1 ± 1.7† 54.0 ± 1.9‡ 53.7 ± 1.8$ 0.73 

Gestational age (week); mean ± SD 
 

37.0 ± 3.0ⱡ 

 

37.8 ± 1.0 

 

38.0 ± 1.5 

 

37.9 ± 1.3 

 

0.53 

Preterm birth (week); n(%)     0.02 

     No prematurity ≥37 15 (65.2)ⱡ 16 (84.2) 26 (92.9) 42 (89.4)  

     Prematurity <37 8 (34.8)ⱡ 3 (15.8) 2 (7.1) 5 (10.6)  

Mother 

At W6      

Age (year); median [IQR] 
26.0 

[23.0;30.0] 

29.1 

[22.5;34.4] 

30.0 

[23.5;33.9] 

29.5 

[23.0;34.4] 
0.08 

Parity; median [IQR] 2.0 [2.0;3.0] 2.0 [1.0;3.0] 2.0 [1.0;3.0] 2.0 [1.0;3.0] 0.09 

During the study      

Breastfeeding     <0.01 

     Yes 21 (75.0)£ 19 (100.0) 28 (100.0) 47 (100.0)  

     No 7 (25.0)£ - - -  

Duration of breastfeeding; median; n 

(%) 
    0.82 

     <39 weeks 10 (35.7)£ 10 (52.6) 8 (28.6) 18 (38.3)  

     ≥39 weeks 18 (64.3)£ 9 (47.4) 20 (71.4) 29 (61.7)  

† five missing values, ‡ one missing value, $ six missing values, ¶ twenty-seven missing values, ⱡ fifteen 

missing values, £ ten missing values. a Wilcoxon Mann-Whitney test and Chi-square test or Fisher’s exact 

test as appropriate for comparison between “Control group” (n = 38) versus “PrEP group” (n = 47). 

Abbreviations: PrEP, pre-exposure prophylaxis; W6, week 6; LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, 

lamivudine; SD, standard deviation. 
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Result details: Quality control of DNA 

Seven children from Burkina Faso and seven from Uganda failed the quality control after checking for 

nuclear DNA degradation at each time point and were so excluded from the analyses. All the values 

showed no correlation with the platelet count. Spearman’s Rho coefficients for Burkina Faso were -0.012 

(p = 0.44) at day-7 and 0.06 (p = 0.68) at year-6. Spearman’s Rho coefficients for Uganda were 0.02 (p = 

0.89) at  day-7 and 0.009 (p = 0.96) at year-6. Hurtado’s formula confirmed that platelet count did not 

influence MCN as the median difference between the raw value and the adjusted value did not vary 

from more than 3.0% with an interquartile range of [1.8;4.0] at day-7 and 6.4% [4.5;8.1] at year-6.  
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Supplementary Table S1. Characteristics of CHEU from the PROMISE PEP trial enrolled in the study and CHEU not enrolled. 

Characteristic 
CHEU enrolled  

(n = 86) 

CHEU not enrolled 

(n = 173) 
p Value a 

Socio-demographics    

Age (in years); median [IQR] 6.0 [5.0-6.0] 6.0 [5.0-6.0] 0.35 

Site; n (%)   <0.01 

     Burkina Faso 43 (50.0) 52 (30.1)  

     Uganda 43 (50.0) 121 (69.9)  

Gender; n (%)   0.69 

     Male 44 (51.2) 44 (48.6)  

Anthropometrics    

Weight (kg); mean ± SD 19.9 ± 2.9 † 19.0 ± 2.8 0.01 

Height (cm); mean ± SD 115.7 ± 6.2 † 113.3 ± 6.5 <0.01 

WAZ; mean ± SD -0.5 ± 0.9 † -0.7 ± 0.9 0.06 

HAZ; mean ± SD -0.3 ±1.0 † -0.6 ± 1.1 0.03 

BMIZ; mean ± SD -0.4 ±0.9 † -0.5 ± 0.9 0.78 

Hematology    

Hemoglobin concentration (g/dL); n (%)   0.86 

     Normal >10.4 80 (93.0) 163 (94.2)  

     Anemia ≤10.4 6 (7.0) -  

        Mild [10.4-9.5[ 5 (5.8) 7 (4.1)  

        Moderate [9.5-8.5[ 1 (1.2) 2 (1.2)  

        Severe [8.5-6.5[  1 (0.6)  

Platelet count (103/mm3); mean ± SD 358.4 ± 110.2 353.0 ± 114.2 0.72 

Platelet count (103/mm3); n (%)   0.70 

     Normal >125 86 (100.0) 169 (97.7)  

     Thrombocytopenia ≥ 125 - 4 (2.3)  

        Mild [125-100[ - 1 (0.6)  

        Moderate [100-50[ - 3 (1.7)  
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Leucocyte count (103/mm3); n (%)       NA 

     Normal >2.5 86 (100.0) 173 (100.0)  

Neutrophil count (103/mm3); n (%)   1.00 

     Normal >1.0 84 (97.7) 169 (97.7)  

     Neutropenia ≤1.0 2 (2.3) 4 (2.3)  

        Mild [1.0-0.79[ 2 (2.3) 3 (1.7)  

        Very severe <0.4 - 1 (0.6)  

Biochemistry; n (%)    

LDH concentration (ULN)   0.31 

     Normal < ULN 27 (31.4) 41 (23.7)  

     Abnormal ≥ ULN 59 (68.6) 132 (76.3)  

        Mild [1-2[xULN 59 (68.6) 130 (75.1)  

        Moderate ≥2xULN - 2 (1.2)  

ALT concentration (ULN)   0.54 

     Normal < 1.25xULN 84 (97.7) 170 (98.3)  

     Abnormal ≥ 1.25xULN 2 (2.3) 3 (1.7)  

        Mild [1.25-2.5[xULN 1 (1.16) 3 (1.7)  

        Moderate [2.5-5.0[xULN 1 (1.16) -  

Medical events; n (%)    

Clinical consultation without admission during the last year   0.61 

     Yes 56 (65.9) † 118 (69.0) ‡  

Hospital admission since week-50   0.75 

     Yes 26 (31.3) § 57 (33.3) ‡  

Child ARV prophylaxis    0.27 

     Lamivudine 41 (47.7) 95 (54.9)  

     Lopinavir/ritonavir 45 (52.3) 78 (45.1)  

Neuropsychological assessment    

SDQ-25; median [IQR] 6.0 [3.0;9.0] † 4.0 [2.0;8.0] † 0.02 

TOVA; mean ± SD 2.2 ± 0.8 £ 2.2 ± 0.8 £ 0.61 
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MABC-2; mean ± SD 78.2 ± 10.7 § 79.2 ± 10.6 € 0.75 

KABC-II; mean ± SD 48.9 ± 12.9 § 47.9 ± 12.5 ¤ 0.59 

† one missing value, ‡ two missing values, § three missing values, £ nine missing values, € four missing values, ¤ five missing values. a Chi-square test or 

Fisher’s exact test as appropriate and Wilcoxon signed-rank test or Student’s t-test. Abbreviations: CHEU, children who are HIV-exposed uninfected; IQR, 

interquartile range; SD, standard deviation; WAZ, weight-for-age z-score; HAZ, height-for-age z-score; BMIZ, body mass index z-score; LDH, lactate 

dehydrogenase; ALT, alanine aminotransferase; ULN, under limit of normal; ARV, antiretroviral; SDQ-25, strength and difficulties questionnaire; TOVA, 

test of variable of attention; MABC-2, movement assessment battery for children - second edition; KABC-II, Kaufman assessment battery for children - 

second edition; NA non-applicable.
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Supplementary Table S2. Overall dynamic of mtDNA content during the follow-up. 

Abbreviations: mtDNA, mitochondrial DNA; PrEP, pre-exposure prophylaxis; MCN, mitochondrial DNA copy number per cell; IQR, interquartile range; 3TC, lamivudine; LPV/r, 

lopinavir/ritonavir.

   Burkina Faso Uganda All 

Follow-up 

time point  
Group PrEP n Median MCN [IQR] n Median MCN [IQR] n Median MCN [IQR] 

day-7 Baseline MCN 

3TC 20 1014 [856;1415] 21 1083 [950;1145] 41 1083 [950;1145] 

LPV/r 23 1061 [938;1436] 22 1084 [992;1198] 45 1084 [992;1198] 

All 43 1053 [898;1436] 43 1083 [960;1180] 86 1082 [938;1253] 

week-50 

Increase of MCN 

from day-7 

3TC 6 1604 [1172;2093] 10 1235 [1101;1792] 16 1260 [1123;1876] 

LPV/r 8 1416 [1073;1684] 11 1319 [1098;1763] 19 1319 [1098;1729] 

All 14 1416 [1101;1776] 21 1261 [1101;1763] 35 1300 [1100;1776] 

Decrease of MCN 

from day-7 

3TC 14 795 [657;918] 11 470 [365;628] 25 657 [436;855] 

LPV/r 15 793 [622;986] 11 770 [6337;972] 26 781 [637;972] 

All 29 793 [655;918] 22 632 [436;813] 51 742 [550;888] 

year-6 

Increase of MCN 

from week-50 

3TC 7 957 [642;1294] 12 994 [822;1168] 19 957 [808;1183] 

LPV/r 13 1279 [1091;1526] 11 965 [869;1182] 24 1099 [913;1459] 

All 20 1124 [872;1430] 23 965 [836;1182] 43 1027 [869;1385] 

Decrease of MCN 

from week-50 

3TC 13 789 [617;904] 9 1133 [976;1194] 22 891 [623;1157] 

LPV/r 10 793 [665;945] 11 900 [771;1280] 21 867 [720;997] 

All 23 789 [647;945] 20 1014 [792;1237] 43 877 [689;1132] 
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Supplementary Table S3. Characteristics at week-50 of the CHEU with depletion 

between the PROMISE PEP and the PROMISE M&S trials. 

Characteristic 

CHEU with 

depletion M&S 

 (n = 17) 

CHEU with 

depletion PEP 

(n = 28) 

p Value a 

Socio-demographics; n (%)    

Site   0.67 

     Burkina Faso 9 (52.9) 13 (46.4)  

     Uganda 8 (47.1) 15 (53.6)  

Gender   0.37 

     Male 8 (47.06) 17 (60.7)  

Anthropometrics    

Weight (kg); mean ± SD 8.1 ± 1.1 8.3 ± 1.1 0.52 

Height (cm); mean ± SD 73.2 ± 3.9 72.9 ± 4.1 0.83 

WAZ; mean ± SD -1.4 ± 1.3 -1.2 ± 1.3 0.76 

HAZ; mean ± SD -0.9 ± 1.2 -1.1 ± 1.3 0.56 

WHZ; mean ± SD -1.2 ± 1.3 -0.91 ± 1.2 0.42 

Underweight (WAZ<2); n (%) 6 (35.3) 8 (28.6) 0.74 

Stunting (HAZ<2); n (%) 3 (17.7) 7 (25.0) 0.72 

Wasting (WHZ<2); n (%) 4 (23.5) 5 (17.9) 0.71 

Gestational age (weeks); mean ± SD 39.4 ± 2.0 38.7 ± 1.8 0.21 

Preterm birth (weeks); n (%)   0.69 

     No prematurity ≥ 37 15 (88.2) 22 (78.6)  

     Prematurity < 37 2 (11.8) 6 (21.4)  

Hematology b    

Hemoglobin concentration (g/dL); mean ± SD 

Hemoglobin concentration (g/dL); n (%) 

9.6 ± 1.2 † 9.9 ± 1.1 ‡ 0.34 

0.75 

     Normal >10.9 1 (6.7) † 4 (16.0) ‡  

     Anemia ≤10.9 14 (93.3) † 21 (84.0) ‡  

        Mild [10.0-10.9[ 6 (40.0) † 12 (48.0) ‡  

        Moderate [9.0-10.0[ 5 (33.3) † 5 (20.0) ‡  

        Severe [7.0-9.0[ 3 (20.0) † 4 (16.0) ‡  

Platelet count (103/mm3); mean ± SD 422.3 ± 203.1 † 354.4 ± 169.4 ‡ 0.26 

Platelet count (103/mm3); n (%)   1.00 

     Normal >125 13 (86.7) † 22 (88.0) ‡  

     Thrombocytopenia ≥ 125 2 (13.3) † 3 (12.0) ‡  

        Mild [125-100[ 1 (6.7) † 1 (4.0) ‡  

        Moderate [100-50[ 1 (6.7) † 2 (8.0) ‡  

Leucocyte count (103/mm3); n (%)       NA 

     Normal >2.5 15 (100.0) † 25 (100.0) ‡  

Neutrophil count (103/mm3); n (%)   1.00 

     Normal >1.3 14 (93.3) † 21 (84.0) ‡  

     Neutropenia ≤1.3 1 (6.7) † 4 (16.0) ‡  

        Mild [1.0-1.3[ 1 (6.7) † 1 (4.0) ‡  

        Moderate [0.75;1.0[ - 1 (4.0) ‡  

        Severe [0.5;0.75[ - 1 (4.0) ‡  
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        Very severe <0.5 - 1 (4.0) ‡  

Biochemistry b; n (%)    

ALT concentration (ULN)   0.62 

     Normal < 1.25xULN 12 (85.7) ‡ 22 (91.7) §  

     Abnormal ≥ 1.25xULN 2 (14.3) ‡ 2 (8.3) §  

        Mild [1.25-2.5[xULN 2 (14.3) ‡ 2 (8.3) §  

Medical events; n (%)    

Child ARV prophylaxis    0.62 

     Lamivudine 11 (64.7) 16 (57.1)  

     Lopinavir/ritonavir 6 (35.3) 12 (42.9)  

† two missing values, ‡ three missing values, § four missing values. a Chi-square test or Fisher’s exact test as 

appropriate and Student’s t-test. b Data was at week 38 postpartum because few data were available at week-50 

for hematological and biochemical parameters. Abbreviations: CHEU, children who are HIV-exposed 

uninfected; IQR, interquartile range; SD, standard deviation; WAZ, weight-for-age z-score; HAZ, height-for-

age z-score; WHZ, weight-for-height z-score; ALT, alanine aminotransferase; ULN, under limit of normal; ARV, 

antiretroviral; NA non applicable. 
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Article 3 

Supplementary Materials 
 

1.1 Patients and Methods: Telomere length assay 

Quantitative polymerase chain reaction efficiency, intra- and interplate coefficients of 

variation  

Inter- and intra-plate coefficients of variation were calculated using Ct (n= 3 per plate) obtained 
after the DNA amplification of telomere and RPLP0 regions of a controlled DNA from the 
Human Embryonic Kidney 293T cell line.  

Intra-plate coefficient of variation of telomere length, defined by ΔTL/TLintra, was calculated 
for each plate with the following formula: 

 

ΔTL/TLintra=
,-/25/65#5789/-9:2#;=(>7?:@767)

@7/2#;=(>7?:@767)
 + #

,-/25/65#5789/-9:2#;=(ABCBD#)

@7/2#;=(ABCBD#)
# 

 

ΔTL/TLintra varied from 0.6% to 5.3%. 

Inter-plate coefficient of variation, defined by ΔTL/TLinter, was calculated with the mean and 
the standard deviation of all ΔTL/TLintra. ΔTL/TLinter was 4.03%. 

Quality control of quantitative polymerase chain reaction and outliers identification   

Twenty-one quantitative polymerase chain reaction plates were necessary to quantify telomere 
length of the full children population (n=238, Supplementary Figure S1). As a quality control, 
all plates with a quantitative polymerase chain reaction efficiency outside the range of the mean 
of efficiency of all plates ± 2 standard deviation (SD) were repeated. Efficiency for telomere 
had a mean of 70.8% ± 7.6 and efficiency for RPLP0 had a mean of 107.0% ± 4.4. We also 
checked for nuclear DNA degradation by removing samples with a cycle threshold (Ct) for 
RPLP0 not comprised between the mean of all the RPLP0 Ct ± 2SD. Samples with a Ct for 
telomere not comprised between the mean of all the telomere Ct ± 2SD was considered as 
outliers and removed from the analysis. The flow chart of the study and the quality control 
assessment were depicted in Supplementary Figure S1. 

1.2 Results: Quality control of DNA and outliers identification 

All quantitative polymerase chain reaction plates fulfilled the quality control rule. In the PrEP 
group, thirty-one CHEU failed the quality control after checking for RPLP0 and Tel DNA 
degradation at day-7, week-50 and year-6. In the sub-analysis, two CHEU were also removed 
after checking for DNA degradation at week-6 and week-50. 
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Supplementary Figures and Tables 

Supplementary Figures 
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Figure S1. Analysis flow for telomere length measurement. Abbreviations: CHEU, children 

who are HIV-exposed uninfected; PCR, polymerase chain reaction; qPCR, quantitative PCR; 

Ct, cycle threshold.  
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Supplementary Tables 

Supplementary Table S1. Oligomers and primers used for telomere length measurement by 
quantitative polymerase chain reaction 

  
Sequence 

Amplicon 

size 

Standards 

(synthetic 

oligomers) 

Telomere (TTAGGG)14  84pb 

RPLP0 

CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCCGTCT
CCACAGACAAGGCCAGGACTCGTTTGT
ACCCGTTGATGATAGAATGGG 

75pb 

Primers 

Forward Telomere 
CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTT
GGGTTTGGGTT 

>76pb 
Reverse Telomere 

GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTT
ACCCTTACCCT 

Forward RPLP0 CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC 
75pb 

Reverse RPLP0 CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA 
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Supplementary Table S2. Characteristics of CHEU analyzed in the study versus CHEU not 
selected, at randomisation (day-7) 

Characteristics 
CHEU analyzed 

(n=167) 

CHEU not 

selected 

(n=1098) 

p valuea 

Socio-demography    

Site; n (%)   <0.01 
Burkina Faso 44 (26.3) 160 (14.6)  
South Africa 39 (23.4) 181 (16.5)  
Uganda 43 (25.7) 235 (21.4)  
Zambia 41 (24.6) 522 (47.5)  

Gender; n (%)    
Boy 84 (50.3) 573 (52.2) 0.65 

Anthropometry    

Weight (kg); mean ± SD 3.3 ± 0.5† 3.2 ± 0.5§ 0.12 
Height (cm); mean ± SD 49.6 ± 2.0 49.3 ± 2.0ʊ 0.06 
WAZ; mean ± SD -0.7 ± 1.3† -0.5 ± 1.0§ 0.10 
HAZ; mean ± SD -0.9 ± 1.1 -0.8 ± 1.0ʊ 0.05 
WHZ; mean ± SD -0.4 ± 1.3‡ -0.1 ± 1.2ƍ 0.81 
Underweight (WAZ<-2); n (%) 25 (15.4)† 73 (6.7)§ 0.54 
Stunting (HAZ<-2); n (%) 25 (15.3) 123 (11.3)ʊ 0.67 
Wasting (WHZ<-2); n (%) 17 (10.6)‡ 452 (4.9)ƍ 0.10 
Gestational age (week); median [IQR] 38.0 [38.0;40.0] 38.0 [38.0;40.0] 0.19 
Preterm birth (week); n (%)   0.05 
     No prematurity ≥37 148 (88.6) 907 (82.6)  

     Prematurity <37 19 (11.4) 191 (17.4)  

Hematology    

Hæmoglobin (g/dL); mean ± SD 15.8 ± 2.1£ 15.9 ± 2.0§ 0.35 
Haemoglobin (g/dL); n (%)   0.05 
     Normal >13 153 (92.2)£ 1039 (94.6)§  
     Anemia ≤13 13 (7.8)£ 59 (5.4)§  
        Mild [12;13] 10 (6.0)£ 56 (5.1)§  
        Moderate [10;12[ 2 (1.2)£ 2 (0.2)§  
        Severe [9;10[ - 1 (0.1)§  
        Very severe [0;9[ 1 (0.6)£ -  

Platelet count (103/mm3); n (%)   0.01 
     Normal ≥125 152 (93.8)‡ 1074 (98.0)§  
     Thrombocytopenia <125 10 (6.2)‡ 22 (2.0)§  
        Mild [100;125[ 7 (4.3)‡ 11 (1.0)§  
        Moderate [50;100[ 1 (0.6)‡ 6 (0.6)§  
        Severe [25;50[ 1 (0.6)‡ 4 (0.4)§  
        Very severe [0;25[ 1 (0.6)‡ 1 (0.1)§  

White cell count (103/mm3); n (%)   NA 
     Normal >2.5 166 (100.0)£ 1097 (100.0)§  
Neutrophil count (103/mm3); n (%)    
     Normal >1.5 158 (96.3)§ 1026 (94.4)¶ 0.69 
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     Neutropenia ≤1.5 6 (3.6)§ 61 (5.6)¶  
        Mild [1.25;1.5] 4 (2.4)§ 47 (4.3)¶  
        Moderate [1.0;1.25[ 2 (1.2)§ 12 (1.1)¶  
        Severe [0.75;1.0[ - 2 (0.2)¶  
† one missing value, § three missing values, ʊ ten missing values, ‡ four missing values, £ two missing values, 
¶ twelve missing values. aChi-square test or Fisher’s exact test as appropriate and Student’s t-test or Wilcoxon 
Mann-Whitney test for LPV/r versus 3TC. Abbreviations: SD, standard deviation; LPV/r, lopinavir/ritonavir; 
3TC, lamivudine; IQR, interquartile range; WAZ, weight-for-age Z-score; HAZ, height-for-age Z-score; 
WHZ, weight-for-height Z-score; NA non-applicable. 
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Supplementary Table S3. Children's characteristics at randomisation (day-7) for Burkina Faso 
 

Characteristics LPV/r (n=21) 3TC (n=23) Total (n=44) 
p 

valuea 

Socio-demography     

Gender; n (%)    0.55 
Boy 11 (52.4) 10 (43.5) 21 (47.7)  

Anthropometry     

Weight (kg); mean ± SD 3.0  ± 0.4† 3.1 ± 0.4 3.0 ± 0.4† 0.52 
Height (cm); mean ± SD 49.9 ± 1.7 49.6 ± 1.9 49.7 ± 1.8 0.62 
WAZ; mean ± SD -1.1 ± 0.9§ -0.9 ± 1.0 -1.0 ± 1.0§ 0.63 
HAZ; mean ± SD -0.4 ± 0.9 -0.6 ± 0.8 -0.5 ± 0.8 0.44 
WHZ; mean ± SD -1.2 ± 0.9§ -0.8 ± 1.1 -1.0 ± 1.0§ 0.31 
Underweight (WAZ<-2); n (%) 4 (21.1)§ 3 (13.0) 7 (16.7)§ 0.68 
Stunting (HAZ<-2); n (%) 1 (4.8) 2 (8.7) 3 (6.8) 1.00 
Wasting (WHZ<-2); n (%) 4 (21.1)§ 2 (8.7) 6 (14.3)§ 0.38 
Gestational age (week); median [IQR] 39.0 [37.0;40.0] 39.0 [37.0;41.0] 39.0 [37.0;41.0] 0.59 
Preterm birth (week); n (%)    1.00 
     No prematurity ≥37 18 (85.7) 4 (17.4) 7 (15.9)  
     Prematurity <37 3 (14.3) 19 (82.6) 37 (84.1)  
Haematology     

Hæmoglobin (g/dL); mean ± SD 15.3 ± 2.0 15.1 ± 2.0 15.2 ± 2.0 0.82 
Haemoglobin (g/dL); n (%)    1.00 
     Normal >13 19 (90.5) 20 (87.0) 39 (88.6)  
     Anemia ≤13 2 (9.5) 3 (13.0) 5 (11.4)  
        Mild [12;13] 2 (9.5) 2 (8.7) 4 (9.1)  
        Moderate [10;12[ - 1 (4.4) 1 (2.3)  
Platelet count (103/mm3); n (%)    NA 
     Normal ≥125 21 (100.0) 23 (100.0) 44 (100.0)  
White cell count (103/mm3); n (%)    NA 
     Normal >2.5 21 (100.0) 23 (100.0) 44 (100.0)  
Neutrophil count (103/mm3); n (%)    1.00 
     Normal >1.5 20 (95.2) 22 (95.7) 42 (95.5)  
     Neutropenia ≤1.5 1 (4.8) 1 (4.4) 2 (4.6)  
        Mild [1.25;1.5] 1 (4.8) 1 (4.4) 2 (4.6)  
† one missing value, § two missing values. aChi-square test or Fisher’s exact test as appropriate and Wilcoxon Mann-
Whitney test or Student’s t-test for LPV/r versus 3TC. Abbreviations: LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine; SD, 
standard deviation; WAZ, weight-for-age Z-score; HAZ, height-for-age Z-score; WHZ, weight-for-height Z-score; IQR, 
interquartile range; NA non-applicable.
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Supplementary Table S4. Children's characteristics at randomisation (day-7) for South Africa 
 

Characteristics LPV/r (n=13) 3TC (n=26) Total (n=39) 
p 

valuea 

Socio-demography     

Gender; n (%)    0.65 
     Boy 6 (46.2) 14 (53.9) 20 (51.3)  
Anthropometry     

Weight (kg); mean ± SD 3.2 ± 0.5 3.4 ± 0.4 3.3 ± 0.5 0.53 
Height (cm); mean ± SD 48.5 ± 2.1 49.4 ± 1.7 49.1 ± 1.8 0.15 
WAZ; mean ± SD 0.3 ± 1.1 0.03 ± 1.0 0.1 ± 1.0 0.51 
HAZ; mean ± SD -0.7 ± 1.1 -0.8 ± 1.0† -0.8 ± 1.0† 0.66 
WHZ; mean ± SD 0.8 ± 1.0 0.5 ± 1.1† 0.6 ± 1.1† 0.52 
Underweight (WAZ<-2); n (%) - - - NA 
Stunting (HAZ<-2); n (%) 1 (7.7) 2 (8.0)† 3 (7.9)† 1.00 
Wasting (WHZ<-2); n (%) - 1 (4)† 1 (2.63)† 1.00 
Gestational age (week); median [IQR] 38.0 [37.0;38.0] 38.0 [38.0;38.0] 38.0 [38.0;38.0] 0.28 
Preterm birth (week); n (%)     
     No prematurity ≥37 11 (84.6) 23 (88.5) 34 (87.2) 1.00 
     Prematurity <37 2 (15.4) 3 (11.5) 5 (12.8)  
Haematology     

Hæmoglobin (g/dL); mean ± SD 16.6 ± 3.5 16.6 ± 2.9§ 16.6 ± 3.0§ 0.98 
Haemoglobin (g/dL); n (%)    0.63 
     Normal >13 11 (84.6) 22 (91.7)§ 33 (89.2)§  
     Anemia ≤13 2 (15.4) 2 (8.3)§ 4 (10.8)§  
        Mild [12;13] 1 (7.7) 1 (4.2)§ 2 (5.4)§  
        Moderate [10;12[ - 1 (4.2)§ 1 (2.7)§  
        Very severe [0;9[ 1 (7.7) - 1 (2.7)§  
Platelet count (103/mm3); n (%)    0.21 
     Normal ≥125 9 (69.2) 20 (90.9)‡ 29 (82.9)‡  
     Thrombocytopenia <125 4 (30.8) 2 (9.1) ‡ 6 (17.1)‡  
        Mild [100;125[ 2 (15.4) 2 (9.1)‡ 4 (11.4)‡  
        Moderate [50;100[ 1 (7.7) - 1 (2.9)‡  
        Very severe [0;25[ 1 (7.7) - 1 (2.9)‡  
White cell count (103/mm3); n (%)        NA 
     Normal >2.5 13 (100) 24 (100.0)§ 37 (100.0)§  
Neutrophil count (103/mm3); n (%)    NA 
     Normal >2.5 13 (100) 24 (100.0)§ 37 (100.0)§  

† one missing value, § two missing values, ‡ four missing values. aChi-square test or Fisher’s exact test as appropriate and 

Wilcoxon Mann-Whitney test or Student’s t-test for LPV/r versus 3TC. Abbreviations: LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, 
lamivudine; SD, standard deviation; WAZ, weight-for-age Z-score; HAZ, height-for-age Z-score; WHZ, weight-for-
height Z-score; IQR, interquartile range; NA non-applicable.
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Supplementary Table S5. Children's characteristics at randomisation (day-7) for Uganda 
 

Characteristics LPV/r (n=20) 3TC (n=23) Total (n=43) p valuea 

Socio-demography     

Gender; n (%)    0.28 
     Boy 8 (40.0) 13 (56.5) 21 (48.8)  

Anthropometry     

Weight (kg); mean ± SD 3.4 ± 0.5 3.5 ± 0.5 3.5 ± 0.5 0.64 
Height (cm); mean ± SD 50.0 ± 2.8 51.1  ± 1.6 50.6 ± 2.3 0.14 
WAZ; mean ± SD -0.6 ± 1.5† -0.6 ± 1.4 0.6 ± 1.4† 0.98 
HAZ; mean ± SD -1.2 ± 1.2† -0.7 ± 1.4 -0.9 ± 1.3† 0.21 
WHZ; mean ± SD 0.04 ± 1.4† -0.3 ± 1.2 -0.2 ± 1.3† 0.38 
Underweight (WAZ<-2); n (%) 2 (10.5)† 4 (17.4) 6 (14.3)† 0.67 
Stunting (HAZ<-2); n (%) 7 (36.8)† 4 (17.4) 11 (26.2)† 0.18 
Wasting (WHZ<-2); n (%) 2 (10.53)† 1 (4.35) 3 (7.14)† 0.58 
Gestational age (week); median [IQR] 38.0 [38.0;38.0] 38.0 [38.0;40.0] 40.0 [38.0;39.0] 0.46 
Preterm birth (week); n (%)    NA 
     No prematurity ≥37 20 (100.0) 23 (100.0) 43 (100.0)  

Haematology     

Hæmoglobin (g/dL); mean ± SD 15.8 ± 1.3 15.8 ± 1.4 15.8 ± 1.3 0.91 
Haemoglobin (g/dL); n (%)    NA 
     Normal >13 20 (100.0) 23 (100.0) 43 (100.0)  
Platelet count (103/mm3); n (%)    0.10 
     Normal ≥125 17 (85.0) 21 (95.5)† 38 (90.5)†  
     Thrombocytopenia <125 3 (15.0) 1 (4.5)† 4 (9.5)†  
        Mild [100;125[ 3 (15.0) - 3 (7.1)†  
        Severe [25;50[ - 1 (4.5)† 1 (2.4)†  
White cell count (103/mm3); n (%)        NA 
     Normal >2.5 20 (100.0) 23 (100.0) 43 (100.0)  
Neutrophil count (103/mm3); n (%)    0.47 
     Normal >1.5 19 (95.0) 23 (100.0) 42 (97.7)  
     Neutropenia ≤1.5 1 (5.0) - 1 (2.3)  
        Mild [1.25;1.5] 1 (5.0) - 1 (2.3)  

† one missing value. aChi-square test or Fisher’s exact test as appropriate and Wilcoxon Mann-Whitney test or Student’s t-test for 
LPV/r versus 3TC. Abbreviations: LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine; SD, standard deviation; WAZ, weight-for-age Z-
score; HAZ, height-for-age Z-score; WHZ, weight-for-height Z-score; IQR, interquartile range; NA non-applicable.
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Supplementary Table S6. Children's characteristics at randomisation (day-7) for Zambia 
 

Characteristics LPV/r (n=21) 3TC (n=20) Total (n=41) 
p 

valuea 

Socio-demography     

Gender; n (%)    0.87 
     Boy 11 (52.4) 11 (55.0) 22 (53.7)  

Anthropometry     

Weight (kg); mean ± SD 3.2 ± 0.4 3.2 ± 0.4 3.2 ± 0.4 0.78 
Height (cm); mean ± SD 49.0 ± 1.6 48.6 ± 1.6 48.8 ± 1.6 0.49 
WAZ; mean ± SD -1.5 ± 1.1† -1.0 ± 1.3† -1.3 ± 1.2§ 0.16 
HAZ; mean ± SD -1.6 ± 1.1† -1.2 ± 0.9† -1.4 ± 1.1§ 0.24 
WHZ; mean ± SD -1.02 ± 1.2† -0.56 ± 1.5† -0.8 ± 1.3§ 0.29 
Underweight (WAZ<-2); n (%) 7 (35.0)† 5 (26.3)† 12 (30.8)§ 0.56 
Stunting (HAZ<-2); n (%) 6 (30.0)† 2 (10.5)† 8 (20.5)§ 0.24 
Wasting (WHZ<-2); n (%) 4 (20.0)† 3 (15.8)† 7 (18.0)§ 1.00 
Gestational age (week); mean ± SD 38.0 ± 1.5 38.4 ± 1.3 38.2 ± 1.4 0.42 
Preterm birth (week); n (%)    0.41 
     No prematurity ≥37 16 (76.2) 18 (90.0) 34 (82.9)  
     Prematurity <37 5 (23.8) 2 (10.0) 7 (17.1)  

Haematology     

Hæmoglobin (g/dL); mean ± SD 15.6 ± 1.7 15.6 ± 2.1 15.6 ± 1.9 1.00 
Haemoglobin (g/dL); n (%)    0.34 
     Normal >13 20 (95.2) 17 (85.0) 37 (90.2)  
     Anemia ≤13 1 (4.8) 3 (15.0) 4 (9.8)  
        Mild [12;13] 1 (4.8) 3 (15.0) 4 (9.8)  
Platelet count (103/mm3); n (%)    NA 
     Normal ≥125 21 (100.0) 20 (100.0) 41 (100.0)  
White cell count (103/mm3); n (%)        NA 
     Normal >2.5 21 (100.0) 20 (100.0) 41 (100.0)  
Neutrophil count (103/mm3); n (%)    0.49 
     Normal >1.5 19 (90.5) 18 (94.7)† 37 (92.5)†  
     Neutropenia ≤1.5 2 (9.5) 1 (5.3)† 3 (7.5)†  
        Mild [1.25;1.5] - 1 (5.3)† 1 (2.5)†  
        Moderate [1.0;1.25[ 2 (9.5) - 2 (5.0)†  

† one missing value, § two missing values. aChi square test or Fisher’s exact test as appropriate and Student’s t-test for LPV/r versus 
3TC. Abbreviations: LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine; SD, standard deviation; WAZ, weight-for-age Z-score; HAZ, 
height-for-age Z-score; WHZ, weight-for-height Z-score; IQR, interquartile range; NA non-applicable.
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Supplementary Table S7. Maternal characteristics at randomisation (day-7) and during follow up of the PROMISE PEP trial for Burkina Faso 

Characteristics LPV/r (n=21) 3TC (n=23) Total (n=44) p valuea 

At randomisation (day-7)     

Socio-demography     

Age (year); median [IQR] 31.2 [27.3;35.3] 29.5 [20.9;32.6] 30.3 [25.1;33.7] 0.06 
Parity; median [IQR] 3.0 [3.0;4.0] 2.0 [1.4;4.0] 3.0 [1.5;4.0] 0.09 

Education     

Mother/caregiver ever attended school; n (%)    0.07 
     Yes 9 (42.9) 16 (69.6) 25 (56.8)  

Economic status     

Type of income; n (%)    0.75 
     No income generating activities 3 (14.3) 2 (8.7) 5 (11.4)  
     Irregular income 13 (61.9) 13 (56.5) 26 (59.1)  
     Regular income 5 (23.8) 8 (34.8) 13 (29.6)  

Clinical and biological characteristics     

BMI; median [IQR]  23.9 [21.2;26.1] 22.7 [21.4;24.4] 22.7 [21.2;25.9] 0.98 
CD4 cells count (cells/mm3); median [IQR] 507.0 [411.0;552.0] 502.0 [425.0;632.0] 504 [418.0;598.0] 0.46 

HIV viral load control; n (%)    0.04 
     <1000 copies/mL 8 (38.1) 16 (69.6) 24 (54.5)  
     ≥1000 copies/mL 13 (61.9) 7 (30.4) 20 (45.5)  
WHO HIV staging; n (%)    0.60 
    Stage 1 19 (90.5) 22 (95.7) 41 (93.2)  
    Stage 2 2 (9.5) 1 (4.3) 3 (6.8)  

Maternal prophylaxis during pregnancy     

ARV regimen; n (%)    1.00 
     ZDV 21 (100) 22 (95.7) 43 (97.7)  
     No ARV - 1 (4.3) 1 (2.3)  
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† three missing values, § seven missing values, ‡ ten missing values, £ one missing value, ʊ two missing values. aChi-square test or Fisher’s exact test as appropriate and Wilcoxon 

Mann-Whitney test for LPV/r versus 3TC. Abbreviations: LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine; IQR, interquartile range; BMI, body mass index; HIV, Human 
immunodeficiency virus; WHO, World Health Organization; ARV, antiretroviral; ZDV, zidovudine. 

Duration of ARV prophylaxis taken during pregnancy (week); 
median [IQR] 

9.0 [8.0;12.0] 9.0 [5.0;11.0] 9.0 [6.0;11.0] 0.37 

During the PROMISE PEP trial     

HIV viral load at week-38 (Log copies/mL); median [IQR] 4.8 [4.0;5.4]† 4.6 [3.4;4.9]§ 4.7 [4.0;5.2]‡ 0.44 
HIV viral load control at week-38; n (%)    0.35 
     <1000 copies/mL 3 (16.7)† 1 (6.3)§ 4 (11.8)‡  
     ≥1000 copies/mL 15 (83.3)† 15 (93.8)§ 30 (88.2)‡  
Duration of breastfeeding (week); median [IQR] 46.6 [45.1;48.3] 47.7 [45.71;50.0] 47.0 [45.2;49.8] 0.20 
Smoking during pregnancy; n (%)    NA 
     No 20 (100.0)£ 21 (100.0)ʊ 41 (100.0)†  
Smoking during breastfeeding; n (%)    NA 
     No 20 (100.0)£ 21 (100.0)ʊ 41 (100.0)†  
Alcohol consumption during pregnancy; n (%)    0.88 
     Yes 10 (50)£ 10 (47.62)ʊ 20 (48.78)†  
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Supplementary Table S8. Maternal characteristics at randomisation (day-7) and during follow up of the PROMISE PEP trial for South Africa 

Characteristics LPV/r (n=13) 3TC (n=26) Total (n=39) p valuea 

At randomisation (day-7)     

Socio-demography     

Age (year); median [IQR] 27.7 [27.0;33.8] 30.4 [25.7;34.7] 29.7 [25.7;34.4] 0.85 
Parity; median [IQR] 2.0 [1.0;3.0] 2.0 [1.0;3.0] 2.0 [1.0;3.0] 0.58 

Education     

Mother/caregiver ever attended school; n (%)    NA 
     Yes 8 (100.0)† 17 (100.0)§ 25 (100.0)‡  

Economic status     

Type of income; n (%)    0.16 
     Irregular income 4 (50.0)† 3 (17.6)§ 7 (28.0)‡  
     Regular income 4 (50.0)† 14 (82.4)§ 18 (72.0)‡  

Clinical and biological characteristics     

BMI; median [IQR] 27.0 [24.2;28.0] 28.4 [23.2;33.7] 27.9 [23.9;32.3] 0.51 
CD4 cells count (cells/mm3); median [IQR] 504.0 [433.0;579.0] 455.5 [424.0;534.0] 458.0 [424.0;566.0] 0.34 

HIV viral load control; n (%)    0.49 
     <1000 copies/mL 9 (69.2) 15 (57.7) 24 (61.5)  
     ≥1000 copies/mL 4 (30.8) 11 (42.3) 15 (38.5)  
WHO HIV staging; n (%)    NA 
    Stage 1 13 (100.0) 26 (100.0) 39 (100.0)  

Maternal prophylaxis during pregnancy     

ARV regimen; n (%)    NA 
     ZDV 13 (100.0) 26 (100.0) 39 (100.0)  
Duration of ARV prophylaxis taken during pregnancy (week); 
median [IQR] 

11.0 [8.0;16.0] 14.0 [8.0;16.0] 12.0 [8.0;16.0] 0.98 

During the PROMISE PEP trial     

HIV viral load at week-38 (Log copies/mL); median [IQR] 3.1 [2.4;3.5]£ 3.9 [2.9;4.5]ʊ 3.5 [2.8;4.2]† 0.04 
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† five missing values, § nine missing values, ‡ fourteen missing values, £ one missing value, ʊ four missing values, ƍ six missing values, ¶ eleven missing values, ⱡ seventeen missing 
values. aChi-square test or Fisher’s exact test as appropriate and Wilcoxon Mann-Whitney test for LPV/r versus 3TC. Abbreviations: LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine; 
IQR, interquartile range; BMI, body mass index; HIV, Human immunodeficiency virus; WHO, World Health Organization; ARV, antiretroviral; ZDV, zidovudine. 

HIV viral load control at week-38; n (%)    0.71 
     <1000 copies/mL 5 (41.7)£ 7 (31.8)ʊ 12 (35.3)†  
     ≥1000 copies/mL 7 (58.3)£ 15 (68.2)ʊ 22 (64.7)†  
Duration of breastfeeding (week); median [IQR] 29.6 [11.7;45.3] 46.3 [34.0;49.9] 43.3 [30.3;49.0] 0.02 
Smoking during pregnancy; n (%)    1.00 
     No 6 (85.7)ƍ 13 (86.7)¶ 19 (86.4)ⱡ  
Smoking during breastfeeding; n (%)    1.00 
     No 6 (85.7)ƍ 14 (93.3)¶ 20 (90.9)ⱡ  
Alcohol consumption during pregnancy; n (%)    1.00 
     Yes 3 (20.0)ƍ 2 (28.6)¶ 5 (22.7)ⱡ  
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Supplementary Table S9. Maternal characteristics at randomisation (day-7) and during follow up of the PROMISE PEP trial for Uganda 

Characteristics LPV/r (n=20) 3TC (n=23) Total (n=43) p valuea 

At randomisation (day-7)     

Socio-demography     

Age (year); median [IQR] 28.6 [24.4;31.0] 28.3 [24.2;30.2] 28.3 [24.2 30.2] 0.98 
Parity; median [IQR] 3.5 [3.0;5.0] 3.0 [2.0;5.0] 3.0 [2.0;5.0] 0.74 

Education     

Mother/caregiver ever attended school; n (%)    1.00 
     Yes 21 (91.3) 18 (90.0) 39 (90.7)  

Economic status     

Type of income; n (%)    0.91 
     No income generating activities 11 (55.0) 11 (47.8) 22 (51.2)  
     Irregular income 3 (15.0) 3 (13.0) 6 (14.0)  
     Regular income 6 (30.0) 9 (39.1) 15 (34.9)  

Clinical and biological characteristics     

BMI; median [IQR]  22.9 [21.8;24.5] 22.7 [20.2;24.2] 22.8 [21.1;24.4] 0.30 
CD4 cells count (cells/mm3); median [IQR] 513.5 [451.5;642.0] 530.0 [439.0;576.0] 523.0 [443.0;601.0] 0.79 

HIV viral load control; n (%)    0.72 
     <1000 copies/mL 16 (80.0) 16 (72.7)† 32 (76.2)†  
     ≥1000 copies/mL 4 (20.0) 6 (27.3)† 10 (23.8)†  
WHO HIV staging; n (%)    0.24 
    Stage 1 20 (100.0) 20 (87.0) 40 (93.0)  
    Stage 2 - 3 (13.04 3 (7.0)  

Maternal prophylaxis during pregnancy     

ARV regimen; n (%)    0.11 
     ZDV 10 (50.0) 11 (47.8) 21 (48.8)  
     AZT+3TC 5 (25.0) 11 (47.8) 16 (37.2)  
     None 5 (25.0) 1 (4.3) 6 (14.0)  
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† one missing value, § five missing values, ‡ six missing values, £ four missing value, ʊ two missing values. aChi-square test or Fisher’s exact test as appropriate and Wilcoxon Mann-
Whitney test for LPV/r versus 3TC. Abbreviations: LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine; IQR, interquartile range; BMI, body mass index; HIV, Human immunodeficiency 
virus; WHO, World Health Organization; ARV, antiretroviral; ZDV, zidovudine. 

Duration of ARV prophylaxis taken during pregnancy (week); 
median [IQR] 

11.0 [6.0;12.0]§ 6.5 [4.0;10.0]† 8.0 [4.0;12.0]‡ 0.10 

During the PROMISE PEP trial     

HIV viral load at week-38 (Log copies/mL); median [IQR] 2.6 [2.2;3.9]£ 2.2 [2.2;3.9]† 2.2 [2.2;3.9]§ 0.57 
HIV viral load control at week-38; n (%)    0.26 
     <1000 copies/mL 9 (56.3)£ 14 (63.6)† 23 (60.5)§  
     ≥1000 copies/mL 7 (43.8)£ 8 (33.4)† 15 (39.5)§  
Duration of breastfeeding (week); median [IQR] 42.3 [37.4;45.4]† 38.9 [33.4;42.4] 40.3 [35.3;43.6] 0.28 
Smoking during pregnancy; n (%)    NA 
     No 16 (100.0)£ 21 (100.0)ʊ 37 (100.0)‡  
Smoking during breastfeeding; n (%)    NA 
     No 16 (100.0)£ 21 (100.0)ʊ 37 (100.0)‡  
Alcohol consumption during pregnancy; n (%)    0.67 
     Yes 5 (31.3)£ 8 (38.1)ʊ 13 (35.1)‡  
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Supplementary Table S10. Maternal characteristics at randomisation (day-7) and during follow up of the PROMISE PEP trial for Zambia 

Characteristics LPV/r (n=21) 3TC (n=20) Total (n=41) p valuea 

At randomisation (day-7)     

Socio-demography     

Age (year); median [IQR] 28.8 [25.5;32.5] 27.9 [25.7;34.5] 28.7 [25.6;33.6] 0.67 
Parity; median [IQR] 3.0 [2.0;4.0] 3.0 [3.0;4.0] 3.0 [2.0;4.0] 0.11 

Education     

Mother/caregiver ever attended school; n (%)    NA 
     Yes 21 (100.0) 20 (100.0) 41 (100.0)  

Economic status     

Type of income; n (%)    1.00 
     No income generating activities 1 (4.8) - 1 (2.4)  
     Irregular income 16 (76.2) 15 (75.0) 31 (75.6)  
     Regular income 4 (19.0) 5 (25.0) 9 (22.0)  

Clinical and biological characteristics     

BMI; median [IQR]  22.7 [21.6;25.2] 25.3 [23.23;28.0] 24.5 [21.7;26.5] 0.15 
CD4 cells count (cells/mm3); median [IQR] 467.0 [408.0;658.0] 484.5 [419.5;683.5] 477.0 [408.0;667.5] 0.81 

HIV viral load control; n (%)    0.65 
     <1000 copies/mL 9 (42.9) 10 (50.0) 19 (46.3)  
     ≥1000 copies/mL 12 (57.1) 10 (50.0) 22 (53.7)  
WHO HIV staging; n (%)    NA 
    Stage 1 21 (100.0) 20 (100.0) 41 (100.0)  

Maternal prophylaxis during pregnancy     

ARV regimen; n (%)    NA 
     ZDV 21 (100.0) 20 (100.0) 41 (100.0)  
Duration of ARV prophylaxis taken during pregnancy (week); 
median [IQR] 

8.0 [5.0;10.0] 8.0 [5.0;9.5] 8.0 [5.0;10.0] 0.51 

During the PROMISE PEP trial     
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† one missing value, § four missing values, ‡ five missing values, £ two missing value, ʊ three missing values. aChi-square test or Fisher’s exact test as appropriate and Wilcoxon 

Mann-Whitney test for LPV/r versus 3TC. Abbreviations: LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine; IQR, interquartile range; BMI, body mass index; HIV, Human 
immunodeficiency virus; WHO, World Health Organization; ARV, antiretroviral; ZDV, zidovudine. 

HIV viral load at week-38 (Log copies/mL); median [IQR] 5.0 [3.6;5.2]† 4.4 [3.8;5.2]§ 4.7 [3.7;5.2]‡ 0.81 
HIV viral load control at week-38; n (%)    0.45 
    <1000 copies/mL 3 (15.0)† 2 (12.5)§ 5 (13.9)‡  
     ≥1000 copies/mL 17 (85.0)† 14 (87.5)§ 31 (86.1)‡  
Duration of breastfeeding (week); median [IQR] 38.7 [37.0;44.1] 35.1 [32.1;41.3] 38.5 [33.7;41.6] 0.09 
Smoking during pregnancy; n (%)    NA 
     No 20 (100.0)† 18 (100.0)£ 38 (100.0)ʊ  
Smoking during breastfeeding; n (%)    NA 
     No 20 (100.0)† 18 (100.0)£ 38 (100.0)ʊ  
Alcohol consumption during pregnancy; n (%)    0.39 
     Yes 7 (35.0)† 4 (22.2)£ 11 (29.0)ʊ  



 

 

251 

Supplementary Table S11. Children’ telomere length at day-7 according to gender 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

aWilcoxon Mann-Whitney test for Female versus Male. Abbreviations: PrEP, pre-exposure prophylaxis; LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine; IQR, 
interquartile range. 

Site PrEP n 
Female 

median [IQR] 
n 

Male 

median [IQR] 

p 

valuea 

Burkina Faso 
Any 23 331 [131;459] 21 355 [214;467] 0.71 

LPV/r 10 262 [131;403] 11 355 [95;562] 0.60 
3TC 13 360 [307;482] 10 372 [231;459] 0.65 

South Africa 
Any 19 131 [109;147] 20 132 [119;162] 0.37 

LPV/r 7 117 [70;144] 6 125 [110;165] 0.20 
3TC 12 131 [112;147] 14 132 [116;147] 0.90 

Uganda 
Any 22 436 [332;485] 21 308 [268;410] 0.21 

LPV/r 12 473 [350;529] 8 331 [231;487] 0.28 
3TC 10 413 [226;447] 13 308 [276;410] 0.69 

Zambia 
Any 19 390 [368;485] 22 324 [208;367] 0.12 

LPV/r 10 330 [295;485] 11 331 [275;402] 0.70 
3TC 9 458 [268;464] 11 305 [105;346] 0.19 

All 
Any 83 322 [132;459] 84 272 [147;397] 0.33 

LPV/r 39 322 [178;483] 36 298 [150;407] 0.68 
3TC 44 319 [128;454] 48 258 [144;417] 0.52 
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Supplementary Table S12. Description of children’ and maternal characteristics in South Africa 

† five missing values, § one missing value, ‡ two missing values, ‡ twenty-seven missing values, £ fifteen missing values, ʊ eight missing 
values. aWilcoxon Mann-Whitney test and Chi-square or Fisher’s exact test for comparison between “Control group” (n = 37) and 

“PrEP group” (n = 33). Abbreviations: PrEP, pre-exposure prophylaxis; LPV/r, lopinavir/ritonavir; 3TC, lamivudine; SD, standard 
deviation; IQR, interquartile range. 

Characteristics 
Control group 

(n=37) 

PrEP group 

(n=33) 

p 

valuea 

Children 

At week-6      

  LPV/r (n=12) 3TC (n=21) Total (n=33)  

Gender; n (%)     0.99 
     Male 19 (51.4)   17 (51.5)  
Province of South Africa; n 
(%) 

    <0.01 

     Eastern Cape 6 (16.2) 12 (100.0) 21 (100.0) 33 (100.0)  
     Others 31 (83.8) - - -  
Weight (kg); mean ± SD 4.7 ± 1.1† 4.7 ± 0.5§ 4.8 ± 0.6§ 4.8 ± 0.6‡ 0.92 
Height (cm); mean ± SD 52.5 ± 5.6‡ 53.6 ± 2.0§ 53.8 ± 1.9§ 53.7 ± 2.0‡ 0.53 
Gestational age (week); mean 
± SD 

37.0 ± 3.1£ 37.6 ± 0.8 37.8 ±1.5 37.7 ± 1.3 0.33 

Preterm birth (week); n (%)     0.07 
     No prematurity ≥37 14 (63.6)£ 10 (83.3) 18 (85.7) 28 (84.9)  
     Prematurity <37 8 (36.4)£ 2 (16.7) 3 (14.3) 5 (15.2)  

Mother 

At week-6      

Age (year); median [IQR] 26.0 [22.0;30.0] 27.5 [24.7;32.6] 29.7 [25.7;32.4] 27.7 [25.7;32.4] 0.05 
Parity; median [IQR] 2.0 [2.0;3.0] 2.0 [1.0;3.0] 2.0 [1.0;3.0] 2.0 [1.0;3.0] 0.15 
During the study      

Breastfeeding; n (%)     <0.01 
     Yes 22 (75.9)ʊ 12 (100.0) 21 (100.0) 33 (100.0)  
Duration of breastfeeding; 
median; n (%) 

    0.55 

     <39 weeks 11 (37.9)ʊ 8 (66.7) 7 (33.3) 15 (45.5)  
     ≥39 weeks 18 (62.1)ʊ 4 (33.3) 14 (66.7) 18 (54.6)  
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Table S13. Characteristics of enrolled CHEU aged six years from the PROMISE M&S trial 

Characteristic 
LPV/r 

(n=62) 

3TC 

(n=66) 

Total 

(n=128) 

p 

valuea 

Socio-demography 
    

Age (year); mean [IQR] 5.6 ± 0.6 5.7 ± 0.6 5.7 ± 0.6 0.21 

Site; n (%)    0.90 

     Burkina Faso 21 (33.9) 23 (34.9) 44 (34.4)  

     Uganda 20 (32.3) 23 (34.9) 43 (33.6)  

     Zambia 21 (33.9) 20 (30.3) 41 (32.0)  

Gender; n (%)     

     Male 29 (46.8) 33 (50.0) 62 (48.4) 0.72 

Anthropometry    
 

Weight (kg); mean ± SD 19.3 ± 2.3† 19.5 ± 2.9 19.4 ±2.6† 0.59 

Height (cm); mean ± SD 114.5 ± 5.1† 114.6 ± 6.4 114.6 ± 5.8† 0.93 

WAZ; mean ± SD -0.6 ± 0.7† -0.6 ± 0.9 -0.6 ± 0.8† 0.85 

HAZ; mean ± SD -0.4 ± 0.8† -0.5 ± 1.1 -0.4 ± 1.0† 0.58 

BMIZ; mean ± SD -0.5 ± 0.9† -0.4 ± 0.8 -0.5 ± 0.8† 0.50 

Hematology; n (%)    
 

Haemoglobin concentration (g/dL)    0.85 

     Normal >10.4 58 (93.6) 62 (93.9) 120 (93.8)  

     Anemia ≤10.4 4 (6.5) 4 (6.1) 8 (6.3)  

        Mild [10.4-9.5[ 4 (6.5) 3 (4.6) 7 (5.5)  

        Moderate [9.5-8.5[ - 1 (1.5) 1 (0.8)  

Platelet count (103/mm3)    NA 

     Normal >125 62 (100.0) 66 (100.0) 128 (100.0)  

Leucocyte count (103/mm3)     NA 

     Normal >2.5 62 (100.0) 66 (100.0) 128 (100.0)  

Neutrophil count (103/mm3)    0.24 

     Normal >1.0 60 (93.8) 65 (100.0)† 125 (98.4)†  

     Neutropenia ≤1.0 2 (3.2) - 2 (1.6)†  

        Mild [1.0-0.79[ 2 (3.2) - 2 (1.6)†  

Medical events; n (%)    
 

Clinical consultation without 
admission during the last year    

0.15 

     Yes 46 (75.4)† 42 (63.6) 88 (69.3)†  

Hospital admission since week-50    0.78 

     Yes 18 (30.0)§ 18 (27.7)† 36 (28.8)‡  

Neuropsychological assessment    
 

SDQ-25; median [IQR] 7.0 [3.0;10.0]† 5.0 [4.0;10.0] 6.0 [3.0;10.0]† 0.53 

TOVA; mean ± SD 2.1 ± 0.7 2.2 ±0.8 2.2 ± 0.8b 0.53 

MABC-2; mean ± SD 78.5 ± 11.0 77.0 ± 10.5 77.7 ± 10.8b 0.45 
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KABC-II; mean ± SD 52.1 ± 12.3 51.6 ± 16.0 51.9 ± 14.3b 0.82 
† one missing value, § two missing values, ‡ three missing values. aChi-square test or Fisher’s exact test as 

appropriate and Wilcoxon Mann-Whitney test or Student’s t-test for LPV/r versus 3TC. bFor TOVA test, 119 
CHEU had valid test (54 for LPV/r and 65 for 3TC); for MABC-2, 126 CHEU had valid test (60 for LPV/r and 66 
for 3TC) and for KABC-II, 126 CHEU had valid test (61 for LPV/r and 65 for 3TC). Abbreviations: CHEU, 
children who are HIV-exposed uninfected; IQR, interquartile range; SD, standard deviation; WAZ, weight-for-
age Z-score; HAZ, height-for-age Z-score; BMIZ, body mass index Z-score; NA, non-applicable; ARV, 
antiretroviral; SDQ-25, strength and difficulties questionnaire; TOVA, test of variable of attention; MABC-2, 
movement assessment battery for children second edition; KABC-II, Kaufman assessment battery for children 
second edition.
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Table S14. Characteristics at week-50 of CHEU with or without telomere shortening at week-50 

Characteristics 

CHEU without 

telomere 

shortening 

(n=71) 

CHEU with 

telomere 

shortening 

(n=57) 

Total (n=128) 
p 

valuea 

Socio-demography     

Site; n (%)    0.09 
     Burkina Faso 27 (38.0%) 17 (29.8%) 44 (34.4%)  
     Uganda 18 (25.4%) 25 (43.9%) 43 (33.6%)  
     Zambia 26 (36.6%) 15 (26.3%) 41 (32.0%)  
Gender; n (%)     
     Boy 37 (52.1) 27 (47.4) 64 (50.0) 0.59 
Anthropometry     

Weight (kg); mean ± SD 8.4 ± 1.1† 8.5 ±1.4† 8.4 ± 1.2§ 0.65 
Height (cm); mean ± SD 72.4 ± 2.7† 72.3 ± 3.2‡ 72.4 ± 2.9£ 0.81 
WAZ; mean ± SD -0.96 ± 1.11† -0.91±1.39£ -0.94 ± 1.23ʊ 0.83 
HAZ; mean ± SD -0.87 ± 1.07† -0.99 ±1.15‡ -0.92 ±1.10£ 0.58 
WHZ; mean ± SD -0.71 ± 1.07† -0.57 ±1.48£ -0.64 ±1.27ʊ 0.56 
Underweight (WAZ<-2); n (%) 14 (20.3%)† 11 (20.4%)£ 25 (20.3%)ʊ 0.99 
Stunting (HAZ<-2); n (%) 10 (14.5%)† 10 (17.9%)‡ 20 (16.0%)£ 0.61 
Wasting (WHZ<-2); n (%) 7 (10.1%)† 9 (16.7%)£ 16 (13.0%)ʊ 0.29 
Gestational age (week); median [IQR] 38.0 [38.0-40.0] 40.0 [38.0-40.0] 39.0 [38.0-40.0] <0.01 
Preterm birth (week); n (%)    0.20 
     No prematurity ≥37 61 (85.9%) 53 (93.0%) 114 (89.1%)  
     Prematurity <37 10 (14.1%) 4 (7.0%) 14 (10.9%)  
Hematology     

Hæmoglobin (g/dL); mean ± SD 10.0 ±1.1ƍ 10.0 ± 1.1¥ 10.0 ±1.1¤ 0.70 
Haemoglobin (g/dL); n (%)    0.92 
     Normal >13 12 (20.0%)ƍ 9 (18.0%)¥ 21 (19.1%)¤  
     Anemia ≤13 48 (80.0%)ƍ 41 (82.0%)¥ 89 (80.9%)¤  
        Mild [12;13] 21 (35.0%)ƍ 18 (36.0%)¥ 39 (35.5%)¤  
        Moderate [10;12[ 18 (30.0%)ƍ 16 (32.0%)¥ 34 (30.9%)¤  
        Severe [7;9[ 8 (13.3%)ƍ 7 (14.0%)¥ 15 (13.6%)¤  
        Very severe [0;9[ 1 (1.7%)ƍ - 1 (0.9%)¤  
Platelet count (103/mm3); n (%)    0.73 
     Normal ≥125 59 (98.3%)ƍ 48 (96%)¥ 107 (97.3%)¤  
     Thrombocytopenia <125 1 (1.7%)ƍ 2 (4.0%)¥ 3 (2.7%)¤  
        Mild [100;125[ 1 (1.7%)ƍ 1 (2.0%)¥ 2 (1.8%)¤  
        Moderate [50;100[ - 1 (2.0%)¥ 1 (0.9%)¤  
White cell count (103/mm3); n (%)        NA 
     Normal >2.5 60 (100.0%)ƍ 50 (100.0%)¥ 110 (100.0%)¤  
Neutrophil count (103/mm3); n (%)    0.73 
     Normal >1.5 48 (80.0%)ƍ 39 (78.0%)¥ 87 (79.1%)¤  
     Neutropenia ≤1.5 12 (20.0%)ƍ 11 (22.0%)¥ 23 (20.9%)¤  
        Mild [1.25;1.5] 8 (13.3%)ƍ 6 (12.0%)¥ 14 (12.7%)¤  
        Moderate [1.0;1.25[ 2 (3.3%)ƍ 4 (8.0%)¥ 6 (5.5%)¤  
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        Severe [0.75;1.0[ 2 (3.3%)ƍ 1 (2.0%)¥ 3 (2.7%)¤  

Other     

Antiretroviral prophylaxis    0.62 
     Lamivudine 38 (46.5) 28 (49.1) 66 (51.6)  
     Lopinavir/ritonavir 33 (46.5) 29 (50.9) 62 (48.4)  
† two missing values, § four missing values, ‡ one missing value, £ three missing values, ʊ five missing values, ƍ eleven 

missing values, ¥ seven missing values, ¤ eighteen missing values. a Chi-square test or Fisher’s exact test as appropriate 

and Student’s t-test or Wilcoxon Mann-Whitney test for “CHEU with no TS” versus “CHEU with TS”. Abbreviations: 
CHEU, children who are HIV-exposed uninfected; SD, standard deviation; WAZ, weight-for-age Z-score; HAZ, height-
for-age Z-score; WHZ, weight-for-height Z-score; IQR, interquartile range; NA, non-applicable. 
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Résumé 

L’universalisation des traitements antirétroviraux (ARV) couplée à l’augmentation de la couverture ARV chez les 

femmes enceintes et allaitantes infectées par le VIH voit l’émergence d’une population grandissante d’enfants non 

infectés nés de mères séropositives, exposés à la fois au VIH et aux ARV maternels de la conception à la petite 
enfance. Si l’impact de ces expositions questionne sur la santé de ces enfants et fait l’objet de maintes études, la 

prophylaxie ARV postnatale qui leur ait administrée dans le cadre de la prévention de la transmission mère-enfant 
(TME) du VIH nécessite elle aussi être rigoureusement évaluée, ces ARV restant donnés à des enfants non infectés. 
Dans ce contexte, ces travaux de thèse ont consisté à évaluer la toxicité génomique aiguë et sur le long terme du 
lopinavir/ritonavir (LPV/r) ou de la lamivudine (3TC) utilisés en prophylaxie infantile pendant un an pour prévenir 
la TME du VIH par l’allaitement lors de l’essai PROMISE PEP mené dans quatre pays d’Afrique Sub-saharienne 
(Afrique du Sud, Burkina Faso, Ouganda et Zambie) entre novembre 2009 et mai 2012. Si cette prophylaxie 
étendue à toute la période de l’allaitement a montré son efficacité, avec des taux de transmission à un an de 1.4% 

et 1.5% pour le LPV/r et le 3TC respectivement, les recommandations actuelles de l’Organisation Mondiale de la 

Santé préconisent cependant une prophylaxie à base de névirapine (NVP) ou d’azidothymidine combinée à la NVP 

plafonnée à 12 semaines. Nos travaux indiquent que les deux prophylaxies se trouvaient associées à une prévalence 
importante d’enfants exposés non infectés présentant une déplétion de l’ADN mitochondrial (diminution du 

nombre de copies supérieure ou égale à 50% de la valeur initiale) au cours de la première année de vie. Ils ont 
également mis en évidence la présence d’ADN mitochondrial délétés chez la quasi-totalité des enfants dès 
l’initiation de la prophylaxie, démontrant ainsi une forte instabilité génomique. Toutefois, aucune association avec 

la croissance et le développement neuro-psychomoteur de ces enfants à 6 ans n’a été mise en évidence, alors que 

la déplétion ne persistait plus à cet âge-là et que les délétions sont irréversibles. Le raccourcissement de la longueur 
des télomères observé à un an n’a quant à lui montré aucune association avec les deux ARV et n’a eu aucun impact 

sur la santé des enfants à 6 ans. Ces travaux de thèse contribuent à l’évaluation globale de l’innocuité de la 

prophylaxie ARV utilisée chez les enfants exposés non infectés mais sont également d’intérêt pour ceux qui sont 
infectés et dont le traitement de première intention intègre le LPV/r et/ou le 3TC. 
 
Mots clés : VIH, prophylaxie, allaitement, enfants exposés non infectés, Afrique Sub-Saharienne, 
lopinavir/ritonavir, lamivudine, ADN mitochondrial, télomères. 

Abstract 

The universalization of antiretroviral (ARV) treatment coupled with increased ARV coverage among HIV-infected 
pregnant and lactating women is contributing to an emerging population of uninfected children born to HIV-
positive mothers, exposed to both maternal HIV and ARVs from conception to early childhood. If the impacts of 
these exposures on the health of these children is questionable and the subject of many studies, the post-natal ARV 
prophylaxis given to them as part of the prevention of mother-to-child transmission (PMTCT) of HIV also needs 
to be rigorously evaluated, as these ARVs continue to be given to uninfected children. In this context, this thesis 
work consisted of evaluating the acute and long-term genomic toxicity of lopinavir/ritonavir (LPV/r) or lamivudine 
(3TC) used as infant prophylaxis for one year to prevent MTCT of HIV through breastfeeding in the PROMISE 
PEP trial conducted in four sub-Saharan African countries (South Africa, Burkina Faso, Uganda and Zambia) 
between November 2009 and May 2012. While this extended prophylaxis during the entire breastfeeding period 
has shown its efficacy, with transmission rates at one year of life of 1.4% and 1.5% for LPV/r and 3TC respectively, 
current World Health Organization guidelines recommend prophylaxis with nevirapine (NVP) or azidothymidine 
combined with NVP for a maximum of 12 weeks. Our work indicates that both prophylaxis regimens were 
associated with a significant prevalence of mitochondrial DNA depletion (decrease of mitochondrial copy number 
greater than or equal to 50% of the initial value) in the first year of life in children who are HIV-exposed uninfected. 
Our work also demonstrated the presence of deleted mitochondrial DNA in almost all children from the initiation 
of prophylaxis, thus indicating strong genomic instability. However, we found no association with the growth and 
neuropsychomotor development of these children at 6 years, at which point the depletion no longer persists and 
the deletions are irreversible. The shortening of telomere length observed at one year of age showed no association 
with the two ARVs and had no impact on the health of the children at 6 years. This thesis work contributes to the 
overall evaluation of the safety of ARV prophylaxis used in children who are HIV-exposed uninfected, but is also 
of interest to those who are infected and whose first-line treatment includes LPV/r and/or 3TC. 
 
Keywords: HIV, prophylaxis, breastfeeding, HIV-exposed uninfected children, Sub-Saharan Africa, 
lopinavir/ritonavir, lamivudine, mitochondrial DNA, telomeres. 
 


