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Titre : Cartographie de la diffusion tissulaire du ténofovir, de I'emtricitabine et du dolutégravir chez deux modeles animaux, la souris et le
macaque cynomolgus

Mots clés : Médicaments antirétroviraux — Pharmacocinétique — Diffusion tissulaire — Modéles animaux

Résumé : Depuis la découverte du virus de I'immunodéficience valider ces modéles animaux et les données obtenues peuvent
humaine (VIH) a l'origine d'une des plus importantes pandémies  étre considérées avec un fort niveau de preuve.
de notre ére, la recherche a permis d’améliorer la prise en charge
et la prévention de linfection par le VIH. Cependant, cette Trois principaux messages se dégagent. Le premier est qu'il
pathologie, considérée initialement comme aigué, est devenue existe une différence de capacité de diffusion entre les trois
une maladie chronique en raison de I'absence d'éradication du  médicaments antirétroviraux étudiés. Le ténofovir est celui
virus dans I'organisme malgré les médicaments antirétroviraux. avec le meilleur potentiel, suivi par I'emtricitabine puis le
Cette persistance virale pourrait étre en partie la conséquence de  dolutégravir. Le deuxiéme message est qu'il existe une grande
concentrations  infra-thérapeutiques  des médicaments  différence au niveau de la perméabilité des différents tissus
antirétroviraux conduisant a la création de sanctuaires pour un méme médicament antirétroviral. Enfin, le troisiéme
pharmacologiques et de réservoirs viraux. La diffusion des message est qu'il y a peu de variabilit¢ quant a la diffusion
médicaments antirétroviraux dépend de leurs propriétés physico-  d'un méme médicament antirétroviral dans un méme tissu.
chimiques et pharmacocinétiques mais aussi des caractéristiques
anatomiques et fonctionnelles des tissus, des fluides biologiques  gn conclusion, ces premiéres cartographies simultanées de la
voire des cellules cibles du VIH. diffusion de trois médicaments antirétroviraux majeurs
répondent aux questions de I'hypothése pharmacologique sur
L'objectif principal de ce travail est d'établir la cartographie de la  |a persistance de la réplication virale. Elles permettront de
diffusion dans de nombreux tissus de trois médicaments mieux cibler les tissus d'intérét et d'étudier d'autres
antirétroviraux : ténofovir, emtricitabine et dolutégravir chez la  médicaments antirétroviraux avec ces modéles animaux
souris (12 tissus) et le macaque cynomolgus (45 tissus). validés. Ces données de diffusion dans les réservoirs
virologiques sont ainsi des éléments importants dans
En s'appuyant sur des techniques analytiques robustes, justes, ['élaboration des stratégies thérapeutiques en vue d'une
spécifiques et sensibles, les différentes études ont permis de  éventuelle éradication virale.

Title: Mapping of the tissue diffusion of tenofovir, emtricitabine and dolutegravir in two animal models, the mouse and the cynomolgus
macaque

Keywords: Antiretroviral drugs — Pharmacokinetics — Tissue diffusion — Animal models

Abstract: Since the discovery of the human immunodeficiency — with a high level of proof.

virus (HIV) at the origin of one of the most important pandemics

of our era, research has made it possible to improve the There are three main messages. The first is that there is a
management and prevention of HIV infection. However, this difference in diffusion capacity between the three antiretroviral
pathology, initially considered acute, has become a chronic  drugs studied. Tenofovir is the one with the best potential,
disease due to the absence of eradiction of the virus despite  followed by emtricitabine and then dolutegravir. The second
antiretroviral drugs. This viral persistence could be partly the message is that there is a substantial difference in the
consequence of sub-therapeutic concentrations of antiretroviral  permeability of different tissues for the same antiretroviral
drugs leading to the creation of pharmacological sanctuaries and drug. Finally, the third message is that there is little variability
viral reservoirs. The diffusion of antiretroviral drugs depends on in the diffusion of the same antiretroviral drug in the same
the physicochemical and pharmacokinetic properties but also on  tissue.

the anatomical and functional characteristics of tissue, biological

fluids or even HIV target cells. In conclusion, these first simultaneous maps of the diffusion of
three major antiretroviral drugs answer the questions of the
The main objective of this work is to map the distribution in pharmacological hypothesis on the persistence of viral
many tissues of three antiretroviral drugs: tenofovir, emtricitabine  replication. They will make it possible to better target the
and dolutegravir in mice (12 tissues) and cynomolgus macaques tissues of interest and to study other antiretroviral drugs with
(45 tissues). these animal models validated. These diffusion data in the
virological reservoirs are thus important elements in the
Using robust, accurate, specific and sensitive analytical development of therapeutic strategies with a view to possible
techniques, the different studies have made it possible to validate  viral cure.
these animal models and the data obtained can be considered
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Le virus de 'immunodéficience humaine (VIH) est un agent pathogéne infectant ’'Homme
et responsable d'une pandémie mondiale persistante. Il fait, a ce jour, I'objet de
nombreuses études menées au niveau international depuis sa découverte en mai 1983
par les équipes des Professeurs Luc Montagnier et Francoise Barré-Sinoussi,
récompenseés par le Prix Nobel de Physiologie ou de Médecine en 2008 (Barre-Sinoussi
et al., 1983). Les différentes avancées sur la connaissance du virus ont permis la mise en
place de traitements dont l'efficacité mais également la tolérance n’ont fait qu’accroitre.
Malgré ces améliorations, les traitements actuels restent encore non curatifs et ne
permettent pas I'éradication du virus. lls ont sans doute permis de maitriser cette
épidémie mais elle reste toujours d’actualité avec, dans le monde, en 2021, une
incidence de l'ordre de 4 100 nouvelles infections par jour et une prévalence de
38,4 millions de personnes vivant avec le VIH (PVVIH) (ONUSIDA, 2022a).

Un des axes de recherche actuels les plus développés concerne I'éradication virale,
aussi appelée « HIV cure ». En effet, malgré les médicaments antirétroviraux (ARV)
efficaces permettant d’obtenir, au niveau plasmatique, un taux d’acide ribonucléique
(ARN) du VIH (ou charge virale plasmatique (CVp)) inférieur au seuil de détectabilité, on
observe encore une persistance résiduelle de la réplication virale. Cette persistance
s’explique par divers phénoménes, non mutuellement exclusifs, et rend impossible I'arrét
des ARV chez les PVVIH. Un des phénoménes serait pharmacologique avec un défaut
de diffusion des ARV conduisant a la formation de sanctuaires pharmacologiques. Dans
de tels sanctuaires, des travaux ont montré que le virus peut continuer a se répliquer en
cas de pression antivirale moindre, contribuant ainsi a reconstituer continuellement les

réservoirs (Lorenzo-Redondo et al., 2016).

Une meilleure connaissance de la dynamique pharmacologique entre les compartiments
ainsi que des paramétres de diffusion des ARV devrait permettre de choisir la
combinaison thérapeutique la plus pertinente afin de mieux cibler la réplication virale

résiduelle et de diminuer le niveau du réservoir du VIH (Deeks et al., 2016).

Les travaux présentés dans ce manuscrit portent plus particulierement sur trois ARV, le
ténofovir (TNF), sour la forme TNF disoproxil fumarate, I'emtricitabine (FTC) et le
dolutégravir (DTG). lls sont parmi les traitements recommandés en premiére ligne chez
tout PVVIH dans le monde. Les études sont réalisées dans le domaine de l'in vitro et a

'aide de deux modéles animaux, la souris et le macaque cynomolgus.
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1. Le virus de 'immunodéficience humaine

1.1. Généralités

1.1.1. Origine et historique

Le 5 juin 1981, le centre pour le contrdle et la prévention des maladies (Center for
Disease Control and Prevention, CDC) présente, dans son rapport hebdomadaire sur la
morbidité et la mortalité (Morbidity and Mortality Weekly Report, MMWR), 5 cas de
pneumopathies & Pneumocystis jirovecii & Los Angeles (Etats-Unis) (Centers for Disease
Control (CDC), 1981). C'est la premiére alerte reconnue sur ce qui allait s’avérer étre une
des manifestations cliniques associées a cette nouvelle maladie dont on ignore alors tout
et qui n'a pas encore de nom. Ce rapport devance d’'un peu moins de quatre mois le
premier article relu par les pairs et relatant la survenue d’'un cancer cutané rare, le
sarcome de Kaposi, chez huit hommes (Hymes et al.,, 1981). En décembre 1981, le
Docteur Gottlieb, auteur du rapport du CDC, présente 4 nouveaux cas de pneumopathies
a Pneumocystis jirovecii et met en avant, déja, un déficit en lymphocytes T,

caractéristique immunologique de l'infection par le VIH (Gottlieb et al., 1981).

Au début, le CDC n'employait pas de nom officiel pour la maladie. Il se référait plutét aux
maladies associées telles que la lymphadénopathie (Centers for Disease Control (CDC),
1982a). Cette maladie a également été appelée la « maladie des 4H » car 4 facteurs de
risques principaux avaient été identifiés : I'utilisation d'héroine, étre homosexuels, étre
hémophiles ou étre Haitiens. Toutefois, aprés avoir déterminé que cette maladie n'était
pas isolée que dans ces populations, le terme de syndrome de l'immunodéficience
acquise, couramment appelé par l'acronyme SIDA (Acquired ImmunoDeficiency
Syndrome, AIDS) a été introduit lors d'une conférence, le 27 juillet 1982. Le hasard de
'Histoire veut qu’en ce méme jour, en France, I'Assemblée nationale vote la
dépénalisation de I'homosexualité (Assemblée Nationale, 1982). En septembre 1982, le
CDC a commencé a utiliser le terme SIDA dans ces rapports (Centers for Disease
Control (CDC), 1982b).

Le virus, alors appelé virus T-lymphotropique humain (Human T-lymphotropic virus,
HTLV), sera finalement isolé au sein de I'unité d’oncologie virale de I'Institut Pasteur en

mai 1983 (Barre-Sinoussi et al., 1983). Des profils sérologiques atypiques a Dakar
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(Sénégal) en 1985 seront a l'origine de la mise en évidence d’un second virus (Barin et
al., 1985), isolé en 1986 au sein de la méme unité d’oncologie virale de I'Institut Pasteur
(Clavel et al., 1986). Lors de la soixante-dix-neuviéeme session du conseil exécutif de
'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), en novembre 1986, et daprés les
recommandations du Comité international de Taxonomie des Virus, ces deux virus seront
par la suite renommeés Virus de I'Ilmmunodéficience Humaine, de type 1 (VIH-1) et de
type 2 (VIH-2) (Organisation mondiale de la Santé, 2016).

Le type 1 est le type le plus répandu dans le monde. Il est composé de quatre groupes
distincts : M, N, O et P. Le groupe M, représentant la majorité des cas, est divisé en
sous-types : Aa D, FaHetJaK. Le type 2 est principalement présent en Afrique de
I'Ouest. Ces deux types présentent des homologies structurelles et immuno-virologiques
avec certains types du virus de l'immunodéficience simienne (VIS ou SIV pour Simian
Immunodeficiency Virus) (Sharp and Hahn, 2011). Le VIH-1 est issu de la transmission
inter-espéces du SIVcpz infectant les chimpanzés (Pan spp.) quand le VIH-2 est issu de
la transmission inter-especes du SIVsmm infectant les mangabeys enfumés (Cercocebus

atys) (Figure 1).

Parmi les quatre groupes du VIH-1, seul le groupe M s'est réellement propagé et est le
principal responsable de cette pandémie. Les autres groupes sont moins répandus et
sont restés principalement confinés aux zones ou ils ont été identifiés. Léopoldville au
Congo belge (actuellement Kinshasa en République Démocratique du Congo) serait
I'épicentre de I'épidémie puisque point de départ du groupe M. En effet, deux études a
posteriori, conduites sur un sérum de 1959 d'un habitant de Léopoldville et sur une
biopsie de nceud lymphatique de 1960 chez une femme de Léopoldville, ont permis
d’identifier respectivement une souche VIH-1 sous-type D (Zhu et al., 1998) et une
souche VIH-1 sous-type A (Worobey et al., 2008). Des analyses génétiques de
différentes séquences ont été réalisées dans le but d’estimer les dates d’apparition des
ancétres communs a certains VIS ou VIH. L’ancétre commun le plus récent du groupe M
du VIH-1 serait apparu autour de 1908 (Worobey et al., 2008) et semble étre plus ancien
gue celui du groupe O du VIH-1, apparu autour de 1920 (Lemey et al., 2004), et que celui
du groupe N du VIH-1, autour de 1963 (Wertheim and Worobey, 2009). La date
d’apparition de celui du VIH-2 semble étre autour de 1932 (Wertheim and Worobey,
2009).
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Figure 1. Origine des différents types du virus de I'immunodéficience humaine.
(Sharp & Hahn, 2011)
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1.1.2. Données épidémiologiques

JCSHY
PERSPECTIVES
Voocd”

Bien que la premiére alerte reconnue date d’un rapport du 5 juin 1981, les données

épidémiologiques sont difficilement disponibles avant 1990.

Le Programme commun des Nations Unies sur le VIH/SIDA (plus simplement ONUSIDA)

met a disposition un outil d’'information sur les données épidémiologiques, détaillées

selon différents paramétres (age, sexe, régions géographiques) depuis 1990 (ONUSIDA,

2022h).

Depuis le début de I'épidémie, au niveau mondial, il est estimé qu’environ 76 millions de

personnes ont été infectées par le VIH et que la moitié est décédée. L’amélioration des

connaissances et des traitements et la mise a disposition facilitée de ces derniers ont

permis de réduire, dans le monde, le nombre de nouvelles infections de 53 %, entre 1997

et 2021, ainsi que le nombre de déces annuels de 68 %, entre 2003 et 2021 (Figure 2).

L’incidence annuelle est ainsi passée de 2,6 millions nouvelles infections en 1997 a
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1,5 million en 2021. Parallelement, le nombre de déces
2,0 millions en 2003 a 0,7 million en 2021.
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Figure 2. Données épidémiologiques sur le VIH.

(ONUSIDA, 2022b)

Ces chiffres globaux ne rendent néanmoins pas compte de certaines disparités,

notamment géographiques. L'Afrique reste le continent le plus touché. En 2021, elle

représente 58 % des 1,5 million de nouvelles infections, 67 % des 38,4 millions de PVVIH

et 65 % des 0,7 million de déces liés au VIH (Figure 3). En 2020, certaines populations,

appelées populations clés, représentaient 65 % de toutes les nouvelles infections au VIH.

Les professionnels du sexe, les hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes

(HSH) et les usagers de drogues injectables (UDI) sont les principales populations clés,

chacune ayant un risque de contracter le VIH plus important que la population générale.

Ce risque est 26 fois plus élevé pour les travailleurs du sexe, 25 fois plus élevé pour les

HSH et 35 fois plus élevé chez les UDI.
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Figure 3. Données épidémiologiques sur le VIH en 2021.

(ONUSIDA, 2022b)
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Des objectifs ont été avancés par TONUSIDA le 8 octobre 2014 dans un communiqué au
titre explicite : « 90-90-90 : Une cible ambitieuse de traitement pour aider a mettre fin a
I'épidémie du SIDA » (ONUSIDA, 2014). En 2016, les pays se sont engagés a atteindre
ces objectifs dans la Déclaration politique sur le VIH et le SIDA de I'’Assemblée générale
des Nations Unies. Fin 2020, les pays devaient avoir fait le maximum pour atteindre cette
cible de 90-90-90 :

¢ 90 % des PVVIH connaissent leur statut sérologique ;

e 90% de toutes les personnes infectées par le VIH dépistées recoivent un

traitement antirétroviral durable ;

e 90 % des personnes recevant un traitement antirétroviral ont une charge virale

durablement supprimée.

Le 21 septembre 2020, TONUSIDA a publié un communiqué indiquant que le monde est
en retard sur cette cible malgré de solides avancées (ONUSIDA, 2020). En 2021, les
chiffres dans le monde sont 85-88-92, & comparer aux 69-71-81 de 2015 (Figure 4). Dix-
huit pays ont atteint la cible 90-90-90 : I'Australie, le Botswana, le Burundi, le Cambodge,
I'Espagne, I'Eswatini (ex-Swaziland), I'lrlande, le Malawi, la Namibie, I'Ouganda, les
Pays-Bas, le Nigéria, la Norvége, le Rwanda, la Slovénie, la Thailande, la Zambie et le
Zimbabwe. Le fossé le plus large est celui du premier 90 : en Afrique du Nord et au
Moyen-Orient, par exemple, seulement 67 % des séropositifs connaissent leur statut

sérologique.

100~ ®m 2015 2016 mm 2017 mwm 2018 mm 2019 mm 2020 mm 2021
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80+ =

60
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a . } 7
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I I
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Figure 4. Cascade de soins des PVVIH au niveau mondial.
(ONUSIDA, 2022b)
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En France, l'incidence annuelle est stable depuis 2006 avec environ 6 000 nouvelles
infections chaque année. Associée a une baisse, entre 2006 et 2021, d’environ 50 % du
nombre de décés annuels, la prévalence du VIH en France est stable, autour de 190 000
PVVIH (Figure 2). Les dernieres données de 2019, sur la cascade de prise en charge du
VIH, indiquent que les objectifs sont désormais presque atteints. On observe prés de
79 % de PVVIH avec une charge virale indétectable, ce qui est au-dessus des objectifs
90 % x 90 % x 90 % = 72 %. Néanmoins, le premier niveau de la cascade fait défaut pour
atteindre l'objectif fixé par TONUSIDA. Depuis 2010, cette cascade est en progression
constante : 81-86-74 en 2010, 84-89-91 en 2013, 88-90-96 en 2016 et 87-95-96 en 2019.
La pandémie a coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévére (SRAS-CoV-2) a
fortement impacté l'activité de dépistage en 2020. Une diminution du nombre de
dépistages de prés de 60 % a été observée pendant les deux mois du premier
confinement, en mars et avril 2020 (Santé publique France, 2020). Cette diminution fait
courir le risque d’'un retard de diagnostic et donc d’'un retard de mise sous traitement. Un
rapport d’'aoldt 2021 du groupe Indicateurs de I'Action Coordonnée 47 (AC47) de
'ANRS | Maladies infectieuses émergentes (ANRS | MIE) conclut a une baisse de plus
de 30 % des nouveaux diagnostics en Tle-de-France en 2020 par rapport a 2019 (ANRS,
Maladies infectieuses émergentes, 2021a).
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1.2. Infection par le VIH

1.2.1. Structure du VIH

Le VIH, présenté en Figure 5, se présente sous la forme d’une particule sphérique d’'un
diamétre d’environ 150 nm (Briggs et al., 2003). Il est constitué d’'une enveloppe qui
entoure une nucléocapside. L'enveloppe virale est d’origine cellulaire et est composée de
phospholipides, provenant de la derniere cellule a partir de laquelle le virus a
bourgeonné, et de deux glycoprotéines d’origine virales (gp41 et gp120). La gp4l est
transmembranaire et est coiffée par la gp120, premier élément de I'enveloppe a se lier au
récepteur CD4 de la cellule cible. La face interne de I'enveloppe est tapissée d'une
matrice protéique, la p17, faisant le lien avec la capside. Cette derniére est une coque en
forme de cbdne tronqué, constituée de protéines de capside (p24) et de protéines de

nucléocapside (p7) (Lampejo and Pillay, 2013).

Gag p17
matrix protein

Lipid membrane

gp120

p24 capsid
protein

Reverse transcriptase —

Figure 5. Structure de la particule virale du VIH.
(Lampejo & Pillay, 2013)
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A Tintérieur de cette capside se trouvent d’autres protéines virales, telles que la
transcriptase inverse, lintégrase ou des protéases, et deux molécules d’ARN
monocaténaire a polarité positive d’environ 9 200 paires de bases (German Advisory
Committee Blood, 2016). Ces deux molécules d’ARN composent le génome qui contient
9 genes codant pour 15 protéines (Frankel and Young, 1998). Ces 9 génes sont classés

en deux catégories.

Il'y a, d'une part, les génes de structure : gag, pol, env. Le géne gag (pour « Group
Specific Antigen ») code pour les protéines de structure essentielles dans I'assemblage
et le bourgeonnement des particules virales (p7, pl7 et p24). Le géne pol (pour
« polymérase ») code les enzymes essentielles a la réplication virale : la transcriptase
inverse, l'intégrase et les protéases. L'intégrase du SIVmac251 catalyse des réactions
similaires a celles de l'intégrase du VIH-1, et la structure cristalline montre que l'intégrase
du SIVmac251 partage l'architecture tridimensionnelle extrémement conservée de
l'intégrase des rétrovirus (Lewis et al., 2010). Cette souche est donc une des souches les

plus étudiées. Le gene env (pour « enveloppe ») code pour les protéines d’enveloppe
(9p41, gp120).

D’autre part, il y a les génes de régulation : tat, rev, vif, vpr, vpu et nef. Les génes tat et
rev codent pour des protéines régulatrices indispensables a la réplication virale, alors que
les génes vif, vpr, vpu et nef codent pour des protéines non nécessaires a I'expression

virale, mais dont la présence est néanmoins primordiale.

Suggérée a la fin des années 1980 (Miller, 1988), I'existence d’'un dixiéme géne, asp,
restait débattue (Torresilla et al., 2015). Elle a été confirmée par des chercheurs frangais
qui ont comparé 23 000 séquences du VIH et du SIV. lls montrent que le géne asp
n’existe que chez le groupe de virus responsable de la pandémie humaine et que son
apparition est concomitante a 'émergence du VIH-1 chez 'lHomme, vers le début du XX
siécle (Cassan et al., 2016). La fonction de la protéine asp, codée par ce géne, dans la
multiplication virale ainsi que son rble exact dans la pandémie de SIDA restent pour

autant largement inconnus (Gholizadeh et al., 2021).
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1.2.2. Cycle de réplication

Comme tout virus, le VIH utilise les mécanismes cellulaires de la cellule hote. Le cycle
viral (Figure 6) peut se décomposer en six principales étapes (Deeks et al., 2015).

1. Il commence par l'attachement des particules virales sur la cellule cible. La
protéine d'enveloppe gp120 se fixe au récepteur cellulaire CD4, alors reconnu par
des corécepteurs (CXCR4 et CCR5 majoritairement). Puis la gp4l attire
I'enveloppe virale vers la membrane cytoplasmique de la cellule hote et la fusion
des deux membranes a lieu grace a un peptide de fusion. Enfin, il y a la
pénétration et la décapsidation qui conduisent a la libération de 'ARN viral dans

le cytoplasme.

2. Létape de rétrotranscription. Cette étape est spécifigue des rétrovirus. Par
l'intermédiaire de la transcriptase inverse virale, les brins dARN monocaténaires

sont d’abord rétrotranscrits en acide désoxyribonucléique (ADN) monocaténaires
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Figure 6. Cycle de réplication du VIH.
(Deeks et al., 2015)
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a polarité négative puis en ADN bicaténaires. La transcriptase inverse, une ADN
polymérase ARN-dépendante, est 'enzyme clef et présente la particularité d’avoir
une faible fidélité dans sa transcription et ainsi d’engendrer de nombreuses
erreurs et donc de mutations (Sebastidn-Martin et al., 2018). C'est une des
raisons pour laquelle le VIH a une trés grande variabilité génétique.

3. A la suite de cette étape, 'ADN bicaténaire nouvellement formé pénétre dans le
noyau et, par I'intermédiaire de I'intégrase virale, s’integre dans le génome de la

cellule héte. C’est I'étape d’intégration.

Les étapes suivantes sont 'exemple de l'utilisation des mécanismes cellulaires de I'héte

en faveur du virus.

4. Cette étape consiste en la transcription en ARN messagers viraux de 'ADN

intégré a l'aide de ’'ARN polymérase de I'hote.

5. Ces ARN messagers sont ensuite traduits pour former de nouvelles protéines
virales. Celles-ci vont ensuite s’assembler par différentes interactions entre les
domaines de la protéine gag. Cette étape d’assemblage semble, elle aussi,
nécessiter l'utilisation d’'une protéine de la cellule héte, la protéine HP68

(Zimmerman et al., 2002).

6. Enfin, la derniére étape regroupe I'étape de bourgeonnement et de maturation
des nouveaux virions formés. Pour favoriser la stabilité de ces derniers, le
bourgeonnement a principalement lieu au niveau des radeaux lipidiques, régions
de la membrane cellulaire riches en cholestérol (Campbell et al.,, 2001). Les
virions immatures sont alors libérés et la maturation est réalisée par
lintermédiaire de la protéine du VIH appelée protéase. Les formes matures

obtenues peuvent alors aller infecter de nouvelles cellules de I'héte.

1.2.3. Histoire naturelle de I'infection

L’histoire naturelle de I'infection par le VIH commence par la phase de transmission. On
distingue trois grands modes de transmission: sexuelle, sanguine et verticale
(transmission de la mere a I'enfant). Ces modes s’expliquent par la présence du VIH
dans de nombreux fluides biologiques. On en retrouve dans certains a des

concentrations insuffisantes pour que le virus puisse infecter une personne. C’est le cas
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par exemple de la salive, des larmes, de la sueur et de l'urine (Skolnik et al., 1989;
Pilcher et al., 2001; Kordy et al., 2019). Le risque de transmission via ces différents
fluides peut ainsi étre considéré comme négligeable. Il existe néanmoins de rares cas
rapportés de contamination via la salive (Rozenbaum et al., 1988; Spitzer and Weiner,
1989). A contrario, d’autres fluides présentent des quantités suffisamment importantes
pour infecter une autre personne. Il s’agit du sang, des sécrétions génitales et du lait
maternel. Les rapports sexuels non protégés représentent la majeure partie des
nouvelles contaminations. L’exposition & du matériel contaminé est le deuxieme mode de
contamination. Il intervient dans le cadre de l'usage de drogues par injections (Centers
for Disease Control (CDC), 1982b), lors de tatouages par effraction cutanée ou de
percage corporel en absence de mesures d’hygiéne appropriées (Doll, 1988), lors des
transfusions (Centers for Disease Control (CDC), 1982c) ou chez le personnel soignant
dans le cadre du soin. En France, concernant le risque lors de tatouages ou de pergage
corporel, avec la mise en place et 'augmentation du respect des bonnes pratiques
d’hygiéne, ce risque n’est plus a considérer. De méme, concernant les transfusions,
depuis 1985, la sécurité virale a été largement améliorée, notamment par 'amélioration
de la sélection des donneurs et les progrés dans les tests de dépistage. Le dépistage
génomique viral pour le VIH-1, a été introduit en France le 1° juillet 2001, et renforce
encore un peu plus la sécurité virale transfusionnelle par la réduction de la fenétre
sérologique précédant la détection des marqueurs sérologiques (9 jours en moyenne
comparé a 22 jours avec les tests sérologiques classiques). Enfin, la transmission
verticale du VIH de la mére a I'enfant est le dernier mode de transmission rapporté
(Oleske et al., 1983; Vilmer et al., 1984). Il peut se produire a différents temps : pendant
la grossesse (15 a 20 % des cas), lors de l'accouchement (45 a 50 %) et lors de
l'allaitement (30 a 40 %) (Cavarelli and Scarlatti, 2011). Les pourcentages présentés se

référent au VIH de type 1 pour lequel ces probabilités sont supérieures au VIH de type 2.

En l'absence de traitement antirétroviral efficace, l'infection par le VIH passe par trois
phases successives (Figure 7) : la primo-infection, la phase chronique de latence clinique
puis la phase finale symptomatique appelée phase SIDA (Pantaleo et al., 1993). Tout au
long de l'évolution naturelle de linfection par le VIH, une réplication virale existe et

persiste. La durée de chaque stade varie selon les personnes.

Lors de la primo-infection, une premiere phase, pendant une dizaine de jours, est définie
comme le temps entre l'infection et le début de la détection possible de 'ARN VIH au

niveau plasmatique. Cette premiere phase est appelée phase éclipse. Elle est suivie par
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la phase d’infection aigué, elle-méme décrite en six différents stades, appelés Fiebig, en
fonction des différents marqueurs plus ou moins détectés : ARN VIH, antigéne p24,
anticorps anti-VIH par la technique dite ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) et
la réactivité au western blot ou a 'immunoblot (négatif, indéterminé, positif incomplet ou
positif complet) (Fiebig et al., 2003). Du fait de charges virales souvent importantes en
phase de primo-infection, le taux de transmission est plus important et les patients dans
cette phase représentent une source importante des nouvelles contaminations
(Hollingsworth et al., 2008; Powers et al., 2011; Frange et al., 2012). La primo-infection
peut étre accompagnée de signes cliniques trés peu spécifiques : fiévre, fatigue, rash,
toux, céphalées, adénopathies ou encore pharyngites (Robb et al., 2016). On estime
entre 10 % et 40 % le nombre de primo-infections asymptomatiques (Kahn and Walker,
1998). Au cours de la phase de primo-infection, la déplétion des lymphocytes T CD4+ est

rapide mais transitoire.
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Figure 7. Evolution naturelle de I'infection par le VIH.
(Pantaleo et al., 1993)
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La phase chronique de latence clinique, deuxiéme phase, peut durer plusieurs années
avec des variations considérables d’'une personne a l'autre (Lemp et al., 1990). Elle
correspond a la mise en place d'un équilibre physiologique entre les défenses
immunitaires de I'héte et la réplication virale. Néanmoins, durant cette phase, il y a un
risque de contamination du ou des partenaire(s) car la réplication virale est bien active.
On peut observer des événements cliniques mineurs (altération de ['état général,
fébricule, sueurs nocturnes, diarrhée chronique) accompagnées de signes biologiques

inconstants : leucopénie, anémie.

Enfin, la troisieme phase, symptomatique, appelée phase SIDA, est la phase terminale
de linfection en I'absence de traitement. Cette phase est caractérisée par I'apparition de
maladies infectieuses opportunistes ou d’une autre pathologie classant SIDA (Low et al.,
2016; Shiels and Engels, 2017). La survenue de ces différentes pathologies dépend du

taux de lymphocytes T CD4+ (Figure 8).
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Figure 8. Survenue des infections opportunistes en fonction du taux de lymphocytes T CD4+.
(Deeks et al., 2015)
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1.3. Prise en charge thérapeutique de I’infection par le VIH

1.3.1. Différentes classes pharmaco-thérapeutiques

Dans le cadre de l'infection par le VIH, les infections opportunistes ont été associées, dés
la premiére alerte du 5 juin 1981, aux déces des patients (Centers for Disease Control
(CDC), 1981). Pour cette raison, les premiers traitements utilisés dans le cadre de
l'infection par le VIH ont d’abord été les traitements disponibles de ces infections
opportunistes identifiées ainsi que des traitements de prophylaxie primaire et secondaire

de ces mémes infections opportunistes.

L’isolement du virus en 1983 a ensuite permis d'évaluer des traitements ciblant
directement le virus, ou tout du moins, différentes étapes du cycle de réplication du VIH.
La premiére molécule, 'HPA-23 ou antimonium tungstate, a été développée dans les
années 1970, notamment a I'Institut Pasteur par Frangoise Barré-Sinoussi et Jean-
Claude Chermann, co-signataires de la publication de I'isolement du VIH, et testée sur le
virus de la leucémie murine, de la classe des rétrovirus (Jasmin et al., 1974; Chermann
et al.,, 1975). Elle a d’abord prouvé son efficacité in vitro (Dormont et al., 1985) avant
d’étre testée en France (Rozenbaum et al.,, 1985). Elle a donné de l'espoir a de
nombreux patients, certains venant des Etats-Unis pour recevoir ce traitement disponible
uniquement en France. Il s’est avéré par la suite que le mécanisme d’action de cette
molécule ne la rendait efficace que grace a son effet cytotoxique, entrainant alors des
effets indésirables trop importants (Burgard et al., 1989). D’autres traitements ont
également été testés sans atteindre une efficacité ni clinique, ni immuno-virologique
suffisante. On peut citer l'interferon alpha, la suramine, la ribavirine, le foscarnet et

'ansamycine (Hirsch and Kaplan, 1985; Lane and Fauci, 1985).

Depuis, et avec la commercialisation en 1987 de la zidovudine (AZT ou ZDV), premier
médicament antirétroviral, de nombreuses autres thérapies ont obtenu leur autorisation
de mise sur le marché. A ce jour, 35 médicaments ont été développés et ont obtenu une
autorisation de mise sur le marché en France. Actuellement, 28 sont encore disponibles
sur le marché francais, répartis dans 9 classes pharmaco-thérapeutiques. La
diversification des classes pharmaco-thérapeutiques permet aux cliniciens d’avoir a
disposition des médicaments avec différents mécanismes d’action agissant a différentes

étapes du cycle de réplication du VIH et ainsi d’obtenir une synergie d’action (Figure 6).
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Aussi, pour des patients lourdement prétraités, et présentant alors des virus
multirésistants, la disponibilité d’autres classes permet déviter les impasses

thérapeutiques.

Par ordre d’apparition sur le marché, les inhibiteurs nucléosidiques ou nucléotidiques de
la transcriptase inverse (INTI) constituent la colonne vertébrale des options
recommandées pour linitiation d’un premier traitement antirétroviral. lls sont au nombre
de 6 : la zidovudine (ZDV), la lamivudine (3TC), 'abacavir (ABC), le TDF, le FTC et le
TNF alafénamide (TAF). lls agissent en tant qu’analogue nucléosidique synthétique des
bases puriques et pyrimidiques. Pour les bases puriques, le ZDV est un analogue de la
thymidine alors que le ténofovir (TDF et TAF, ou TXF sans distinction des deux formes)
est un analogue de I'adénosine. Pour les bases pyrimidiques, la 3TC et le FTC sont des
analogues de la cytidine, 'ABC est un analogue de la guanosine. lls nécessitent tous des
phosphorylations pour inhiber activement de fagon compétitive la transcriptase inverse.
Trois phosphorylations sont nécessaires sauf pour le TNF qui ne nécessite que 2

phosphorylations, étant le seul inhibiteur nucléotidique.

Les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) sont au nombre de
5 : la névirapine (NVP), l'efavirenz (EFV), I'étravirine (EVR), la rilpivirine (RPV) et la
doravirine (DOR). Les INNTI ont la particularité et 'inconvénient de ne pas étre actifs sur

le VIH-2. lls agissent par inhibition non compétitive de la transcriptase inverse.

Les inhibiteurs de la protéase (IP) sont des médicaments antirétroviraux qui ont
bouleversé la prise en charge des PVVIH. Arrivés sur le marché en 1996, ils ont permis
linstauration des trithérapies et ainsi de réduire tres fortement la mortalité (Figure 2). Le
premier d’entre eux, le ritonavir (RTV) n’est actuellement plus utilisé pour son activité
antirétrovirale mais en tant que potentialisateur, par la propriété dinhibition du
cytochrome P450 (CYP) 3A4 (Hsu et al.,, 1998a, 1998b). Les IP sont au nhombre de 5
actuellement : le lopinavir (LPV), I'atazanavir (ATV), le fosamprénavir (FPV), le tipranavir
(TPV) et le darunavir (DRV). lls agissent par inhibition sélective du clivage des
polyprotéines encodées Gag-Pol, empéchant ainsi la formation de particules virales

matures et infectieuses.

Vient ensuite la classe des inhibiteurs de fusion (IF) avec un unique représentant qui,
aussi, a la particularité d’étre, pour le moment, le seul médicament antirétroviral
administré par voie sous-cutanée : [I'enfuvirtide (T-20). Il agit en en se liant

spécifiguement a la gp41 du VIH dans le milieu extracellulaire, bloguant ainsi la fusion
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entre la membrane virale et la membrane de la cellule cible, et empéchant 'ARN viral

d'entrer dans la cellule cible.

Une autre classe pharmaco-thérapeutique agit sur I'entrée du VIH dans la cellule en étant
antagoniste du récepteur CCR5 (anti-CCR5). Il y a également un seul représentant, le
maraviroc (MVC), qui ne possede pas d'activité antivirale contre les virus utilisant le
corécepteur d'entrée CXCR4. En se liant au récepteur CCR5 de fagon sélective, il
empéche le VIH de pénétrer dans la cellule cible.

La classe des inhibiteurs d’intégrase (INI) dénombre actuellement 5 médicaments : le
raltégravir (RAL), l'elvitégravir (EVG), le DTG, le bictégravir (BIC) et le cabotégravir
(CAB). Les INI inhibent I'intégrase du VIH en se liant au site actif de l'intégrase et en
bloquant I'étape du transfert de brin lors de I'intégration de 'ADN rétroviral, essentielle au
cycle de réplication du VIH. lls ont I'avantage d’avoir une puissance antirétrovirale
intrinséque parmi les plus importantes avec les IP mais sans avoir I'inconvénient d’étre
fortement soumis ou d’étre responsables d’interactions médicamenteuses majeures (a
I'exception toutefois de I'EVG). Ce profil intéressant a conduit les différentes autorités a
les placer en traitement de premiére ligne. Dans cette classe pharmaco-thérapeutique, le
CAB a la particularité d’avoir été développé conjointement avec la RPV en formulation a

action prolongée avec administration par voie intramusculaire.

Un des médicaments antirétroviraux commercialisés en France est un anticorps
monoclonal (mAB) humanisé de type IgG4, l'ibalizumab (IBA). Il appartient a la classe
des inhibiteurs post-attachement et en est le seul représentant. Il agit en se liant au
domaine 2 des CD4, étape nécessaire a la pénétration des particules du VIH dans les
cellules hétes. Il est indiqué uniquement pour des patients lourdement prétraités et

présentant des formes multirésistantes.

Enfin, la derniére classe pharmaco-thérapeutique mise sur le marché est la classe des
inhibiteurs d’attachement. Il n'y a pour le moment qu'un seul représentant avec le
fostemsavir (FTR). |l s’agit d’'une prodrogue du temsavir qui va agir en se liant a la gp120
du VIH. Cette liaison entraine une inhibition sélective de l'interaction entre le virus et les

récepteurs cellulaires CD4, empéchant ainsi I'entrée du virus dans les cellules hétes.

Deux autres médicaments sont utilisés dans les combinaisons antirétrovirales pour leur
effet de potentialisateur pharmacocinétique. Le RTV a d’abord été utilisé pour son activité

antirétrovirale (Danner et al., 1995; Markowitz et al., 1995) mais plusieurs études ont
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montré son intérét en association avec les autres IP pour diminuer la métabolisation de
ces derniers et ainsi permettre de réduire le nombre de prises (Hsu et al., 1998a, 1998b).
Récemment, un nouveau potentialisateur a été mis sur le marché : le cobicistat (COBI),

uniquement en association avec 'EVG, en France.

Depuis le 16 décembre 2021, en France, un médicament antirétroviral est disponible en
autorisation d’accés compassionnel (anciennement appelé autorisation temporaire
d’utilisation nominative). Le 1énacapavir (LEN) est le premier médicament d’une nouvelle
classe thérapeutique, les inhibiteurs de la capside du VIH. Il agit a plusieurs étapes du
cycle de réplication, notamment sur la stabilité et le transport des complexes formant la
capside. Il présente la caractéristique de ne nécessiter qu’'une injection par voie sous-
cutanée tous les six mois, ou d’une administration par voie orale hebdomadaire pour les

comprimés.

1.3.2. Recommandations de prise en charge médicamenteuse

Les comités d’experts nationaux, européens et internationaux indiquent tous que le
traitement antirétroviral est recommandé, indépendamment des taux de lymphocytes T
CD4+, chez toute personne ayant une infection par le VIH chronique (Morlat et al., 2018;
Saag et al., 2020; Panel on Antiretroviral Guidelines for Adults and Adolescents, 2021,
Organisation mondiale de la Santé, 2021; European AIDS Clinical Society, 2021).
Récemment, en 2019 pour les recommandations européennes et américaines et en 2020
pour les recommandations internationales, le dogme de la trithérapie comme unique
option en initiation de traitement a été abandonné. Ces recommandations ont en effet
introduit une bithérapie en premiére ligne de traitement avec 'association DTG + 3TC. La
trithérapie reste également en premiére ligne de traitement dans ces recommandations et
pour 'OMS avec comme combinaisons thérapeutiques initiales recommandées

I'association de deux INTI et d’'un INI.

En France, les derniéres recommandations du groupe d’experts sous la direction du
Pr Philippe Morlat datent d’avrii 2018 (Morlat et al., 2018). Dans lattente d'une
réactualisation de ces derniéres, la version 11 des recommandations de la société
européenne (European AIDS Clinical Society) est utilisée (European AIDS Clinical
Society, 2021) avec trois combinaisons thérapeutiques recommandées en premiére ligne

pour l'initiation du traitement antirétroviral :
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e 2INTI+ 1INI
o ABC/3TC/DTG, disponible dans une combinaison a dose fixe
o TAF/FTC/BIC, disponible dans une combinaison a dose fixe
o TXF/FTC + DTG
o TXF/FTC + RAL (en une ou deux fois par jour pour le RAL)

e 2 INTI+ 1 INNTI
o TDF/3TC/DOR, disponible dans une combinaison a dose fixe
o TXF/FTC + DOR

e |es bithérapies DTG + 3TC ou DTG + FTC.

Deux combinaisons thérapeutiques sont également recommandées en alternative a ces

trois premiéres combinaisons :
e 2 INTI+ 1 INNTI
o TDF/FTC/EFV, disponible dans une combinaison a dose fixe
o TXF/FTC/RPV
e 2 INTI + 1 IP potentialisé
o TXF/FTC + DRV potentialisé par le RTV.

Pour les patients en succés virologique, aprés une premiéere ligne de traitement ou un
traitement de relais, d’autres recommandations sont édictées. La définition du succes
virologique est l'indétectabilité de 'ARN VIH (charge virale inférieure a 50 copies/mL)
depuis au moins 6 mois. L'optimisation thérapeutique a plusieurs obijectifs : éliminer ou
diminuer les effets indésirables, faciliter 'observance des patients en réduisant le nombre
de prises et/ou le nombre de comprimés, ternir compte des comorbidités et un objectif
regroupant 'ensemble des premiers cités, améliorer la qualité de vie. Face a de tels

objectifs, les options thérapeutiques recommandées sont des bithérapies :

e DTG/RPV, disponible dans une combinaison a dose fixe
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e DTG/3TC, disponible dans une combinaison a dose fixe
e CAB + RPV, en formulation & action prolongée (injection tous les deux mois).

A contrario, pour les patients en échec virologique, d’autres recommandations ont été
faites. Un échec virologique est défini selon deux situations. La premiére, comme une
absence de succeés virologique avec 'ARN VIH détectable (charge virale supérieure a
50 copies/mL), 6 mois aprés l'initiation d’'un schéma thérapeutique. Pour certains patients
présentant une charge virale a linitiation trés forte (ARN-VIH > 5 logio copies/mL), ce
délai de 6 mois peut étre allongé. La seconde situation d’échec virologique concerne le
rebond virologique. Il se définit comme une remontée de la charge virale aprés une
période de succes virologique, confirmé sur deux prélévements consécutifs. Le cas des
patients en échec virologique est plus complexe car deux parameétres entrent en jeu :
I'observance au traitement et l'apparition de mutations de résistance. Le suivi
thérapeutique pharmacologique avec dosage plasmatique des médicaments
antirétroviraux prescrits ainsi que les entretiens avec le patient permettent d’appréhender
le premier paramétre. La réalisation d’un génotype de résistance permet d’appréhender
le second. Le schéma thérapeutique est alors a adapter en fonction des différents cas
possibles qui se présentent.

Les recommandations émises par les experts ont permis au fil des décennies une
meilleure prise en charge thérapeutique des PVVIH. L’association d’ARV puissants
permet d’obtenir un succes virologique au niveau plasmatique pour une majorité des
PVVIH traités. Cependant, I'arrét des traitements antirétroviraux est rendu impossible par

la persistance dans I'organisme du virus qui forme ainsi des réservoirs virologiques.

2. Réservoirs virologiques

Peu de temps aprés lisolement du virus et 'accés aux clones de celui-ci ainsi qu’aux
techniques de détection du virus (ARN ou ADN), les premieres hypothéses sur
I'existence d’un réservoir sont émises (Shaw et al., 1984; Schnittman et al., 1989; Pang
et al.,, 1990). C’est en novembre 1985 que le terme « réservoir » est utilisé pour la
premiére fois dans le cadre des recherches sur le VIH mais il désigne en premier lieu
'ensemble des personnes infectées regroupées en ce qu’on appelle désormais les
populations clés (Francis et al., 1985). L'utilisation dans le sens anatomique du terme,

pour désigner un tissu, apparait le mois suivant dans le résumé d’un article relatant de
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l'infectiosité du VIH (appelé « rétrovirus associés au SIDA » a I'époque dans l'article) vis-
a-vis d’autres types cellulaires que les lymphocytes T auxiliaires et soulevant la question

sur la possibilité d’'une infection latente ou chronique chez I'héte (Levy et al., 1985).

2.1. Cinétique d’établissement

Les réservoirs viraux se constituent dés les premiers jours qui suivent la contamination
(Whitney et al., 2014; Ananworanich et al., 2016). Durant ces premiéres phases, le virus
est essentiellement produit par les lymphocytes T CD4+ infectés activés (Chun et al.,
1998; Zhang et al., 1999; Schacker et al., 2001). Ces lymphocytes activés peuvent définir
une partie du réservoir, le réservoir actif, assurant I'amplification virale. C’est par ce biais
que s’établit le réservoir dit quiescent répondant a la définition actuelle la plus commune
du réservoir. Ce réservoir est principalement constitué par des cellules et des tissus
infectés dans lesquels le génome viral intégré est inductible. Ce réservoir quiescent a la
capacité de produire des particules virales matures et infectieuses avec une cinétique de
renouvellement plus lente (Blankson et al., 2002), I'impliguant donc dans la maintenance
a long terme du virus dans l'organisme (Chun et al., 1998; Persaud et al., 2003). C’est
cette latence qui constitue I'obstacle majeur a I'éradication du VIH de l'organisme. On
observe a l'arrét des traitements, un quasi-systématique rebond virologique lié a ce

phénomene (Steingrover et al., 2008).

2.2. Localisations anatomiques

Les réservoirs, présentés sur la Figure 9, sont répartis dans la quasi-totalité de
'ensemble de 'organisme (Henderson et al., 2020). Cette ubiquité s’explique du fait de la
présence de cellules lymphoides dans tous les tissus et de leur circulation par le sang et
par la lymphe dans tout I'organisme. Toutefois, ces différents tissus, organes ou cellules

contribuent de facon inégale au réservoir du VIH.
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Figure 9. Principaux réservoirs du VIH, a différentes échelles.
(Henderson et al., 2020)

2.2.1. Réservoirs cellulaires

D’un point de vue cellulaire, plusieurs facteurs influent sur la contribution de ces
différentes cellules a I'établissement des réservoirs : leur susceptibilité a étre infectées,
leur durée de vie, leur capacité de prolifération et également leur capacité a produire de
nouvelles particules virales matures et infectieuses. La majorité des études a été réalisée
a partir des cellules sanguines, plus faciles a obtenir et en plus grand nombre. Du fait de
la présence d’ADN-VIH dans presque I'ensemble des lymphocyte T CD4+ circulants et
tissulaires, I'étude de ce marqueur dans les cellules mononuclées du sang périphérique
(CMSP ou Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMC en anglais) refléte relativement

bien le réservoir total (Josefsson et al., 2013, 2011).

Les lymphocytes T CD4+ mémoires constituent le réservoir principal du VIH, étant
cellules cibles du virus (Klatzmann et al., 1984) et pouvant persister a long terme et
proliférer dans l'organisme. L'infection latente de ces cellules peut s’expliquer par leur
physiologie. L’activité effectrice de ces cellules augmente avec I'état de différenciation,

tandis que leur durée de vie et leur capacité proliférative diminuent.

Le marqueur CD4 est également exprimé sur la lignée des monocytes et macrophages,
qui sont donc permissives a l'infection (Alexaki et al., 2008). Les monocytes circulent

dans le sang jusqu’a trois jours avant de migrer dans différents tissus ou ils se
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différencient en macrophages. En fonction du tissu, leur durée de vie est de quelques
jours a plusieurs mois. Au niveau du systéme nerveux central (SNC), ces macrophages
constituent les cellules de la microglie. Avec les astrocytes, ce sont les deux types
cellulaires réservoirs du VIH. Les cellules dendritiques sont également citées comme
cibles du virus, avec un niveau d’infection faible. Enfin, d’autres types cellulaires peuvent
également jouer le role de réservoir viral : les cellules souches hématopoiétiques et les

cellules de Langerhans.

2.2.2. Réservoirs tissulaires

Au niveau tissulaire, le VIH est présent dans I'ensemble de I'organisme. Néanmoins, ces
différents tissus contribuent de facon inégale. Les organes lymphoides secondaires, trés
riches en lymphocytes T, constituent les principaux sites réservoirs. C’est le cas donc des
nceuds lymphatiques (Banga et al., 2021), de la rate (Nolan et al., 2018), des tonsilles
(Rasok et al., 1997) et des tissus lymphoides associés aux muqgueuses, notamment
associés au tube digestif (van Marle et al., 2007). Au niveau de ce dernier, on remarque
gue la proportion de cellules CD4+ infectées y est supérieure a celle du sang (Eriksson et
al.,, 2013; Moron-Lépez et al.,, 2017). Les organes lymphoides primaires, bien
qgu’impliqués également dans la constitution des réservoirs du VIH, semblent cependant

avoir un r6le moins prépondérant que les organes lymphoides secondaires.

Concernant les autres tissus, on retrouve de I'ARN et de 'ADN VIH au niveau des
organes génitaux masculins (Imaz et al., 2021) et féminins (Iversen et al., 2004). Ces
organes sont d’autant plus importants que les fluides biologiques associés sont a l'origine

de la majorité des transmissions du VIH.

Le SNC est également un réservoir important et fortement étudié. On observe parfois des
charges virales élevées au niveau du liquide cérébrospinal (LCS) (Abdulle et al., 2008).
L’établissement du réservoir au niveau du SNC se fait par diffusion des cellules
immunitaires a travers la barriere hémato-encéphalique (BHE), diffusion facilitée par
l'inflammation (Veenstra et al., 2017). Le maintien du réservoir a ce niveau se fait soit par
ce méme mécanisme, soit par une réplication virale in situ. On observe ainsi parfois une
discordance avec une charge virale positive dans le LCS en l'absence de virémie
(Canestri et al., 2010), ou encore des profils de résistance différents entre les deux
compartiments (Soulie et al., 2015). Au niveau du SNC, les principales cellules CD4+

sont les macrophages.
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Les poumons sont aussi un site d’infection par le VIH. Une étude récente chez des
individus traités a montré la corrélation entre le taux d’ADN VIH au niveau du liquide
broncho-alvéolaire (LBA) et celui au niveau des CMSP, avec, en moyenne, des valeurs
13 fois plus élevés dans le LBA (Costiniuk et al., 2018).

D’autres organes sont également des réservoirs connus du VIH, & un moindre niveau : le
foie (Kong et al., 2012) et le rein (Marras et al., 2002) par exemple, avec pour ce dernier
des risques de néphropathies liees au VIH (Rosenberg et al., 2015). Enfin, parmi les
réservoirs tissulaires connus et documentés, on peut citer la peau (Kalter et al., 1991) et

le tissu adipeux (Damouche et al., 2015).

2.3. Hypothéses de la persistance virale

La persistance virale fait 'objet de nombreuses interrogations, tant sur les origines de
cette persistance que sur les mécanismes qui entrent en jeu et sur les cibles qui

pourraient permettre de la diminuer voire de la supprimer.

Les traitements utilisés et le moment de linitiation de ces traitements impactent ces
réservoirs virologiqgues mais pas suffisamment pour observer une clairance virale
définitive a I'échelle humaine. Une évaluation de la demi-vie d’élimination du réservoir
latent présent dans les lymphocytes T CD4+ a établi un temps de traitement nécessaire
compris entre 51,2 années pour les patients ne présentant aucune charge virale
détectable pendant 3 a 7 ans et 95,8 années pour ceux présentant occasionnellement
une charge virale détectable (Siliciano et al., 2003). La pente de décroissance pour les
patients présentant occasionnellement une charge virale détectable n’est pas
significativement différente de zéro, laissant supposer qu’en cas de rebond virologique,
méme occasionnel, le réservoir latent pourrait se re-remplir et ainsi empécher une
élimination totale chez ces patients. Une étude plus récente comparant les patients ayant
débuté leur traitement durant la phase de primo-infection et ceux ayant débuté durant la
phase chronique a montré une premiére phase de décroissance similaire entre les deux
populations avec une demi-vie de 113 jours et de 146 jours, respectivement. En
revanche, une seconde phase de décroissance était observée et était différente entre les
deux populations avec une demi-vie de 25 ans et de 377 ans, respectivement

(Hocqueloux et al., 2013).
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Plusieurs autres parametres contribuent ainsi a la persistance virale dans ces réservoirs.
lls peuvent étre regroupés en 3 origines principales : virologiques, immunologiques et

pharmacologiques.

2.3.1. Hypothéses virologiques

D’un point de vue virologique, on distingue trois mécanismes principaux (Figure 10). lls
expliquent le rebond viral observé, quasi inéluctablement, a I'arrét des traitements, méme

apres plusieurs années de contrdle virologique.
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Figure 10. Mécanismes virologiques de maintien des réservoirs viraux.
(Reeves et al., 2018)

Le premier mécanisme est la réplication virale résiduelle. Sous traitement antirétroviral,
au vu des mécanismes d’action des molécules, son impact est limité. Mais pour les
patients non traités, représentant pres de 27 % des PVVIH au niveau mondial en 2020, il

s’agit du mécanisme majoritaire. Sous traitement antirétroviral, néanmoins, et, au vu de
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la compartimentation observée, une réplication résiduelle a bas bruit peut persister. Par
l'utilisation de techniques de mesure ultrasensibles, cette persistance a bas bruit de la
réplication peut étre observée, méme au niveau du compartiment sanguin (Palmer et al.,
2003, 2008).

Le deuxieme mécanisme mis en jeu est la persistance du VIH principalement dans les
lymphocytes T CD4+ mémoires quiescents et a longue durée de vie sous une forme
latente (Chomont et al., 2009; Mzingwane and Tiemessen, 2017). L’ADN viral intégré au
génome et non transcrit est donc invisible pour le systéme immunitaire. Ces cellules
réservoirs persistent du fait de leur longue durée de vie et d’une prolifération
homéostatique. En cas d’activation cellulaire, le génome viral est transcrit ce qui conduit

a I'élimination de la cellule réservoir.

Enfin, le troisieme mécanisme est lié a la contribution de la prolifération clonale de
cellules infectées dans le maintien du réservoir : 'analyse des sites d’intégration ayant
révélé des profils identiques dans de multiples cellules (Wagner et al., 2014; Reeves et
al., 2018).

2.3.2. Hypotheses immunologiques

D’un point de vue immunologique, les lymphocytes T CD8+ jouent un réle majeur dans
l'infection par le VIH (Angin et al., 2019). L’étude des patients contrbleurs (naturellement
contrbleurs ou contréleurs post-traitement) permet d’évaluer et d’établir les mécanismes
immunologiques qui entrent en jeu dans la persistance de la réplication du VIH (Saez-
Cirion and Pancino, 2013). L'immunité innée limiterait la réplication du VIH et permettrait
a la réponse T CD8+ spécifique de se développer et de controler la réplication virale
(Goujard et al., 2009). Des altérations de cette réponse T CD8+ antivirale, induites par la
déplétion des lymphocytes T CD4+ seraient alors des facteurs de persistance virale. La
propriété fonctionnelle qui différencie le plus clairement les lymphocytes T CD8+
spécifiqgues du VIH des patients contrdleurs de ceux des PVVIH progresseurs virémigues
et des PVVIH traités est leur capacité a tuer directement les cellules infectées in vitro.
Cette capacité des lymphocytes T CD8+ a supprimer la réplication virale dans les
lymphocytes T CD4+ n’est pas observée chez les PVVIH sous traitement antirétroviral
(Saez-Cirion et al., 2007).
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2.3.3. Hypothéses pharmacologiques

Au début des années 90, devant les bénéfices clinique, immunologique et virologique des
bithérapies et surtout, par la suite, a la fin des années 90, des trithérapies par rapport aux
monothérapies, des études d’intensification ont été réalisées. L’hypothése principale est
qu’une augmentation du nombre de molécules actives permettrait d’accroitre la clairance

de ces réservoirs virologiques.

Une intensification du traitement antirétroviral par l'interleukine-2 n’a pas montré un réel
impact pour diminuer les taux résiduels de virus (Davey et al.,, 1999). Une étude
d'intensification d’'une trithérapie par un inhibiteur d'intégrase, le RAL, n'a pas montré de
réduction de la virémie résiduelle malgré une accumulation transitoire d'’ADN épisomique
de pré-intégration et des réductions simultanées des marqueurs d'activation des
lymphocytes T CD8+ (Buzén et al., 2010). Une autre étude a montré que l'intensification
avec le RAL réduisait les concentrations d'ARN-VIH dans l'iléon, qui est riche en cellules
cibles infectées, et posséde un environnement potentiellement idéal pour entretenir le
transfert de cellule a cellule du virus. Cependant, la réduction de I'ADN du VIH-1 ou de la
virémie résiduelle, n'a pas été observée, suggérant que le traitement antirétroviral
pourrait ne pas pénétrer complétement dans tous les tissus (Yukl et al., 2010). Plus
récemment, une intensification par une pentathérapie, avec ajout du RAL et du MVC a la
trithérapie classique, n’a pas présenté d’effets sur les réservoirs sanguins, a savoir les
CMSP (Chéret et al., 2015).

Au final, lintensification n’a pas montré de véritable effet sur I'évolution des réservoirs
virologiques. Ces études permettent d’émettre deux principales hypothéses. La premiére
est qu’il existe un défaut de diffusion dans certains compartiments, des différentes
molécules utilisées dans ces études. Cette diffusion non suffisante ne rendrait pas cette
intensification plus efficace aux localisations anatomiques d’intéréts qu’un régime de
base. La seconde hypothése est que, méme en I'absence de défaut de diffusion, I'ajout
de molécules actives ne permet pas d'enrayer I'établissement de ces réservoirs
virologiques. Il y aurait un phénoméne de saturation de la cible ne permettant pas
d’améliorer limpact des médicaments antirétroviraux sur la réplication virale.
L’observation de faibles concentrations dans certains tissus va dans le sens de la
premiere hypothése avec la formation de sanctuaires pharmacologiques liée donc a une
diffusion suboptimale des médicaments antirétroviraux au sein de ces compartiments
(Fletcher et al., 2014; Lorenzo-Redondo et al., 2016).
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3.  Sanctuaires pharmacologiques

3.1. Définition

La notion de sanctuaire pharmacologique est liée a celle de réservoir virologique mais il
est important de les dissocier pour nuancer certains propos et résultats. Un réservoir
virologique est défini par des cellules ou des tissus infectés capables de produire du virus
infectieux et est impliqué dans la maintenance a long terme du virus dans l'organisme.
Un sanctuaire pharmacologique est défini par des cellules ou des tissus dans lesquels la
diffusion des médicaments est fortement limitée. Face a ces deux définitions, on peut
alors noter qu’étre un sanctuaire pharmacologique pour des cellules ou un tissu n’est pas
une condition sine qua non a I'établissement d’un réservoir virologique. 1l y a de fortes
chances qu’un tissu soit un réservoir virologique s’il est un sanctuaire pharmacologique
mais il peut également I'étre malgré une bonne diffusion des médicaments prescrits.
Comme expligué au paragraphe 2.3, d’autres parametres, autre que pharmacologique,
interviennent. Il est a noter également qu’un défaut de diffusion d’'un médicament dans un
organe n’engendre pas forcément une inefficacité antivirale. Il faut, en effet, tenir compte
de la puissance pharmacologique de ce dernier pour pouvoir juger de la caractéristique

de sanctuaire d’'un organe pour ce médicament précis.

La notion de sanctuaire pharmacologique est définie pour chaque médicament ou pour
chaque association thérapeutique en fonction de leur capacité intrinseque de diffusion et
par le type de tissus. En effet, certains tissus présentent naturellement des mécanismes

de défense, principalement contre des xénobiotiques.

3.2. Caractéristiques des tissus limitant la diffusion

Trois caractéristiques intrinséques tissulaires rentrent en jeu dans la diffusion d’un
médicament. La premiére est la présence d’une véritable barriére physique empéchant la
diffusion. En lien avec la diffusion des médicaments, il existe quatre barrieres

physiologiques physiques.

Par ordre chronologique de découverte, la barriere se trouvant a linterface entre le
compartiment sanguin et les tubes séminiféres des testicules est décrite en 1865 par

Enrico Sertoli (Sertoli, 1865). Devant un des modes de contamination du VIH, a savoir la
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voie sexuelle, les appareils reproducteurs féminins et masculins sont tres étudiés. Cette
barriere semble bien réduire la diffusion de certains médicaments antirétroviraux au

niveau testiculaire (Robillard et al., 2012; Huang et al., 2016).

La deuxiéme est la barriere hémato-encéphalique, a l'interface entre le compartiment
sanguin et le systéme nerveux central, décrite dés 1885 par Paul Ehrlich (Ehrlich, 1885).
Cette barriere est parmi les plus décrites et étudiées devant I'importance de pouvoir
passer outre et permettre ainsi l'action de certains médicaments au niveau cérébral.
L’étude du passage des médicaments antirétroviraux fait régulierement I'objet d’études.
L’équipe de Scott Letendre a établi en 2008 une classification, appelée score CHARTER
(CNS HIV Anti-Retroviral Therapy Effects Research). Ce score caractérise la pénétration
des médicaments antirétroviraux dans le SNC selon une approche hiérarchisée basée
sur les meilleures données disponibles des caractéristigues chimiques, de la
pharmacologie dans le LCS, de l'efficacité clinique et virologique dans le SNC associée a
I'évaluation des effets indésirables neurologiques potentiels (Letendre et al., 2008). La
derniére actualisation en 2017 ne prend en compte que 19 des 28 médicaments
antirétroviraux disponibles (Mukerji, 2017). Des études ont été réalisées pour 6 autres
actuellement disponibles (TAF, RPV, DOR, BIC, CAB et COBI) mais non encore prises
en compte dans une nouvelle actualisation (Calcagno et al., 2016; Letendre et al., 2020;
Gelé et al.,, 2021; Tiraboschi et al., 2021b). Seuls le fostemsavir, le Iénacapavir et
libalizumab n’ont pas encore été étudiés. Au vu de I’ étude d’un autre anticorps
monoclonal humanisé de type IgG4, il semblerait que la capacité de diffusion de
l'ibalizumab soit trés faible (Curtin et al., 2016).

La troisiéme barriére décrite est celle a l'interface entre le compartiment sanguin et le
systeme oculaire. Décrite pour la premiére fois chez le lapin en 1913 par Otto
Schnaudigel, elle joue un rdle dans la limitation de la diffusion au niveau des différentes
parties de I'ceil (Schnaudigel, 1913). Peu d’études rapportent des données virologiques
au niveau de I'ceil (Pathanapitoon et al., 2011; Williams-Wietzikoski et al., 2017) mais
'une d’elles indique la présence d’une compartimentation des séquences virologiques
observées au niveau de I'ceil a partir des séquences plasmatiques, soulevant la question
de la formation d’un réservoir virologique a ce niveau (Williams-Wietzikoski et al., 2017).
A ce jour, aucune donnée pharmacologique, a quelque niveau que ce soit, n’est

disponible dans ce compartiment.
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Enfin, la quatrieme barriére physiologique physique est décrite pour la premiere fois en
1961 par A. Marshall et R. White et se trouve entre le compartiment sanguin et le thymus
(Marshall and White, 1961). Le thymus, organe lymphoide primaire, est le lieu de
maturation des lymphocytes T CD4+ et est, par conséquent, a risque d’infection par le
VIH (Ho Tsong Fang et al., 2008). Il est considéré comme un réservoir virologique
également (Brooks et al., 2001; Koup, 2001). D’'un point de vue pharmacologique, seule
une étude in vitro sur l'impact d’un transporteur d’efflux sur la pénétration intracellulaire

de l'indinavir et du ritonavir est disponible (Haraguchi et al., 2011).

En dehors de ces organes présentant une barriére physiologique physique, les données
disponibles sur les organes étudiés montrent que les nceuds lymphatiques pourraient

étre des sanctuaires pharmacologiques (Fletcher et al., 2014).

Le débit sanguin d’un tissu ou d’un organe est le deuxiéme facteur limitant la distribution
tissulaire des médicaments. Le débit sanguin est plus élevé au niveau du foie et des
reins, puis du cerveau, du ceceur et enfin de la peau et des muscles (Calzia et al., 2005).
Les tissus avec un débit sanguin élevé ont rapidement une grande quantité de
médicaments a leur niveau mais I'élimination peut également y étre plus rapide en raison
de ce débit sanguin élevé. A contrario, les tissus avec un débit sanguin faible peuvent
étre un lieu de stockage du fait d’une élimination plus difficle mais sont plus
généralement des tissus ou les médicaments diffusent peu du fait d’'une faible
imprégnation. Une augmentation du débit sanguin d’un organe pourrait permettre une
augmentation de la diffusion tissulaire. C’est par exemple le principe de I'évaluation de la
perfusion myocardique par scintigraphie avec épreuve d'effort. Lors de l'effort, le débit
sanguin myocardique augmente et on observe une augmentation de la valeur de fixation
normalisée, reflet de la concentration myocardique du médicament radiopharmaceutique

injecté.

La présence de transporteurs est le troisieme facteur intrinséque intervenant dans la
diffusion d’'un médicament. La présence de transporteur d’efflux est connue depuis la
découverte du transporteur ABCB1 (anciennement appelé P-glycoprotéine ou Pgp) en
1976 (Juliano and Ling, 1976). Les transporteurs d’efflux font partie de la famille des
adenosine triphosphate (ATP)-binding cassettes (ABC) et sont présents au niveau du
rein, de l'intestin, du foie et de la BHE. Ces différents transporteurs seront détaillés dans

un paragraphe suivant.
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3.3. Propriétés et parameétres d’'une molécule influencant sa diffusion

tissulaire

D’une fagon générale, I'étude de la diffusion des médicaments est un élément important
dans la compréhension des mécanismes d’action des médicaments ainsi que dans
I'évaluation de leur efficacité et/ou de leur toxicité. En routine, nombre de médicaments
sont régulierement dosés au niveau plasmatique ou sanguin dans le cadre du suivi
thérapeutique pharmacologique. Pourtant, dans la trés grande majorité des cas, le site
d’action de ces médicaments n’est pas le compartiment sanguin. Le site d’action étant
trées souvent non accessible, la connaissance des différents parametres pouvant
déterminer la capacité de diffusion d’'un médicament est primordiale. Plusieurs propriétés
sont connues pour étre des parametres influencant le potentiel d’efficacité d’une
molécule au niveau tissulaire (Thompson et al., 2017). Elles peuvent étre classées en
trois principales catégories: les propriétés physico-chimiques intrinséques des

médicaments, les propriétés pharmacocinétiques et les autres paramétres (Figure 11).

1

: [j =Epithelial Cell

1

: .:HIVInfectedTCelI
1

1

: %‘;ﬁ =Dendritic Cell

1
]
| @ =B Cell
1
]
1
1
1
1
1
1
1
L

@) o © O
® ® o o O © @-=Antiretroviral Drugs
O O e Physicochemical
. O O Progerties O D =Drug Transporters
Lipophilicity 2 .
s o o o s & Femapron
lonization Stat e
Gut Lumen oo | Transporter Affinity
2 i
3 P . &
= : ® o
Gut Mucosa ()
®$ % O s e
® O
Target Blood o ® PK Properties
o REHASIoN Vlume of Distion
00 O E® ® €, ow® [ €40

Figure 11. Principaux facteurs influencant la diffusion des médicaments.
(Thompson et al., 2017)
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3.3.1. Propriétés physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques sont intrinséques a chaque médicament. Ce sont des
parameétres influencant mais non modifiables. Trois principales propriétés sont admises
comme jouant un réle dans la capacité de diffusion d’'un médicament : la lipophilie, la

masse moléculaire et I'état d’ionisation.

La lipophilie d’'un médicament est évaluée par le coefficient de partage ou logP qui
représente I'équilibre entre une phase polaire (I'eau) et une phase apolaire (le n-octanol).
Ce systéme eau-n-octanol est devenu le standard pour la mesure des coefficients de
partage. Les médicaments plus hydrophiles (avec un logP plus faible) ont généralement
une capacité de diffusion plus faible du fait de leur difficulté a traverser la bicouche
lipidique cellulaire. Une étude de la diffusion, au niveau du jéjunum du rat, de la
lamivudine et de deux prodrogues plus lipophiles de celle-ci, a montré une augmentation
des concentrations tissulaires de lamivudine d’un facteur 5 a 10 pour la prodrogue la plus
lipophile (Gualdesi et al., 2012). Cependant, il est également extrémement important de
maintenir un équilibre entre les propriétés lipophiles et hydrophiles afin, d’'un cété, de
faciliter la diffusion et, de l'autre c6té, d’assurer une solubilit¢é aqueuse optimale. Une
molécule trés lipophile mais trés peu soluble dans I'eau risque d’étre mal absorbée. Ainsi,
une faible disponibilité par voie orale peut étre la conséquence d'une faible solubilité

dans l'eau.

La masse moléculaire est le deuxieme parametre influencant la capacité de diffusion
d’'une molécule. De facon plus évidente, une molécule avec une masse moléculaire
importante diffusera plus difficlement qu’'une molécule de plus faible masse moléculaire.
C’est ce qu’on retrouve par exemple avec I'enfuvirtide, peptide de 36 acides aminés, de
masse moléculaire importante (4 492 g/mol) qui n’est pas détectable au niveau du tractus
geénital masculin contrairement a d’autres médicaments antirétroviraux de plus faibles
masses moléculaires comme le maraviroc (514 g/mol) ou la lamivudine (229 g/mol) (Else
et al., 2011a).

Enfin, parmi les propriétés physico-chimiques influencant la capacité de diffusion d’'une
molécule, on trouve I'état d’ionisation. Ce paramétre rejoint en partie la lipophilie. En
effet, c’est également le caractére polaire ou apolaire d’'une molécule qui entre en jeu.
Une molécule ionisée étant polaire, sa capacité de diffusion sera diminuée par rapport a

une molécule non ionisée apolaire. L'état d’ionisation est li€ a un paramétre physico-
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chimique, la constante de dissociation acide ou pKa. Cette constante est la valeur de
potentiel d’hydrogéene (pH) a laquelle le médicament acceptera ou donnera un proton.
Ainsi I'état d’ionisation peut-étre différent en fonction des compartiments (Deutsch et al.,
1984). Les médicaments acides se dissocient en milieu basique et les bases, en milieu
acide, pour se transformer en molécules ionisées. De ce fait, si deux compartiments
séparés par une membrane sont a des potentiels d’hydrogene (pH) différents, I'équilibre
des concentrations d’'un médicament acide de part et d’'autre de la membrane va étre
déplacé et la forme non ionisée va s’accumuler dans le compartiment le plus basique ou
il se dissocie. Ainsi, un médicament acide aura plutét tendance a s’accumuler au niveau
du compartiment sanguin (pH physiologique autour de 7,4) plutdt que dans les cellules

mononuclées quiescentes du sang périphérique (pH autour de 7,1).

3.3.2. Propriétés pharmacocinétiques

A ces trois propriétés physico-chimiques s’ajoutent trois propriétés pharmacocinétiques
principales non modifiables. La premiére est le taux de fixation aux protéines
plasmatiques. Cette premiére propriété va impacter plusieurs autres parameétres
pharmacocinétiqgues dont la deuxiéme propriété, le volume de distribution Vp. Enfin, la

troisieme propriété est le fait d’étre substrat d’un ou plusieurs transporteurs.

La fixation des médicaments aux protéines plasmatiques, notamment a I'albumine et a
'orosomucoide (ou acide alpha-1-glycoprotéine), qui peut aller de 0 % a plus de 99 %
modifie le passage des médicaments. Lorsqu’ils sont non fixés aux protéines
plasmatiques, c’est-a-dire a I'état libre, les médicaments, selon leurs autres propriétés
citétes précédemment, peuvent diffuser a travers les membranes. La fixation des
médicaments aux protéines plasmatiques est un phénoméne dynamique qui dépend de
trois parametres : le nombre de sites de fixation sur la protéine, la constante d’affinité et

la concentration molaire en protéine.

Dans le compartiment sanguin, I'albumine est la principale protéine qui entre en jeu dans
le transport des médicaments. Elle est trés abondante dans le plasma (environ 40 g/L) et
porte une charge négative a pH physiologique (Hinderling and Hartmann, 2005). Ainsi,
les médicaments acides, fortement ionisés a pH physiologique, se fixent majoritairement
a I'albumine avec une forte affinité. Compte tenu de la fixation majoritaire a I'albumine de
ces médicaments, I'albuminémie peut-étre un facteur de variabilité dans la diffusion d’'un

médicament. L’acide alpha-1-glycoprotéine est une molécule dont la concentration
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physiologique est beaucoup plus faible (0,4 & 1,3 g/L). A l'inverse de I'albumine, ce sont
plutét les médicaments basiques qui s’y lient avec une forte affinité. Comme pour
l'albumine, la concentration en acide alpha-1-glycoprotéine est soumise a diverses
pathologies et peut ainsi faire varier la capacité de diffusion d’'un médicament. Il a été
montré que chez des PVVIH, la pharmacocinétique de l'atazanavir, qui présente une
affinité plus forte pour I'acide alpha-1-glycoprotéine que pour I'albumine, était influencée
par la concentration de cette protéine de fixation (Barrail-Tran et al., 2010). Les
conséquences pharmacocinétiques des variations de la fixation protéique liées aux
variations des concentrations en albumine ou acide alpha-1-glycoprotéine seront plus
importantes pour un médicament dont le taux de fixation est supérieur a 90-95 %, c'est-a-
dire pour lequel une faible diminution des concentrations protéiques entrainera une

grande augmentation de la fraction libre active.

Ce taux de fixation influence directement le deuxiéme paramétre pharmacocinétique : le

volume de distribution. En effet, ces deux parameétres sont liés dans I'équation suivante :

VD=VP+VTKfUP/fUT

avec Vp, le volume de distribution, Vp, le volume plasmatique, Vr, le volume tissulaire,

fue, la fraction libre plasmatique et fur, la fraction libre tissulaire.

Lorsque le volume plasmatique est négligeable devant le volume de distribution, une
modification de la fraction libre plasmatique aura pour conségquence directe, une
modification du volume de distribution (Benet and Hoener, 2002). Cependant il faut
également tenir compte de I'impact de la fraction libre tissulaire. Ce parametre est plus
rarement étudié et il est usuellement accepté de considérer que les fractions libres
plasmatique et tissulaire sont équivalentes. Néanmoins, ce n’est pas toujours le cas et
plusieurs situations influencent ces différences observées (Zhang et al., 2019). Le taux
de fixation aux protéines plasmatiques est un facteur limitant la capacité de diffusion d’'un
médicament dans le cas ou ce taux est plus important que le taux de fixation aux

protéines tissulaires.

Le taux de fixation aux protéines plasmatiques peut également influencer I'étape
d’élimination du médicament. En effet, la clairance, paramétre d’élimination d’un

médicament, est dépendante de ce taux selon I'équation suivante :

CL = Qorgane * E = Qorgane * [fUP x CLint] / [Qorgane + fup % CLint]
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avec CL, la clairance pour un organe, Qorgane, e débit de perfusion de l'organe, E, le
coefficient d’extraction de I'organe et CLin, la clairance intrinséque de 'organe. Pour les
médicaments a coefficient d’extraction élevé (E > 0,7), alors Qorgane << fup X CLin: €t la
clairance ne dépend que du débit de perfusion. A contrario, pour les médicaments a
coefficient d’extraction faible (E < 0,3), alors Qorgane >> fup X CLin €t la clairance dépend
du taux de fixation aux protéines plasmatiques. Ainsi, toute élévation de ce taux
augmentera la clairance d’élimination. Concernant I'élimination par voie rénale, la
clairance de filtration est aussi dépendante de ce taux de fixation selon I'équation

suivante :

ClLjiration = fup » DFG

Avec ClLiwaion, la clairance de filtration glomérulaire et DFG, le débit de filtration

glomérulaire.

Au niveau clinique, les conséquences pharmacocinétiques d’'une modification du taux de
fixation aux protéines plasmatiques n’auront pas toujours de répercussions. Benet &
Hoener concluent que I'exposition totale au médicament (formes liée et non liée) peut
varier en lien avec une modification de ce taux de fixation mais sans variation de
I'exposition au médicament non lié (Benet and Hoener, 2002). Ainsi la diffusion d’'un
médicament dépend de son taux de fixation aux protéines plasmatiques mais n’est pas
impactée en cas de variations éventuelles de ce taux. Parmi les médicaments
antirétroviraux, ce taux varie énormément d’'une molécule a I'autre. Certaines, comme
beaucoup d'INTI, ont un taux de fixation trés faible (moins de 4 % pour le FTC (European
Medicines Agency, 2003a)). D’autres, comme beaucoup d’IP ou d’INI, sont fortement

fixées aux protéines plasmatiques (plus de 99 % pour le DTG (Gelé et al., 2020)).

Le volume de distribution, bien qu’en partie impacté par le taux de fixation protéique, est
une caractéristique pharmacocinétique intrinséque d’'une molécule. Souvent exprimé en
L/kg, il représente un volume fictif dans lequel devrait se distribuer le médicament pour
étre a I'équilibre a la méme concentration que dans le plasma. Prenant en considération
gue la volémie ou volume sanguin total, c'est a dire plasmatique et globulaire, chez
’'Homme est, en moyenne, de 70 mL/kg et que 'hématocrite moyen est de 0,45, alors le
volume plasmatique moyen est d’environ 40 mL/kg. Ainsi, un médicament avec un
volume de distribution de 40 mL/kg aura une trés faible capacité de diffusion car ce

volume est équivalent au volume plasmatique. Il est communément admis qu’un
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médicament avec un volume de distribution supérieur a 1 L/kg est considéré comme
ayant une capacité de diffusion forte. Pour certaines molécules, comme la morphine, ce
volume de distribution peut étre trés élevé (jusqu’a 1000 L/kg), indiquant une trés forte
capacité de diffusion. Parmi les médicaments antirétroviraux, a nouveau, ce parameétre
varie d'une molécule a une autre. Le T-20, grosse molécule, possede un volume de
distribution trés faible (5,5 L en moyenne, soit environ 80 mL/kg pour un Homme
d’environ 70 kg), prédisant une faible capacité de diffusion (European Medicines Agency,
2003b). A l'inverse, le MVC posséde un volume de distribution élevé (194 L en moyenne,
soit environ 2,8 L/kg pour un Homme d’environ 70 kg) indiquant une capacité de diffusion

d’autant plus forte (European Medicines Agency, 2007a).

Enfin, les transporteurs peuvent influencer la diffusion d'un médicament. On en distingue
deux grandes catégories, les transporteurs d’efflux et les transporteurs d’influx. Les
transporteurs d’efflux ont pour rdéle principal de favoriser I'élimination d’'une molécule
substrat ou d’empécher la pénétration de cette molécule dans un organe spécifique.
Parmi les 28 médicaments antirétroviraux disponibles, 19 sont substrats d’au moins 1
transporteur parmi les 15 impliqués dans le transport de cette famille thérapeutique
(Tableau 1). Certaines classes thérapeutiques sont plus impactées que d’autres, comme
les INTI, les IP et les INI. L’inhibition ou linduction de ces transporteurs peut ainsi
influencer la diffusion des médicaments antirétroviraux substrats. C’est par exemple le
cas du TAF, substrat des transporteurs d’efflux ABCB1 et ABCG2, qui, co-administré
avec le COBI, I'ATV, le LPV ou le DRV, tous les quatre puissants inhibiteurs de ces deux
transporteurs, voit ses paramétres pharmacocinétiques plasmatiques d’exposition
fortement augmentés (Begley et al., 2018). L’inhibition de ces deux transporteurs au
niveau intestinal implique une diminution de l'efflux du TAF du compartiment sanguin
vers la lumiére intestinale et donc une augmentation de sa biodisponibilité par voie orale.
Cette inhibition permet d’augmenter I'exposition plasmatique d’un médicament sans
augmenter la posologie et permet donc d’accroitre la diffusion de ce médicament dans
les différents tissus exposés. Plusieurs études ont montré que I'accumulation
intracellulaire d’inhibiteurs de la protéase était moindre dans des cellules qui
surexpriment les transporteurs ABCB1 ou ABCC1l (Jones et al.,, 200la, 2001b).
Cliniquement, il a été observé une plus faible accumulation du saquinavir et du RTV chez
les patients exprimant plus fortement ces mémes transporteurs d’efflux (Meaden et al.,
2002). Du fait de la présence de ces transporteurs a de nombreuses interfaces
sang/tissus, 'impact de ces derniers sur la diffusion des médicaments substrats peut étre

significatif.

67



Tableau 1. Médicaments antirétroviraux susbtrats de transporteurs.

Transporteurs Transporteurs d’influx
d’efflux
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Sources : Janneh et al.,, 2009; Lepist et al., 2012; Michaud et al., 2012; European
Medicines Agency, 2013, 2018a, 2021; Reese et al., 2013, 2016; Sanchez et al., 2019
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3.3.3. Autres parametres influencant la diffusion

D’autres paramétres ne sont pas fixes et peuvent ainsi étre modulés pour augmenter la

diffusion au au niveau tissulaire.

Parmi ces paramétres, il y a la posologie. Dans certains cas, pour des médicaments dont
la marge thérapeutique le permet, une diffusion insuffisante peut étre en partie
compensée par une augmentation de la posologie. Cette adaptation de la posologie est
couramment pratiquée pour les antiinfectieux (Bonsergent et al., 2018). Ainsi, dans le
cadre des infections neuroméningées, certains antiinfectieux, antibiotiques ou antiviraux
sont utilisés a fortes posologies pour permettre une diffusion suffisante au niveau du
SNC. Pour la prise en charge de linfection par le VIH, aucun organisme ou société
savante nationale ou internationale ne recommande actuellement une telle pratique. Des
posologies plus importantes peuvent parfois étre prescrites en cas de résistances
acquises des souches virales. En conséquence, la posologie recommandée du DTG est
doublée en cas de résistance cliniguement suspectée ou confirmée a la classe des INI.

Aucune donnée de diffusion tissulaire n’est actuellement disponible dans ces cas-ci.

Enfin, le dernier paramétre d’influence est la galénique. La galénique est la science de la
préparation des principes actifs en vue d’'une administration possible. Elle s’intéresse
notamment aux voies d’administration qui peuvent impacter I'absorption et donc la
diffusion d’'une molécule. Ainsi, I'enfuvirtide, peptide synthétique, ne peut pas étre
administré par voie entérale. |l présente deux caractéristiques non compatibles avec une
bonne absorption : grosse molécule (pres de 4,5 kDa) et structure protéique dégradée
par le métabolisme intestinal. La galénique peut étre utilisée dans le but d’améliorer la
disponibilité d’'un traitement au niveau de son site d’action. Dans le cadre de la prise en
charge de linfection par le VIH, plusieurs études ont été réalisées dans l'objectif de
vectoriser une molécule directement au niveau du site actif ou d’améliorer sa diffusion a
travers une barriére physigue et physiologique (Fiandra et al., 2016). Une étude a montré
gu’une nanoformulation d’'une prodrogue hydrophobe et lipophile du DTG, donnant a
cette molécule les caractéristiques d’'une formulation a action prolongée, permettait

d’augmenter les concentrations tissulaires chez la souris BALB/c (Sillman et al., 2018).
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3.4. Paramétres influencant le potentiel d’efficacité au niveau

tissulaire

La puissance intrinséque d’'un médicament est un parameétre pharmacodynamique qui va
refléter son potentiel d’efficacité, notamment au niveau tissulaire. Elle ne peut pas étre
modifiée. Cependant le choix d’'une molécule plutdét qu'une autre peut augmenter

I'efficacité tissulaire de la stratégie thérapeutique mise en place.

by

Cette puissance intrinséque se mesure par la concentration cible a atteindre pour la
molécule. Elle peut étre estimée par la concentration inhibitrice médiane, aussi appelée
Clso. Elle correspond a la concentration pour laquelle la moitié des souches virales
utilisées pour ce test est inhibée in vitro. Elle est déterminée pour une souche de
référence dite souche sauvage. Dans le cas de souches résistantes, il est possible de
déterminer la Clso de cette souche résistante dans I'objectif d’adapter la cible a atteindre.
Ces valeurs de Clso obtenues pour une souche sauvage permettent de comparer la
puissance intrinséque entre différents médicaments et d’évaluer la potentielle efficacité
au niveau d’un tissu ou d’'une cellule. Pour prendre I'exemple des deux inhibiteurs de
l'intégrase de seconde génération et de leur diffusion au niveau du LCS, on peut ainsi les
comparer tous les deux quant a leur potentiel d’efficacité a ce niveau (Tableau 2). Pour
ce faire, il est courant d'utiliser le quotient inhibiteur (QIl), ratio entre les concentrations
observées et la Clsy de la molécule. Ce parametre est d’ailleurs considéré par
administration américaine des médicaments (Food and drug administration, FDA)
comme un outil utile pour le développement de nouveaux médicaments antiviraux (U.S.
Department of Health and Human Services et al., 2006). Plus celui-ci est élevé, plus le
potentiel d’efficacité est important. Ainsi, a diffusion presque équivalente, déterminée par
la fraction diffusant dans le LCS, le DTG a un potentiel d’efficacité supérieur au BIC a ce
niveau, avec un QI plus de six fois supérieur a celui du BIC. Cette différence s’explique
par une valeur de Clso prés de 18 fois plus faible pour le DTG. Le DTG posséde donc une

puissance intrinséque plus importante.
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Tableau 2. Comparaison du potentiel d'efficacité de deux inhibiteurs d'intégrase au niveau
du LCS.

Parametre — médiane (étendue) Bictégravir Dolutégravir

Fraction diffusant dans le LCS (%) 0,45 (0,18-1,34) 0,65 (0,19-5,11)
Clso (ng/mL) 3,5 0,2

Quotient inhibiteur dans le LCS 1,3 (0,5-2,7) 8,5 (4,0-14,0)

Gelé et al., 2019, 2021; Letendre et al., 2020; Podany et al., 2020;
Tiraboschi et al., 2021a

D’autres parameétres déterminés selon la méme méthode sont parfois utilisés. C’est le
cas de la concentration inhibitrice & 90 % (ou a 95 %) ou Clgo (Clgs). lls n’ont d'utilité, par
rapport a la Clsg que d'essayer de déterminer au mieux la cible de concentration a
atteindre. Ces parametres sont déterminés in vitro, en I'absence de protéines. Ainsi, ils
ne prennent pas en compte le taux de fixation des médicaments aux protéines
plasmatiques ou tissulaires. C’est pourquoi un ajustement au taux de protéines est
parfois étudié afin de déterminer la concentration inhibitrice a 90 % ajustée aux protéines
plasmatiques (Clgo-AP). Ainsi, lorsque les concentrations libres peuvent étre mesurées,
notamment au niveau plasmatique ou dans le LCS, les valeurs de Clso (ou Clg) sont a
favoriser tandis qu’au niveau tissulaire ou les concentrations libres sont plus difficilement
mesurables, les valeurs ajustées aux protéines plasmatiques sont le meilleur estimateur

a utiliser.

3.5. Syntheése des propriétés et parameétres présentés

Le Tableau 3 résume les propriétés et les parametres susceptibles de refléter la diffusion
d’'une molécule et son potentiel d’efficacité au niveau tissulaire ainsi que la ou les
conditions pour lesquelles ce potentiel sera le meilleur pour ce paramétre. En plus de
ceux-ci, il faut également prendre en compte les caractéristiques intrinséques de I'organe

ou du tissu étudié, répertoriées au paragraphe 3.2 ci-dessus.
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Tableau 3. Propriétés influengant la diffusion et parameétre reflétant le potentiel d'efficacité

d'une molécule au niveau tissulaire.

Propriétés physico-chimiques

Lipophilie
Masse moléculaire

Etat d’ionisation

Propriétés pharmacocinétiques

Lipophile
Faible masse moléculaire

Absence d’ionisation

Taux de fixation aux protéines
plasmatiques

Volume de distribution
Substrat des transporteurs

Autres paramétres

Faible fixation

Grand volume de distribution
Non substrat des ABC (efflux)
Substrat des SLC (influx)

Galénique

Posologie

Potentiel d’efficacité

Voie d’administration intraveineuse
Vectorisation de la molécule vers son site d’action

Possibilité d’augmenter la posologie (médicaments a
marge thérapeutique large)

Concentration cible a atteindre

Cls faible

Les conditions optimales sont présentées en regard de chaque propriété ou chaque parameétre.

4.  Caractéristigues des trois meédicaments antirétroviraux

d’intérét

Les trois médicaments antirétroviraux étudiés, le TDF, le FTC et le DTG, ont été choisis
parmi ceux recommandés mondialement en premiére ligne de traitement chez tout
PVVIH (Morlat et al., 2018; Saag et al., 2020; Panel on Antiretroviral Guidelines for Adults
and Adolescents, 2021; Organisation mondiale de la Santé, 2021; European AIDS

Clinical Society, 2021). lls sont ainsi parmi les plus utilisés dans le monde pour la prise

en charge des PVVIH.
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4.1. Ténofovir, utilisé sous la forme disoproxil fumarate
4.1.1. Propriétés physico-chimiques

Le TDF est un des deux seuls inhibiteurs nucléotidiques de la transcriptase inverse avec
son analogue le TAF. C’est un sel dacide fumarique du dérivé ester bis-
isopropoxycarbonyloxyméthyle du TNF. Son nom chimique est l'acide [[(2R)-1-(6-
aminopurin-9-yl)propan-2-ylJoxymethyl-(propan-2-
yloxycarbonyloxymethoxy)phosphorylJoxymethyl propan-2-yl carbonate;(E)-but-2-
enedioique, de formule brute : C19H30Ns010P-C4H404 (Figure 12). Le TDF est une grosse
molécule de poids moléculaire 635,5 g/mol. Il est soluble dans I'eau, le méthanol
(MeOH), I'éthanol (EtOH), I'acétonitrile (AcN) et le diméthylsulfoxyde (DMSO). Il posséde
trois constantes de dissociation : le pKa; est de 2,07, le pKa; de 3,81 et le pKaz de 7,47.
Son logP est de 1,25 (National Center for Biotechnology Information, 2022a). Le TNF est
une molécule de poids moléculaire 287,2 g/mol. Il posséde deux constantes de
dissociation : le pKa; est de 3,8 et le pKaz de 6,7. Son logP est de -1,6, indiquant un
caractére plus hydrophile du TNF que le TDF (National Center for Biotechnology
Information, 2022b).
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Figure 12. Structure chimique du ténofovir (TNF) et du
ténofovir disoproxil fumarate (TDF).

(National Center for Biotechnology Information, 2022a, 2022b)

73



4.1.2. Forme galénique, indications et posologie

Autorisé en France depuis le 5 février 2002, le TDF est le premier inhibiteur nucléotidique
de la transcriptase inverse mis sur le marché. En France, il est disponible seul ou en
association avec d’autres médicaments antirétroviraux. L’ensemble des spécialités

disponibles, leur composition et leurs indications sont présentées dans le Tableau 4.

Plus spécifiqguement pour le Truvada®, ce dernier, ainsi que ses géneériques, sont
indiqués dans le traitement de l'infection par le VIH mais également, depuis le 1" mars
2017 (et des le 1° janvier 2016 dans le cadre d’'une recommandation temporaire
d'utilisation), comme prophylaxie pré-exposition (PrEP) pour réduire le risque d’infection
par le VIH par voie sexuelle chez les adultes et les adolescents a partir de 15 ans a haut
risque de contamination. Pour I'ensemble des spécialités du Tableau 4, la posologie
recommandée du TDF chez I'adulte est de 300 mg, sous forme de TDF, une fois par jour
(QD). Du fait d’'une élimination majoritairement par voie rénale, une adaptation de la

posologie est nécessaire en cas d’altération de la fonction rénale (Tableau 5).
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Tableau 4. Spécialités disponibles en France contenant du ténofovir, sous la forme

ténofovir disoproxil fumarate.

Spécialités  Composition Indication Référence
et dosage*
Viread® ou TDF,245mg En association avec d'autres médicaments European
génériques antirétroviraux, pour le traitement des PVVIH, Medicines
TDF, 204 mg chez les adultes, les adolescents et les Agency,
enfants 4gés d'au moins 2 ans. 2002
TDF,163 mg
TDF,123 mg
TDF, 33 mg/g
Génériques TDF,245mg Chez les PVVIH adultes contrdlés European
de virologiquement depuis plus de 3 mois. Medicines
IAtripla@ t T 1< 200 Mg Agency,
EFV, 600 mg 2007b
Delstrigp® TDF,245mg Chez les PVVIH adultes sans preuve European
antérieure ou actuelle de résistance a la Medicines
3TC, 300 mg classe des INNTI. Agency,
DOR, 100 mg 2018b
Eviplera®  TDF,245mg Chez les PVVIH adultes dépourvus de European
mutations connues pour étre associées a une Medicines
FTC, 200 mg résistance a la classe des INNTI et Agency,
RPV, 25 mg présentant une charge virale inférieure ou 2011
égale a 100 000 copies/mL.
Stribild® TDF,245mg Chez les PVVIH adultes et adolescents a European
FTC, 200 mg pqrtlr de 12 ans pesant au moins 35 Akg, Medicines
dépourvus de mutation connue pour étre Agency,
EVG, 150 mg associée a une résistance a aucun des trois 2013
COBI, 150 mg agents contenus dans Stribild®.
Truvada® TDF,245mg En association avec d'autres médicaments European
et, B FTC, 200 mg antirétroviraux, pour le traitement des PVVIH. Medicines
géneriques Agency,
En prophylaxie pré-exposition pour réduire le 2005

risque d’infection par le VIH-1 par voie
sexuelle chez les adultes et les adolescents a
haut risque de contamination.

* Dosage indiqué pour le TDF sous forme de ténofovir disoproxil.

T Atripla® n’est plus commercialisé depuis le 31 décembre 2021.
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Tableau 5. Ajustement de la posologie du TDF en cas d'insuffisance rénale.
(European AIDS Clinical Society, 2021)

Débit de filtration glomérulaire estimé* (mL/min) Posologie

=50 300 mg, une fois par jour

Entre 30 et 49 300 mg, tous les 2 jours

Non recommandé, sinon
Entre 10 et 29
300 mg, tous les 3-4 jours

Non recommandé, sinon
<10
300 mg, tous les 7 jours

En cas d’hémodialyse 300 mg, tous les 7 jours

* Préférer la formule Chronic Kidney Disease EPIdemiology collaboration (CKD-EPI).
La formule abbreviated Modification of Diet in Renal Disease (aMDRD) ou I'équation de
Cockcroft-Gault peuvent étre utilisées comme alternative.

4.1.3. Activité in vitro et efficacité

La Clgo pour le TNF est de 2,98 ng/mL (Thompson et al., 2019). Cette valeur n’est
néanmoins utilisée qu’a titre indicatif pour I'évaluation de I'exposition plasmatique ou
tissulaire d’'un individu. En effet, le TNF n’est pas actif par lui-méme ; il nécessite deux

phosphorylations pour pouvoir agir par inhibition de la transcriptase inverse.

L’efficacité du TDF a été décrite lors de nombreuses études, d’abord en monothérapie,
puis en association dans de nombreuses combinaisons, chez des PVVIH naifs de
traitement et déja traités. En monothérapie, le TDF a été associé a une réduction de la
charge virale a J14 de 1,1 logio pour 3 mg/kg par jour a J1 en IV lente puis en perfusion
continue entre J8 et J14 (Deeks et al, 1998). L'étude GS-99-903 est un essai
multicentrigue randomisé de phase Il en double aveugle sur une durée de
144 semaines. Les patients, naifs de traitement antirétroviral recevaient soit TDF
300 mg QD (n = 299), soit d4T 40 mg deux fois par jour (BID) (n = 301), chacun en
association a 3TC 150 mg BID et EFV 600 mg QD. L’analyse en intention de traiter a
montré que la proportion de patients avec une charge virale VIH-1 inférieure a

400 copies/mL et 50 copies/mL a 48 semaines de traitement était respectivement de
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80 % et 76 %, dans le bras TDF comparé a 84 % et 80 % dans le bras d4T. A
144 semaines, la proportion de patients avec une charge virale VIH-1 inférieure a
400 copies/mL et 50 copies/mL était respectivement de 71 % et 68 % dans le bras TDF
comparé a 64 % et 63 % dans le bras d4T. Une réponse homogéne au traitement par le
TDF a été observée, quels que soient le taux initial ’ARN du VIH-1 et le nombre initial de
lymphocytes T CD4+ (Gallant et al., 2004).

Depuis, le TDF a fait I'objet de nombreux autres essais cliniques, principalement comme

traitement de fond pour évaluer de nouveaux médicaments antirétroviraux.

41.4. Résistance

Le séquencage de la transcriptase inverse du VIH-1 ainsi que les tests de sensibilité aux
médicaments sont régulierement effectués dans le cadre de la recherche depuis plus de
dix ans pour déterminer les mécanismes génétiques de la résistance aux médicaments
antirétroviraux. L'ensemble des données accumulées, rétrospectivement et
prospectivement, a conduit a I'émission de recommandations de ['utilisation de tests de
résistance dans la décision du choix de la thérapeutique des PVVIH. Le groupe francais
ANRS | MIE AC43 Résistance fournit des algorithmes d'interprétation génotypique de la
pharmacorésistance du VIH-1 afin de guider les cliniciens. Ces algorithmes sont
principalement basés sur la corrélation entre les mutations de résistance aux
médicaments et les résultats virologiques des patients en échec de traitement
antirétroviral. Les regles sont présentées sous forme de tableaux répertoriant les
mutations conférant une résistance génotypique ou une résistance génotypique possible
aux médicaments antirétroviraux. Ces tableaux sont régulierement mis a jour et la
derniére mise a jour date d’octobre 2021 (ANRS, Maladies infectieuses émergentes,

2021b). Concernant le TNF, les recommandations sont regroupées dans le Tableau 6.
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Tableau 6. Algorithme d'interprétation de la résistance génotypique au TNF.

(ANRS, Maladies infectieuses émergentes, 2021b)

Mutations associées a une résistance Mutations associées a une probable
résistance

Au moins 4 mutations parmi : M41L, E44D, 3 mutations parmi: M41L, E44D, D67N,

D67N, T69D/N/S, L74V/l, L210W, T69D/N/S, L74VII, L210wW,
T215A/C/D/E/G/HN/LIN/ISIVIYIF T215A/C/D/E/G/HN/LIN/ISIVIYIF
K65R/E/N
Insertion au codon 69
K70E

4.1.5. Pharmacocinétique

Le TDF, a la dose de 300 mg QD, est rapidement absorbé et transformé en TNF avec
une concentration maximale médiane (Cmax) atteinte dans I’heure pour les sujets a jeun et
dans les deux heures pour les autres (Barditch-Crovo et al., 2001). Le résumé des
caractéristiques du Viread® indique que le TDF doit étre pris avec de la nourriture. La
pharmacocinétique du TNF est indépendante de la dose de TDF (sur l'intervalle de doses

compris entre 75 et 600 mg QD) et n’est pas affectée par une administration répétée.

Une fois absorbé, le TDF se lie trés faiblement aux protéines plasmatiques (< 0,7 %). Le

volume de distribution du TNF a I'état d’équilibre est estimé a environ 800 mL/kg.

Le TDF, ainsi que le TNF, ne sont pas des substrats, in vitro, pour les enzymes du
cytochrome P450 (CYP450). Aussi, et toujours in vitro, & des concentrations environ 300
fois plus élevées que celles observées in vivo, le TNF n’est pas inhibiteur de chacune

des principales isoformes du CYP450 humain.

Le TNF est principalement éliminé par voie rénale, selon deux mécanismes principaux.
Le TNF subit la filtration glomérulaire passive et est excrété par un systéme de transport
tubulaire actif. Entre 70 et 80 % de la dose excrétée se retrouvent sous forme inchangée
dans l'urine aprés une administration par voie intraveineuse. Selon le résumé des
caractéristiques du Viread®, la clairance totale a été estimée a environ 230 mL/h/kg (soit
environ 270 mL/min) avec une clairance rénale qui est bien majoritaire puisqu’estimée a

environ 160 mL/h/kg (environ 190 mL/min), ce qui est supérieur au débit de la filtration
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glomérulaire. Ceci montre la part non négligeable de la sécrétion tubulaire active dans
l'élimination du TNF. La voie d’élimination par sécrétion tubulaire active du TNF
correspondrait a un influx dans les cellules tubulaires proximales par le biais des
transporteurs Solute Carrier Family (SLC) 22A6 et 22A8 (anciennement appelé Organic
Anion Transporters (OAT) 1 et 3) et par un efflux dans les urines par le biais des ABCC4
et ABCC10 (anciennement appelé protéine multirésistante aux medicaments MRP (pour
Multidrug Resistant Protein) 4 et 7) (Ray et al., 2006; Kohler et al., 2011; Moss et al.,
2014). Ces transporteurs joueraient un rble dans la toxicité rénale au long terme, du fait
de l'accumulation du TNF dans les cellules tubulaires proximales. Un défaut d’activité des
transporteurs d’influx pourrait prévenir la toxicité liée au TNF quand un défaut d’activité

des transporteurs d’efflux pourrait, a contrario, augmenter sa toxicité.

Aprés administration orale, la demi-vie d’élimination (t%2) du TNF est de 12 a 14 heures
environ (Barditch-Crovo et al., 2001). Aprés l'administration quotidienne de 300 mg de
TDF chez des PVVIH, la Cnin a I'état d'équilibre est de I'ordre de 64,4 ng/mL (coefficient

de variation (CV) = 39,4 %), soit environ 22 fois plus élevée que la Clgo.

Comme indiqué précédemment, du fait d’'une élimination principalement par voie rénale,
la pharmacocinétique du TNF est altérée selon le degré d’insuffisance rénale des PVVIH.
Par comparaison a des patients ayant une fonction rénale normale, 'exposition moyenne
au TNF, représentée par l'aire sous la courbe (ASC), aprés une dose unique a
augmenté, de 2 060 ng-h/mL, chez les patients ayant une clairance de la créatinine
>80 mL/min, a 2910 ng-h/mL, 5400 ng-h/mL et 17 500 ng-h/mL chez les patients
présentant respectivement une insuffisance Iégére, modérée et sévere (Kearney et al.,
2006b). La part du métabolisme hépatique est considérée faible et non cliniquement
significative, ne nécessitant donc pas d’adaptation posologique en cas d’altération de la
fonction hépatique. La méme étude rapporte une faible augmentation de I'exposition
moyenne, de 1830 ng-h/mL chez les patients ayant une fonction hépatique non altérée, a
2190 ng-h/mL et 2470 ng-h/mL chez les patients présentant respectivement une

insuffisance hépatique modérée et sévére (Kearney et al., 2006b).
4.1.6. Diffusion
Des études ont exploré la diffusion du TDF dans les principaux compartiments, par des

mesures de concentrations de TNF dans le tissu digestif, au niveau des appareils

génitaux masculins et féminins, du placenta, dans le LCS et au niveau cérébral.
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Du fait de l'utilisation du TDF dans le cadre de la PrEP, I'exploration des concentrations
de TNF au niveau rectal a fait 'objet de nombreuses études. Des mesures de TNF dans
le tissu rectal (biopsie) chez 8 individus sains ont révélé une diffusion rapide du TNF (dés
la premiere heure), en forte proportion par rapport a la concentration plasmatique (de
lordre de 32 a 45 fois plus) (Patterson et al, 2011). Dans une sous-étude
pharmacocinétique de I'étude ANRS IPERGAY (Molina et al.,, 2015a), le TNF n’a été
détecté au niveau rectal que 24 h aprés la prise d’'une double dose habituelle de TDF.
Les concentrations tissulaires, plus faibles que chez 7 PVVIH contréles, montraient
néanmoins une forte diffusion, avec un ratio tissu/plasma des concentrations de 'ordre
de 150 (Fonsart et al., 2017). Deux autres études sur la diffusion au niveau rectal ont
montré une forte diffusion (ratio tissu/plasma de I'ordre de 30) pour I'une (Karim et al.,
2011), cohérente avec les précédentes études, et une faible diffusion (ratio de I'ordre de
0,4) pour l'autre (Yang et al., 2014). Chez 5 PVVIH, la diffusion au niveau du rectum et
de l'iléum était également importante, avec un ratio moyen tissu sur plasma de 41 pour le
rectum et de 87 pour l'iléum (Thompson et al., 2019). Dans une autre étude chez 26
PVVIH, une meilleure diffusion est observée dans le duodénum plutdt que dans le tissu
rectal avec néanmoins des concentrations majoritairement supérieures a la Clso dans le
tissu rectal (Asmuth et al., 2017). Enfin, au niveau du cdlon, une étude chez 6 individus
sains y a montré une plus faible diffusion avec un rapport proche de l'unité entre les
concentrations tissulaires et plasmatiques (Louissaint et al., 2013). Cette plus faible
diffusion au niveau du cblon a été confirmée par une autre étude rapportant un ratio

tissu/plasma encore plus faible, de I'ordre de 0,1 (Hendrix et al., 2016).

Concernant la diffusion au niveau de l'appareil génital, le TNF semble également bien
diffuser. Une revue des données disponibles en 2011 montre que le TNF est parmi les
médicaments antirétroviraux possédant la meilleure capacité de diffusion dans le tractus
génital masculin et féminin avec des rapports tissu sur plasma compris entre 6 et plus de
10 (Else et al.,, 2011a). Chez 25 femmes non infectées, aprés une administration
guotidienne pendant 14 jours, le TNF semble diffuser suffisamment, avec des
concentrations au niveau des tissus cervical et vaginal du méme ordre de grandeur que
dans le plasma (Thurman et al., 2021). Une autre étude confirme ce niveau de diffusion
retrouvant des concentrations au niveau du tractus génital semblables a celles au niveau
plasmatique (Dumond et al., 2007). Dans trois autres études, la diffusion au niveau
vaginal semble toutefois étre plus faible avec des ratio tissu/plasma inférieure a l'unité
(Karim et al., 2011; Hendrix et al., 2013, 2016). Chez 6 individus sains, il a été observé

une moins bonne diffusion dans le tissu vaginal que dans le tissu rectal apres une seule
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dose (Louissaint et al., 2013). Cette observation suggére un plus faible bénéfice quant a
la protection lors de rapports sexuels réceptifs vaginaux comparés aux rapports sexuels
réceptifs anaux. Cette différence pourrait expliquer en partie la discordance observée
dans la diminution du risque d’infection par le VIH entre les essais chez les HSH (Molina
et al., 2015a) et chez les femmes (Van Damme et al., 2012). Enfin, le TNF diffuse dans le
sperme avec des concentrations entre deux et douze fois plus élevées que dans le
plasma (Ghosn et al., 2004; Hendrix et al., 2016).

Une autre revue, de la méme équipe, des données disponibles en 2011 montre que le
TNF est parmi les médicaments antirétroviraux possédant la meilleure capacité de
diffusion dans le liguide amniotique avec des rapports fluide sur plasma compris entre 4
et plus de 100 (Else et al., 2011b). Concernant la diffusion au niveau du placenta ou du
cordon ombilical, elle semble plus limitée avec des rapports tissu sur plasma entre 0,2 et
7 selon les études (Else et al., 2011b; Rimawi et al., 2017).

Enfin, deux études ont étudié la diffusion au niveau cérébral et dans le LCS en post-
mortem chez des PVVIH. Il est observé une faible diffusion dans ces deux compartiments
avec, toutefois, des concentrations plus importantes dans le tissu cérébral, quelle que
soit la région étudiée, que dans le LCS (Nicol et al., 2019; Ferrara et al., 2020). Ces
données sont cohérentes avec celles observées dans le LCS chez des PVVIH (Calcagno
et al., 2011; Best et al., 2012; Ma et al., 2020; Decloedt et al., 2021).

4.1.7. Interactions médicamenteuses

Des interactions avec les médicaments métabolisés par les différentes isoformes du CYP
ne sont pas attendues. Le résumé des caractéristiques du Viread® indique qu’il ne doit

pas étre co-administré avec I'adéfovir dipivoxil.

Etant substrat des transporteurs rénaux SLC22A6, SLC22A8, ABCC2, ABCC4 et
ABCC10, la co-administration avec d’autres médicaments, qui diminuent la fonction
rénale ou entrent en compétition pour la sécrétion tubulaire active par le biais de ces
protéines de transport peut accroitre la concentration sérique et/ou la toxicité du TNF
et/ou des médicaments co-administrés. Une étude a ainsi mis en évidence les facteurs
associés a une augmentation de I'exposition plasmatique du TNF. Parmi ces facteurs,
étaient notamment retrouvés I'administration concomitante du RTV et avoir un génotype

spécifiqgue du transporteur ABCC4 (Rungtivasuwan et al., 2015). Le premier facteur est
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cohérent avec plusieurs résultats d’études montrant que I'administration concomitante du
RTV peut augmenter le niveau d'exposition plasmatique du TNF d'environ 17 a 37 %
(Kearney et al., 2006a; Kiser et al., 2008). Le RTV étant un puissant inhibiteur du
transporteur ABCC2 (Gutmann et al., 1999), l'inhibition de ce dernier entrainerait une
diminution de l'excrétion rénale du TNF. Le second facteur est cohérent avec les
observations faites d’'une interaction rapportée avec le diclofénac, antiinflammatoire non
stéroidien et inhibiteur du transporteur ABCC4 (El-Sheikh et al., 2007). Deux études ont
en effet rapporté une interaction dordre pharmacodynamique, sans preuve
pharmacocinétique, amenant au développement d’insuffisances rénales aigués peu de
temps aprés linitiation du diclofénac chez des PVVIH traités au long cours par du TDF
(Morelle et al., 2009; Bickel et al., 2013). Sachant que la néphrotoxicité induite par le TNF
est principalement liée a une accumulation du TNF dans les cellules tubulaires
proximales (Moss et al., 2014), linhibition du transporteur ABCC4 par le diclofénac
pourrait étre I'élément a l'origine de cette toxicité observée. Aucune autre interaction

médicamenteuse cliniquement significative n’est attendue.

4.1.8. Tolérance

Le TDF, comme I'ensemble des médicaments antirétroviraux encore sur le marché de la
classe des INTI, est globalement bien toléré. La majorité des effets indésirables (El) est
d’intensité légére a modérée et ne nécessitent que rarement l'arrét du traitement.
Toutefois, deux El sont particulierement connus et suivis. lls apparaissent lors de la prise
sur le long terme du TDF. lls sont en lien avec le caractere néphrotoxique du TNF. Des
cas d’atteinte rénale, d’insuffisance rénale, d’augmentation du taux de créatinine,
d’hypophosphatémie et de tubulopathie proximale (y compris syndrome de Fanconi
(Medland et al., 2018)) ont été rapportés dans le cadre de l'utilisation du TDF dans la
pratique clinique (Casado, 2016). Ces anomalies rénales peuvent ainsi étre la cause du
second effet indésirable nécessitant un suivi lors de I'utilisation sur le long terme du TDF.
Des anomalies osseuses telles que I'ostéomalacie pouvant ainsi se manifester par des
douleurs osseuses persistantes ou qui s’aggravent et pouvant dans de rares cas

favoriser la survenue de fractures. Les autres El les plus fréquemment rencontrés sont :

o trés fréquent (= 1/10) : vertiges, diarrhées, vomissements, nausées, rash cutanée

et asthénie ;

o fréquent (= 1/100 a < 1/10) : flatulences et augmentations des transaminases.
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4.2. Emtricitabine
4.2.1. Propriétés physico-chimiques

Le FTC est un inhibiteur nucléosidique de la transcriptase inverse. Son nom chimique est
le 4-amino-5-fluoro-1-[(2R,5S)-2-(hydroxymethyl)-1,3-oxathiolan-5-yl]pyrimidin-2-one, de
formule brute : CgHi10FN3OsS (Figure 13). Le FTC est une grosse molécule de poids
moléculaire 247,3 g/mol. Il est soluble dans I'eau, le MeOH, 'EtOH, I'AcN et le DMSO. Sa
constante de dissociation pKa est de 2,65. Son logP est de -0,43 (National Center for

Biotechnology Information, 2022c).

H,N N 0

=

R, 0
F >4\
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Figure 13. Structure chimique de I'emtricitabine.

(National Center for Biotechnology Information, 2022c)

4.2.2. Forme galénique, indications et posologie

Autorisé en France depuis le 24 octobre 2010, le FTC est le dernier inhibiteur
nucléosidique de la transcriptase inverse mis sur le marché. En France, il est disponible
seul ou en association avec d’autres médicaments antirétroviraux. L’ensemble des
spécialités disponibles, leur composition et leurs indications sont présentées dans le
Tableau 7.
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Tableau 7. Spécialités disponibles en France contenant de I'emtricitabine.

Spécialitéts Composition et Indication Référence
dosage*
Emtriva® FTC, 200 mg En association avec d'autres médicaments European
antirétroviraux, pour le traitement des PVVIH, Medicines
""""""" chez les adultes, les adolescents et les Agency,
FTC, 10 mg/mL enfants agés d'au moins 4 mois. 2003a
Génériques FTC, 200 mg Chez les PVVIH adultes contrélés European
de TDF, 245 mg virologiquement depuis plus de 3 mois. Medicines
IAtripla® ™ Eev 600 m Agency,
! J 2007b
Biktarvy® FTC, 200 mg Chez les PVVIH adultes sans preuve European
TAF, 25 mg antérieure ou actuelle de résistance a la Medicines
BIC, 50 mg classe des INI, au FTC ou au TAF. Agency,
’ 2018a
Eviplera® FTC, 200 mg Chez les PVVIH adultes (et I'adolescent a European
TDF, 245 mg partir de 12 ans pesant au moins 35 kg pour Medicines
RPV, 25 mg I'Odefsey®) dépourvus de mutations connues Agency,
' pour étre associées a une résistance a la 2011
Odefsey®  FTC, 200 mg c!asse des_ ”\,”\.ITI et présentant une chargg European
virale inférieure ou égale A Vedicines
TAF, 25 mg 100 000 copies/mL. A
RPV, 25 mg gency,
2016a
Stribild® FTC, 200 mg Chez les PVVIH adultes et adolescents a European
TDF, 245 mg partir de 12 ans pesant au moins 35 kg (et Medicines
EVG, 150 mg chez les enfants de plus de 6 ans pesant au Agency,
COB] 150 moins 25 kg pour lesquels l'utilisation d’autres 2013
2B OV MY traitements n'est pas possible en raison de .________
Genvoya® FTC, 200 mg toxicités pour le Genvoya®), dépourvus de European
TAF, 10 mg mutation connue pour étre associée a une Medicines
résistance a aucun des trois agents contenus Agency,
EVG, 150 mg dans Stribild® ou Genvoya®. 2015
COBI, 150 mg
Truvada®  FTC, 200 mg Truvada® et génériques + Descovy® European
et TDF, 245 mg En association avec d'autres médicaments Medicines
generiques antirétroviraux, pour le traitement des PVVIH.  Agency,
2005
Descovy® FTC, 200 mg Truvada® et génériques European
TAF, 25 mg En prophylaxie pré-exposition pour réduire le Medicines
——————— e risque d'infection par le VIH-1 par voie Agency,
FTC, 200 mg sexuelle chez les adultes et les adolescents & 2016b
TAF, 10 mg haut risque de contamination.

* Dosage indiqué pour le TDF sous forme de ténofovir disoproxil.
T Atripla® n’est plus commercialisé depuis le 31 décembre 2021.

84



Pour 'ensemble de ces spécialités, la posologie recommandée du FTC chez I'adulte est
de 200 mg une fois par jour (QD). Du fait d’'une élimination majoritairement par voie
rénale, une adaptation de la posologie est nécessaire en cas d’altération de la fonction

rénale (Tableau 8).

Tableau 8. Ajustement de la posologie du FTC en cas d'insuffisance rénale.
(European AIDS Clinical Society, 2021)

Débit de filtration glomérulaire estimé* (mL/min) Posologie

=30 200 mg, une fois par jour
Entre 10 et 29 200 mg, tous les 3 jours
<10 200 mg, tous les 4 jours
En cas d’hémodialyse 200 mg, tous les jours

* Préférer la formule Chronic Kidney Disease EPIdemiology collaboration (CKD-EPI).
La formule abbreviated Modification of Diet in Renal Disease (aMDRD) ou I'équation de
Cockcroft-Gault peuvent étre utilisées comme alternative.

4.2.3. Activité in vitro et efficacité

La Clgo pour le FTC est de 51 ng/mL (Flynn et al., 2011). Cette valeur n’est néanmoins
utilisée qu’a titre indicatif pour I'évaluation de I'exposition plasmatique ou tissulaire d’'un
individu. En effet, le FTC n’est pas actif par lui-méme ; il nécessite trois phosphorylations

pour pouvoir agir par inhibition de la transcriptase inverse.

L'efficacité du FTC a été décrite lors de nombreuses études, d’abord en monothérapie,
puis en association dans de nombreuses combinaisons, chez des PVVIH naifs de
traitement et déja traités. En monothérapie, le FTC a été associé a une réduction de la
charge virale a J11 de 1,7 logio pour 200 mg QD (Rousseau et al., 2003). Dans l'essai
ANRS 091-MONTANA, multicentrique ouvert et prospectif, 40 patients naifs de traitement
antirétroviral recevaient une trithérapie antirétrovirale a base de FTC, ddl et EFV. Les
résultats montrent que la proportion de patients avec une charge virale VIH-1 inférieure a
400 copies/mL et 50 copies/mL a 24 semaines de traitement était respectivement de

98 % et 93 % (Molina et al., 2000). A 5 ans de suivi, les résultats montrent des taux de
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73 % et 68 % (Molina et al.,, 2007). Cet essai a montré une efficacité antirétrovirale

durable et une bonne tolérance au long terme d’une association en une fois par jour.

Depuis, comme pour le TDF, le FTC a fait I'objet de nhombreux autres essais cliniques,
principalement comme traitement de fond pour évaluer de nouveaux médicaments

antirétroviraux.
4.2.4. Résistance
Concernant le FTC, les recommandations du groupe francais ANRS | MIE AC43

Résistance sont regroupées selon le Tableau 9 (ANRS, Maladies infectieuses

émergentes, 2021b).

Tableau 9. Algorithme d'interprétation de la résistance génotypique au FTC.

(ANRS, Maladies infectieuses émergentes, 2021hb)

Mutations associées a une résistance Mutations associées a une probable
résistance

K65R Q151M

M184V/I

Insertion au codon 69

La mutation M184V/l est courante chez les PVVIH en échec virologique avec des
régimes contenant de le FTC (ou de la 3TC). Cette mutation réduit la sensibilité a ces
médicaments antirétroviraux mais elle entraine également une réduction de la virulence
et une augmentation de la sensibilité au TNF et a 'AZT. La question du maintien du FTC
chez les PVVIH avec la mutation M184V/I est d'actualité, d'autant plus avec les nouveaux
schémas de bithérapie recommandés (certains contenant du FTC). Une étude a par
exemple montré un taux d’échec acceptable (3 %) & 48 semaines de suivi chez des
PVVIH traités avec un IP potentialisé et la 3TC, alors que le taux d’échec est supérieur

(25 %) pour ceux traités en monothérapie d’'IP potentialisé (Ciaffi et al., 2017).
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4.2.5. Pharmacocinétique

Le FTC, a la dose de 200 mg QD, est rapidement absorbé avec une concentration
maximale médiane (Cmax) atteinte en 1 a 2 h aprés I'administration (Gish et al., 2002). Le
résumé des caractéristiques de I'Emtriva® indique que le FTC peut étre pris avec ou

sans nourriture. La pharmacocinétique du FTC est proportionnelle a la dose sur

l'intervalle de doses 25-200 mg apres administration unique ou réitérée.

La biodisponibilité absolue du FTC est d’environ 93 % aprés administration d’Emtriva®
sous forme de gélule et de 75 % aprés administration d’Emtriva® sous forme de solution

buvable.

Une fois absorbé, le FTC se lie trés faiblement aux protéines plasmatiques (< 4 %). Le

volume de distribution du FTC est d’environ 1 400 mL/kg, Iégerement supérieur au TNF.

Le métabolisme du FTC est limité. Il comporte I'oxydation de la fonction thiol avec
formation de 3’-sulfoxyde diastéréoméres (environ 9 % de la dose) et conjugaison avec
I'acide glucuronique pour former le 2’-O-glucuronide (environ 4 % de la dose). Le FTC
n’est pas inhibiteur de chacune des principales isoformes du CYP450 humain (1A2, 2A6,
2B6, 2C9, 2C19, 2D6 et 3A4). Il n’a pas non plus inhibé I'uridine-5’-diphosphoglucuronyl

transférase (UDP-GT), 'enzyme responsable de la glucuronidation.

Le FTC est principalement éliminé par voie rénale : 86 % de la dose sont retrouvés dans
les urines et le reste dans les féces. La clairance systémique du FTC est en moyenne de
307 mL/min.

Aprés administration orale, la t%2 du FTC est entre 7 et 10 heures (Molina et al., 2004).
Aprés l'administration quotidienne de 200 mg de FTC chez des PVVIH, la Cnin a I'état

d'équilibre est d’environ 40 ng/mL.

Comme indiqué précédemment, du fait d’'une élimination principalement par voie rénale,
la pharmacocinétique du FTC est altérée selon le degré d’insuffisance rénale des PVVIH.
Par comparaison a des patients ayant une fonction rénale normale, I'exposition moyenne
au FTC, représentée par 'ASC, apres une dose unique de 200 mg a augmenté, de
11 800 ng-h/mL chez les patients ayant une clairance de la créatinine >80 mL/min, a
19 900 ng-h/mL, 25000 ng-h/mL et 34 000 ng-h/mL chez les patients présentant

respectivement une insuffisance rénale Iégere, modérée et sévere.
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4.2.6. Diffusion

Du fait de la fréquente association du FTC au TDF, il est courant que les mémes études
aient exploré la diffusion du FTC en méme temps que celle du TDF. Ainsi, des études ont
exploré la diffusion du FTC dans le tissu digestif, au niveau des appareils génitaux

masculins et féminins, du placenta, dans le LCS et au niveau cérébral.

De méme que pour le TNF, l'utilisation du FTC dans le cadre de la PrEP a permis la
réalisation de nombreuses études. Des mesures de FTC dans le tissu rectal (biopsie)
chez 8 individus sains ont révélé une diffusion rapide du FTC (dés la premiére heure), en
forte proportion par rapport a la concentration plasmatique (de I'ordre de 3 fois plus)
(Patterson et al.,, 2011). Dans la sous-étude pharmacocinétique de I'étude ANRS
IPERGAY, le FTC a également été détecté précocement au niveau rectal, dés trente
minutes aprés la prise d'une double dose habituelle de FTC. Les concentrations,
comparables a celles observées chez 7 PVVIH contréles, montraient une forte diffusion,
avec un ratio tissu/plasma des concentrations de I'ordre de 50 (Fonsart et al., 2017). Une
autre étude a toutefois observé une plus faible diffusion au niveau rectal avec un ratio
tissu/plasma de l'ordre de 0,2 (Karim et al., 2011). Chez 5 PVVIH, la diffusion au niveau
du rectum et de l'iléum était également importante, avec un ratio moyen tissu sur plasma
de 3 pour le rectum et de 7 pour l'iléum (Thompson et al., 2019). Dans une autre étude
chez 26 PVVIH, la diffusion du FTC observée dans le duodénum et dans le tissu rectal
était équivalente avec des concentrations majoritairement supérieures a la Clso (Asmuth
et al., 2017). Enfin, une étude a montré une faible diffusion du FTC au niveau du cdlon

avec des ratios tissu/plasma de l'ordre de 0,3 (Hendrix et al., 2016).

Concernant la diffusion au niveau de l'appareil génital, le FTC semble également bien
diffuser. Dans la revue des données disponibles en 2011, le FTC est parmi les
médicaments antirétroviraux possédant la meilleure capacité de diffusion dans le tractus
génital masculin et féminin avec des rapports tissu sur plasma compris entre 2 et plus de
10 (Else et al., 2011a). Une étude rapporte des concentrations au niveau du tractus
génital féminin environ 3 fois supérieures a celles retrouvées au niveau plasmatique
(Dumond et al., 2007). Chez 25 femmes non infectées, aprés une administration
qguotidienne pendant 14 jours, le FTC semble fortement diffuser au niveau des tissus
cervical et vaginal avec des rapports tissus sur plasma respectifs de 4 et 6 (Thurman et
al., 2021). Ces observations suggérent une meilleure diffusion du FTC par rapport au

TNF dans ces tissus, indiquant que le facteur limitant dans les essais de PrEP chez les
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femmes serait plutét le TNF. Néanmoins, deux études rapportent des diffusions plus
faibles au niveau vaginal avec des ratios tissu/plasma compris entre 0,05 et 0,10 (Karim
et al.,, 2011; Hendrix et al., 2013). Enfin, le FTC diffuse dans le sperme avec une
exposition entre trois et treize fois plus élevée que dans le plasma (Valade et al., 2015;
Hendrix et al., 2016).

L’autre revue, de la méme équipe, des données disponibles en 2011 montre que le FTC
possédant une capacité de diffusion plut6t faible au niveau du placenta avec des rapports
tissu sur plasma compris entre 0,3 et l'unité (Else et al., 2011b; Rimawi et al., 2017).

Néanmoins, les concentrations observées restent supérieures a la Clgo.

Enfin, une étude a étudié la diffusion au niveau cérébral en post-mortem chez des
PVVIH. Il est observé une capacité de diffusion moyenne dans ces fluides et tissus,
guelle que soit la région du cerveau étudiée, avec des concentrations observées du
méme ordre de grandeur que dans le plasma (Ferrara et al., 2020). Ces données sont
cohérentes avec celles observées dans le LCS chez des PVVIH (Calcagno et al., 2011;
Lahiri et al., 2016; Decloedt et al., 2021; Gelé et al., 2021).

4.2.7. Interactions médicamenteuses

Des interactions avec les médicaments métabolisés par les différentes isoformes du CYP
(1A2, 2A6, 2B6, 2C9, 2C19, 2D6 et 3A4) ne sont pas attendues. Le FTC n’a pas non plus
inhibé la réaction de glucuroconjugaison d’'un substrat non spécifique de I'uridine

diphosphate glucuronosyltransférase (UGT) 1A1 humaine.

Concernant les interactions d’ordre pharmacodynamique, on ne dispose actuellement
d’aucune expérience clinique de la co-administration d’analogues de la cytidine. L’'usage

du FTC en association avec la 3TC ne peut donc étre recommandé a ce jour.
Aucune autre interaction médicamenteuse cliniquement significative n’est attendue.
4.2.8. Tolérance
Le FTC, comme le TDF et 'ensemble des médicaments antirétroviraux encore sur le
marché de la classe des INTI, est globalement bien toléré. La majorité des El est

d’intensité Iégeére a modérée et ne nécessitant que rarement I'arrét du traitement. Les El

les plus fréquemment rencontrés sont :




o tres fréquent (= 1/10) : céphalées, diarrhées, nausées, élévation de la créatinine
kinase ;

e fréquent (= 1100 a < 1/10): neutropénie, réaction allergique,
hypertriglycéridémie, hyperglycémie, insomnie, réves anormaux, vertiges,
élévation de 'amylase, y compris de 'amylase pancréatique, élévation des lipases
sériques, vomissements, douleurs abdominales, dyspepsie, élévation des taux
d’aspartate aminotransférases (ASAT) et/ou d’alanine aminotransférases (ALAT),
hyperbilirubinémie, éruption vésiculo-bulleuse, éruption pustuleuse, éruption
maculopapuleuse, rash, prurit, urticaire, dyschromie cutanée (augmentation de la

pigmentation), douleurs et asthénie.

4.3. Dolutégravir
4.3.1. Propriétés physico-chimiques

Le DTG est un inhibiteur de l'intégrase. Son nom chimique est le (3S,7R)-N-[(2,4-
difluorophényl)méthyl]-11-hydroxy-7-méthyl-9,12-dioxo-4-oxa-1,8-
diazatricyclo[8.4.0.0%¢]tétradéca-10,13-diéne-13-carboxamide, de formule brute
CxH19F2N30s (Figure 14). Le DTG est une grosse molécule de poids moléculaire
419,4 g/mol. Il est peu soluble dans I'eau, soluble dans le MeOH, I'AcN et le DMSO. Sa
constante de dissociation pKa est de 8,2. Son logP est de 2,2, c’est donc une molécule

plutét lipophile (National Center for Biotechnology Information, 2022d).
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Figure 14. Structure chimique du dolutégravir.

(National Center for Biotechnology Information, 2022d)
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4.3.2. Forme galénique, indications et posologie

Autorisé en France depuis le 16 janvier 2014, le DTG, connu sous le nom S-
GSK1349572 pendant la phase de développement, est le troisieme inhibiteur de
lintégrase mis sur le marché et est le premier parmi ceux dits de deuxiéme génération.
Aprés une premiére génération caractérisée par une relativement faible barriere
génétique et un degré élevé de résistance croisée, la deuxiéme génération vise a
conserver une efficacité vis-a-vis des variants résistants a la premiére. En France, il est
disponible seul ou en association avec d’autres médicaments antirétroviraux. L’ensemble
des spécialités disponibles, leur composition et leurs indications sont présentées dans le
Tableau 10.

Tableau 10. Spécialités disponibles en France contenant du dolutégravir.

Spécialitéts Composition et Indication Référence
dosage
Tivicay® DTG, 50 mg En association avec d'autres médicaments European
antirétroviraux, pour le traitement des PVVIH, Medicines
DTG, 25 mg
chez les adultes, les adolescents et les Agency,
DTG, 10 mg enfants 4gés d’au moins 6 ans ou plus et 2014a
DTG, 5 mg pesant au moins 14 kg.
Triumegq® DTG, 50 mg, Chez les PVVIH adultes et adolescents a European
3TC, 300 mg partir de 12 ans et pesant au moins 40 kg. Medicines
Agency,
ABC, 600 m
g 2014b
Juluca® DTG, 50 mg Chez les PVVIH adultes virologiquement European
RPV, 25 mg contrélé (ARN du VIH-1 < 50 copies/mL) sous Medicines
traitement antirétroviral stable depuis au Agency,
moins six mois, sans antécédent d’échec 2018c
virologique et sans résistance connue ou
suspectée aux INNTI ou aux INI.
Dovato® DTG, 50 mg Chez les PVVIH adultes et adolescents dgés European
3TC, 300 mg de plus de 12 ans et pesant au moins 40 kg, Medicines
sans résistance connue ou suspectée a la Agency,
classe des INI, ou a la 3TC. 2019

Le Triumeq® contenant de I'ABC, le dépistage de l'allele HLA-B*5701 doit étre réalisé
chez tout PVVIH, quelle que soit son origine ethnique et le Triumeg® ne doit pas étre
prescrit chez les patients porteurs de cet alléle. La posologie recommandée du DTG chez

ladulte est de 50 mg une fois par jour (QD). En cas de résistance cliniquement
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suspectée ou confiirmée a la classe des inhibiteurs de lintégrase, la posologie
recommandée est de 50 mg deux fois par jour (BID).

4.3.3. Activité in vitro et efficacité

La Clso du DTG au niveau des CMSP est de 0,21 ng/mL (European Medicines Agency,
2014a). Des Clso similaires ont été observées pour des isolats cliniques sans aucune
différence majeure entre les sous-types. La Clsp moyenne pour 3 isolats du VIH-2 est de
0,08 ng/mL (European Medicines Agency, 2014a). En présence de sérum humain pur,
l'activité inhibitrice ajustée aux protéines varie d'un facteur 75. Ainsi la Clg-AP est de

64 ng/mL (European Medicines Agency, 2014a).

L'efficacité du DTG a été décrite lors d’études en monothérapie et en association avec
des INTI, chez des PVVIH naifs de traitement et déja traités, et avec ou sans résistance
documentée au RAL et a 'EVG. En monothérapie, le DTG a été associé a une réduction
de la charge virale de 2,46 logio pour 50 mg QD (Min et al., 2011). La concentration
efficace (CE) médiane (CEsp) estimée est de 36 ng/mL et la CE a 90 % (CEg) de
324 ng/mL. Dans SPRING-2 (essai randomisé de phase Ill de non-infériorité en double
aveugle sur une durée de 96 semaines), les patients, naifs de traitement antirétroviral
recevaient soit DTG 50 mg QD (n = 411), soit RAL 400 mg BID (n = 411), chacun en
association a TDF/FTC ou ABC/3TC. Sur le critere principal d'évaluation apres
96 semaines, la non-infériorité a été démontrée : 81 % des patients traités par DTG,
contre 76 % des patients sous RAL, avaient une CVp < 50 copies/mL (Raffi et al.,
2013a). Une étude au schéma similaire a comparé le DTG (50 mg QD) au DRV
potentialisé par le RTV (DRV/r) QD, administrés chacun en association a TDF/FTC ou
ABC/3TC, chez 484 PVVIH naifs de traitement. Au terme de la semaine 96, sur le critere
principal d'évaluation, 80 % des patients sous DTG et 68 % traités par DRV/r avaient une
CVp < 50 copies/mL. Le DTG était statistiquement supérieur (p = 0,025) au DRVI/r et les
effets indésirables nécessitant un changement de traitement étaient moins nombreux
avec le DTG (Molina et al., 2015b). La tolérance et l'efficacité du DTG (n = 354) ont
également été comparées a celles du RAL (n = 361) chez des PVVIH naifs de traitement
par INI mais ayant déja eu un traitement antirétroviral et présentant une résistance a au
moins deux classes pharmacologiques. Au total, 715 personnes ont été incluses. A la
semaine 48, 71 % des PVVIH traités par DTG et 64 % de ceux traités par RAL avaient

une CVp < 50 copies/mL (p = 0,03). En outre, moins de patients sous DTG présentaient
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un échec virologique associé a une résistance a I'INI apparue sous traitement (4 contre
17, p = 0,003) (Cahn et al., 2013).

4.3.4, Résistance

La barriére génétique du VIH vis-a-vis du DTG est plus robuste quant a la sélection de
résistances lors de son utilisation en induction de traitement par rapport aux INI de
premiére génération. Cependant cette robustesse est moindre que celle observée avec
les IP. Chez des patients naifs de tout traitement et recevant du DTG + 2 INTI, aucune
mutation de résistance aux INI ou aux INTI n’a été observée (n = 1 118, suivi de 48 a
96 semaines). Chez des patients ayant des antécédents d’échecs de traitements
antirétroviraux mais naifs d’INI, des mutations liées aux INI ont été observées chez
4 patients sur 354 (suivi de 48 semaines) traités par DTG, administré en association avec
un traitement de fond choisi par linvestigateur. Sur ces 4 sujets, deux avaient une
substitution uniqgue R263K de lintégrase, un sujet avait une substitution polymorphe
V151V/l de l'intégrase et un sujet avait des mutations de l'intégrase préexistantes et
pourrait avoir recu un INI ou avoir été infecté par un virus résistant aux INI (Cahn et al.,
2013). En présence de résistance a la classe des INI (étude VIKING-3), les mutations
suivantes ont été sélectionnées jusqu’a la semaine 24 chez 32 patients en échec
virologique et traités par DTG 50 mg BID administré avec un traitement de fond optimisé :
L74L/M (n = 1), E92Q (n = 2), T97A (n = 9), E138K/A/T (n = 8), G140S (n = 2), Y143H (n
= 1), S147G (n = 1), Q148H/K/R (n = 4), N155H (n = 1) et E157E/Q (n = 1) (Castagna et
al., 2014). Utilisé a double dose (50 mg BID), le DTG semble étre actif sur des virus
ayant certains profils de résistance (N155H, Y143C/H/R) (Underwood et al., 2012).
L’'activité du DTG est en revanche considérablement compromise pour les souches
virales présentant une mutation Q148 avec au moins 2 mutations secondaires au niveau
G140A/C/S, E138A/K/T, L74l.

Concernant le DTG, les recommandations du groupe frangcais ANRS | MIE AC43

Résistance sont regroupées selon le Tableau 11.
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Tableau 11. Algorithme d'interprétation de la résistance génotypique au DTG.

(ANRS, Maladies infectieuses émergentes, 2021b)

Posologie Mutations  associées a une Mutations associées a une probable
résistance résistance

50mg QD G118R T66K
F121Y
E138A/K/T
G140A/C/S
N144D
Q148H/K/R
V151L
S153F/Y
N155H
S230R
R263K
T66K + L74M
L741 + E92Q

50mgBID G118R T66K
F121Y Q148H/K/R + 1 mutation parmi:
N144D L741, E138A/K/T ou G140A/C/S
V151L
S153F/Y
R263K
T66K + L74M
E92Q + N155H

Q148H/K/R + au moins 2 mutations
parmi: L74l, T97A, E138A/K/T ou
G140A/C/S

Q148H/K/R + N155H

4.3.5. Pharmacocinétique

Le DTG, a la dose de 50 mg QD, est rapidement absorbé avec une concentration

maximale médiane (Cmax) atteinte entre 0,5 et 1,25 h (Tmax) aprés administration chez des
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volontaires sains. Des études similaires chez des PVVIH ont montré que la Cnax était
atteinte vers 2,5 h (Min et al., 2010, 2011). La pharmacocinétique du DTG s'est révélée
ne pas étre linéaire chez des volontaires sains lors de l'augmentation de 50 mg QD a
100 mg QD. Dans le but d’augmenter I'exposition au DTG chez les PVVIH présentant
une résistance antérieure aux INI, la dose de 50 mg BID a été étudiée (Castagna et al.,
2014). Les repas faibles, modérés et riches en matiéres grasses ont augmenté
I'exposition, évaluée par 'ASC de 33 %, 41 % et 66 %, respectivement (Song et al.,
2012). Cependant, le résumé des caractéristigues du produit indique que le DTG peut

étre pris sans tenir compte des repas.

Une fois absorbé, le DTG se lie trés fortement aux protéines plasmatiques (> 99 %), a la
fois a I'albumine et a 'orosomucoide (Kobayashi et al., 2011; Letendre et al., 2014; Gelé
et al., 2020).

Le métabolisme et I'excrétion in vivo du DTG ont été étudiés dans le cadre d'une étude
de bilan de masse chez des volontaires sains. Aprés une dose orale de 20 mg de DTG,
95,6 % de la dose ont été retrouvées dans les matiéres fécales (64 %) et dans l'urine
(31,6 %). Le DTG, sous forme inchangée était la principale entité circulante dans le
plasma sanguin. Un glucuronide inactif (18,9 %) formé via I'UDP-GT 1ALl était le principal
métabolite éliminé dans l'urine. Des voies métaboliques mineures ont été identifiées,
notamment via le CYP3A4 (7,9 %) (Castellino et al., 2013). Le DTG ne semble pas
induire ni inhiber de maniére significative les UDP-GT ou les CYP. En revanche, le DTG
inhibe le SLC22A2 entrainant une légére augmentation de la créatinine sérique sans
modification du débit de filtration glomérulaire (Reese et al., 2013). Le DTG présente une
élimination bi-exponentielle avec une t¥2 allant de 13 & 15 h chez des volontaires sains et
entre 11 et 12 h chez des PVVIH (Min et al., 2010, 2011).

L’état d’équilibre est atteint dans les 5 jours suivant 'administration quotidienne chez des
volontaires sains. Les facteurs d'accumulation de I'ASC, de la Cmax €t de la concentration
résiduelle (Cnin) allaient de 1,24 a 1,42, de 1,16 a 1,36 et de 1,29 a 1,53, respectivement.
Des facteurs d'accumulation similaires (1,23 a 1,43) ont été observés dans les études
portant sur des PVVIH. Aprés l'administration quotidienne de 50 mg de DTG chez des
volontaires sains, la Cmin & I'état d'équilibre, de I'ordre de 1 640 ng/mL (CV = 27 %), est
environ 25 fois plus élevée que la Clg-AP (Min et al., 2010), de I'ordre de 64 ng/mL.
Chez des PVVIH, la Cnin a I'état d’équilibre est de I'ordre de 830 ng/mL (CV = 26 %) (Min
et al., 2011).
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L’analyse de pharmacocinétique de population chez des personnes infectées par le VIH
naives de traitement a permis d’estimer les paramétres de population : clairance
apparente (CL/F) de 0,901 L/h, volume de distribution apparent (Vo/F) de 17,41 L soit un
Vp/F rapporté au poids autour de 200 mL/kg (Zhang et al., 2015).

4.3.6. Diffusion

Des études ont exploré la diffusion du DTG dans les principaux compartiments, par des
mesures de concentrations dans le tissu digestif, les nceuds lymphatiques et les cellules
mononuclées du sang périphérique, au niveau des appareils génitaux masculins et

féminins, du placenta et au niveau du LCS.

Des mesures de DTG dans le tissu rectal (biopsie) chez des PVVIH ont révélé une
diffusion rapide du DTG (dés la premiére heure), en faible proportion par rapport a la
concentration plasmatique (de I'ordre de 17 %) mais avec des concentrations en DTG

supérieures a la Clgo-AP (Greener et al., 2013).

Une étude sur 11 patients portant sur I'évaluation de la diffusion du DTG a montré, sans
gue les concentrations soient communiquées, une diffusion qui semble suffisante au
niveau des cellules mononuclées du sang périphérique et des cellules de l'iléum avec
des QI supérieurs a 4 pour ces deux compartiments. Au contraire, dans les cellules des
nceuds lymphatiques et du rectum, il semblerait que la diffusion ne soit pas suffisante

puisque les QI sont inférieurs a 'unité, en médiane (Fletcher et al., 2018).

La comparaison des concentrations totales de DTG entre les plasmas sanguins et
séminaux a révélé une faible diffusion du DTG dans le tissu de I'appareil génital masculin
(ratio de I'ordre de 7 %) (Greener et al., 2013). Une étude ultérieure, tenant compte des
concentrations libres de DTG, a néanmoins montré que cette faible diffusion semble

suffisante pour diminuer rapidement la charge virale séminale (Imaz et al., 2016).

Les résultats d’'une étude sur des mesures de DTG dans le liquide cervico-vaginal chez
des sujets sains ont révélé une diffusion rapide du DTG (dés T = 3 h, Tmax = 6 h), en
faible proportion par rapport a la concentration plasmatique (de l'ordre de 10 %) mais

avec des concentrations en DTG supérieures a la Clgo-AP (Adams et al., 2013).

Plusieurs études ont également montré la bonne capacité de diffusion du DTG au niveau
du placenta (Rimawi et al., 2017; Mulligan et al., 2018; Ikumi et al., 2021).
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Enfin, in vitro, le DTG s'est révélé étre un substrat pour deux transporteurs d’efflux :
ABCB1 et 'ABCG2. Le ratio des concentrations totales LCS/plasma montre une
diffusion faible (proche de 0,5 %) (Letendre et al., 2014; Gelé et al., 2019; Calcagno et
al., 2021; Tiraboschi et al., 2021a). Malgré une faible diffusion dans le LCS, le DTG est
associé a des effets indésirables neurologiques (cauchemars, insomnie, troubles

neurocognitifs) (Elliot et al., 2019).

4.3.7. Interactions médicamenteuses

In vitro, le DTG n’a montré aucun effet inhibiteur direct ou a montré une faible inhibition
des CYP 1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A, de
TUGT1A1 ou de 'UGT2B7, ou des transporteurs ABCB1, ABCG2, ABCB11, OATP1B1,
OATP1B3, SLC22A1, SLC47A2, ABCC2 ou ABCCA4.

In vitro, le DTG n’a pas d’effet inducteur sur le CYP1A2, le CYP2B6 ou le CYP3A4.

In vitro, le DTG n’est pas un substrat des transporteurs humains SLCO1B1, SLCO1B3 ou
SLC22A1.

In vivo, le DTG est un inhibiteur du transporteur rénal SLC22A2 (Reese et al., 2013).

Compte-tenu de ces données, le DTG ne présente, a I'’heure actuelle, qu’'une seule
contre-indication, avec les médicaments a marge thérapeutique étroite substrats du
transporteur SCL22A2. Sur le marché francais, un seul médicament présente cette
caractéristique, il s’agit de la fampridine, indiquée pour améliorer la capacité de marche
des patients adultes atteints de sclérose en plaques et présentant un handicap a la
marche. La co-administration de ces deux médicaments peut ainsi provoquer des
convulsions en raison de l'augmentation de la concentration plasmatique de fampridine.
La metformine est également substrat du transporteur SCL22A2. N’ayant pas une marge
thérapeutique étroite, leur co-administration n’est pas contre-indiquée mais une
adaptation de la posologie de la metformine est nécessaire afin de maintenir un contréle

optimal de la glycémie.

Egalement, des adaptations posologiques du DTG sont recommandées en cas
d’administration concomitante avec d’autres médicaments antirétroviraux (EFV, EVR,

NVP et TPV potentialisé par le RTV), la rifampicine, des anticonvulsivants
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(carbamazépine, oxcarbazépine, phénytoine, phénobarbital) et du millepertuis
(Hypericum perforatum). Dans ces cas-la, la posologie recommandée est de 50 mg BID.

Enfin, de fagon similaire aux autres INI et au vu du mécanisme d’action de cette classe
pharmaco-thérapeutique, l'absorption du DTG est altérée par la co-administration de

cations divalents ou trivalents, ce qui nécessite d’espacer leurs prises (Song et al., 2015).

4.3.8. Tolérance

Le DTG, comme I'ensemble des médicaments antirétroviraux de la classe des INI, est
généralement bien toléré. La majorité des El est d’intensité légére a modérée et ne
nécessitant que rarement l'arrét du traitement. L'El le plus sévére observé est une
réaction d'hypersensibilité caractérisée notamment par une éruption cutanée et une

atteinte hépatique séveére. Les autres El les plus fréquemment rencontrés sont :
o frés fréquent (= 1/10) : céphalées, nausées, diarrhées ;

o fréquent (= 1/100 a < 1/10) : affections psychiatriques (insomnies, cauchemars,
anxiété), affections du SNC (vertiges), vomissements, éruptions cutanées et
fatigue.

Certaines anomalies biologiques sont rapportées de facon fréquente : élévation des
transaminases et de la créatine phosphokinase (CPK). Plusieurs études ont également
mis en avant la prise de poids plus importante avec le DTG quavec d’autres
médicaments antirétroviraux, notamment chez les femmes (Rizzardo et al., 2019; Venter
et al., 2019). Une récente étude prospective incluant 14 703 PVVIH vient confirmer cette
hypothése sur la prise de poids sous DTG (Bansi-Matharu et al., 2021). Enfin, un El rare
mais majeur a été mis en avant : la malformation du tube neural. Cet El a d’abord fait
l'objet d’'un signalement par I'OMS afin que des études plus spécifiques soient
organisées (Organisation mondiale de la Santé, 2018). Au vu des études réalisées
ultérieurement (Raesima et al., 2019; Zash et al., 2019), 'OMS a finalement émis un
communiqué rassurant et promouvant l'utilisation du DTG chez tous les PVVIH, en
premiere et en deuxiéme intention, y compris les femmes enceintes et celles en age de
procréer (Organisation mondiale de la Santé, 2019). Cependant, en France, dans
I'attente de nouvelles recommandations, I'agence nationale de sécurité du médicament et
des produits de santé (ANSM) a émis des recommandations aux prescripteurs. Il est

indiqué de ne pas prescrire de DTG pour les femmes envisageant une grossesse (ou de
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s’assurer de la prise d’'une contraception efficace), de rechercher une grossesse avant
d’initier un traitement par DTG et de remplacer rapidement et si possible le DTG pour les

femmes au premier trimestre de la grossesse (ANSM, 2018).

5.  Modéles expérimentaux étudiés

Un bon modéle animal des maladies humaines est défini selon I'American National
Research Council Committee on Animal Models for Research and Aging comme « un
modeéle permettant I'étude de la biologie ou des comportements normatifs, ou d’un
processus pathologique spontané ou induit ayant un ou plusieurs aspects communs avec
un phénomeéne équivalent chez '’humain ou d’autres espéces animales ». Un modéle doit

répondre a un certain nombre de critéres :

il doit satisfaire au critere d’isomorphisme, c’est a dire que les symptomes

observés chez ’'Homme et chez le modéle animal utilisé doivent étre semblables ;

¢ les mécanismes et les causes doivent également étre identiques, dans la mesure

ou ceux-Ci sont connus ;

e |es traitements utilisés doivent permettre une méme réponse chez 'Homme et le
modeéle animal utilisé, que la réponse soit positive ou négative. La limite de
'analogie dépend alors de la posologie qui doit étre adaptée en fonction du

modéle et des connaissances physiologiques de celui-ci ;
e la reproductibilité des phénoménes observeés ;

e la similitude des agents inducteurs humains et animaux. Dans le cas des
infections par le VIH, les modeles impliquant un rétrovirus de la famille des

lentivirus seront privilégiés ;

e un cadre physiologique et clinique proche de ceux décrits chez 'Homme. En
particulier, la présence d’'une phase asymptomatique suffisamment longue pour

mimer la latence clinique observée chez 'Homme ;

e la compatibilité avec I'étude expérimentale au laboratoire en termes de co(t,
d’éthique, de facilité de manipulation des animaux et de conformité aux normes

de sécurité microbiologique ;
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o la nécessité de posséder I'arsenal biotechnologique permettant I'étude fine des

fonctions supportées par les organes cibles des lentivirus.

L’ensemble des études menées est soumis a de nombreuses réglementations dans les
différents Etats et unions d’Etats. Au sein de I'Union Européenne, le dernier texte en
vigueur est la directive 2010/63/UE du Parlement européen et du Conseil européen du 22
septembre 2010 relative & la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques (Le
Parlement européen et le Conseil de I'Union européenne, 2010). Cette directive
s’applique aux animaux vertébrés non humains vivants, y compris les formes larvaires
autonomes et les formes foetales de mammiféres a partir du dernier tiers de leur
développement normal, et aux céphalopodes vivants. Elle établit des mesures pour la
protection des animaux utilisés a des fins scientifiques ou éducatives et fixe, a cet effet,

des regles relatives aux aspects suivants :

¢ |e remplacement et la réduction de l'utilisation d’animaux dans les procédures et
le raffinement des conditions d’élevage, d’hébergement, de soins et d’utilisation

des animaux dans ces procédures ;

o [origine, I'élevage, le marquage, les soins, 'hébergement et la mise a mort des

animaux ;
¢ les opérations des éleveurs, fournisseurs et utilisateurs ;

o ['évaluation et I'autorisation de projets impliquant l'utilisation d’animaux dans des

procédures.

La directive s’applique lorsque des animaux sont utilisés ou destinés a étre utilisés dans
des procédures ou lorsqu’ils sont élevés spécifiquement pour que leurs organes ou tissus

puissent étre utilisés a des fins scientifiques.

L’étude de nouvelles approches préventives, thérapeutiques et curatives des infections
humaines par le VIH passe donc par le développement et la compréhension de modeéles
animaux permettant aux études immunologiques, virologiques et pharmacologiques
d’évaluer la pertinence de ces approches. L’ensemble de la physiopathologie de
l'infection par le VIH rend impossible toute approche exclusivement in vitro. Le modeéle
animal idéal n'existe pas encore. Et il est important de reconnaitre que chacun des

modeles animaux actuellement disponibles a ses limites.
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Les modeles actuellement utilisés pour I'étude de Tlinfection par le VIH in vivo
comprennent majoritairement des rongeurs et des primates non-humains (Hatziioannou
and Evans, 2012).

5.1. Rongeurs, la souris

La souris, Mus musculus Linnaeus, 1758, est un petit mammifére de I'ordre des rongeurs
et de la famille des muridés. La taille adulte de la souris est comprise entre 14 et 19 cm
dont 7 a 10 cm pour la queue, pour un poids adulte qui va de 21 g jusqu'a 60 g pour les

plus grosses. Sa durée de vie moyenne est de 2-3 ans.

Bien qu’initiée dés I'Antiquité, chez les Grecs notamment, 'expérimentation animale n’est
réellement apparue qu’au début de la Renaissance. Dans un souci de compréhension de
la physiologie humaine et de facilité d’acceés, les premiéres expérimentations animales
ont été réalisées sur les différents animaux qui entouraient 'lHomme a ce moment-la, a
savoir les animaux domestiques (chiens, chevaux, moutons). Il y a eu peu d'objections du
public a I'expérimentation animale jusqu'au XIX® siécle. Mais I'adoption accrue d'animaux
domestiqgues a ensuite alimenté lintérét pour un mouvement anti-vivisection,
principalement en Angleterre. Les chercheurs se sont alors tournés vers d’autres
animaux dont la réputation suscitait moins d’émoi dans la population : les nuisibles, et

notamment les rongeurs (Franco, 2013).

Une recherche, début octobre 2022, sur la base de données bibliographique PUBMED
du centre américain pour les informations biotechnologiques (National Center for
Biotechnology Information, NCBI) avec la requéte suivante (("MOUSE"[AIl Fields]) OR
("MICE"[All Fields])) AND (("HIV"[All Fields]) OR ("HTLV-HI"TAIl Fields])) NOT (("HTLV-
[I"[All Fields]) AND ("HTLV-I"[All Fields])) donne accés a prés de 12 000 références. La
premiére date de 1984, trés tét aprés I'isolement du virus puis le nombre de référence a
augmenté exponentiellement pour atteindre un plateau depuis 1998 avec entre 350 et
500 articles publiés chaque année. Cette importante littérature scientifique révéle
l'importance du modéle souris dans la compréhension des différents phénomeénes

physiopathologiques dans le cadre de I'infection par le VIH.

Parmi ces références, avec la requéte suivante ((("MOUSE"[AIl Fields]) OR ("MICE"[All
Fields])) AND  (("HIV'[AIl  Fields]) @ OR  ("HTLV-II"[AIl  Fields])) = AND
("PHARMACOLOGY"[All Fields]) OR ("PHARMACOKINETICS"[All Fields]))) NOT
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(("HTLV-II"[All Fields]) AND ("HTLV-I"[All Fields])), prés de 3 800 références, presqu’un
tiers, s’intéressent, de prés ou de loin, a [laspect pharmacologique et/ou
pharmacocinétique. Ce chiffre semble cependant assez faible devant 'importance de la
validation au niveau pharmacologique d’'un modéle avant de pouvoir conclure sur les

données immunologiques et virologiques obtenues, voire de les extrapoler a 'lHomme

La souris dans la recherche sur l'infection par le VIH est un terme générique désignant le
genre et I'espéce de I'animal étudié. En réalité, ce sont plusieurs dizaines de modeles
animaux différents selon la souche choisie ou les différentes mutations génétiques ou
modifications subies par une souche plus sauvage. Actuellement, de plus en plus de
souris subissent une étape d’humanisation dans le but de mimer au mieux l'impact de
'élément étudié par rapport a ce qui peut étre observé chez I'Homme. Cette
humanisation est quasi-exclusivement une humanisation du systéme immunitaire
permettant ainsi une infection par le VIH directement, sans utiliser de souche chimérigque.
Une revue récente rapporte les différents modéles actuellement développés (Gillgrass et
al., 2021). Globalement, il existe deux principales méthodes permettant d’humaniser une
souris sur le plan immunitaire. La premiere est la plus courante et consiste en une
injection intraveineuse ou intrahépatique de cellules souches hématopoiétiques CD34+
chez des souris immunodéficientes adultes ou nouveau-nées, respectivement, aprés une
irradiation myéloablative ou I'administration de doses myéloablatives de médicaments
tels que le busulfan, agent alkylant (Pearson et al., 2008; Hayakawa et al., 2009). La
seconde nécessite un acte chirurgical et consiste en une implantation chirurgicale de
tissus de foie et de thymus foetaux humains suivie d'une injection de cellules souches
hématopoiétiques CD34+ appariées (Lan et al., 2006). Les deux méthodes permettent
une reconstitution des monocytes humains, des cellules dendritiques, des lymphocytes T
et des lymphocytes B dans le sang périphérique et les tissus. Toutefois, un nombre de
cellules plus élevé a été observé dans la méthode de greffe avec acte chirurgical (Cheng
et al., 2018) faisant de ce modéle la référence dans I'étude de la réponse immunitaire
dans le cadre de l'infection. Néanmoins, il présente quelques désavantages comme
lacces limité aux tissus nécessaires ainsi que le développement de réaction du greffon
contre I'hbéte (Greenblatt et al., 2012).

D’'un point de vue pharmacologique, de nombreux médicaments antirétoviraux ont été
étudiés (Devanathan et al., 2019; Gao et al., 2019; Karampoor et al., 2020; Mast et al.,
2020; Weichseldorfer et al., 2021). Le principal inconvénient, identique a de nombreux

modéles animaux, est l'absence de consensus quant aux posologies et voies
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d’administrations a étudier. Cette absence d’accord dans la communauté scientifique
rend les comparaisons entre modéles délicates et peu contributives. L’avantage de cette
diversité réside en revanche dans l'importante étendue de données permettant parfois
d’extrapoler chez ’'Homme l'effet d’'une éventuelle augmentation de la posologie ou d’un
changement de voie d’administration. Les variations des paramétres pharmacocinétiques
ou de diffusion tissulaire liées aux différentes posologies utilisées permettent ainsi
d'évaluer la linéarité de ces derniers vis-a-vis de la posologie et donc d’émettre des
hypothéses sur ces mémes variations chez 'Homme en cas de modification de

posologie.

Concernant la diffusion tissulaire des trois molécules que sont le TNF, le FTC et le DTG,
le Tableau 12 répertorie les différentes études de ces trois médicaments antirétroviraux

chez la souris.

Tableau 12. Revue des différentes études publiées sur la diffusion tissulaire chez la souris

pour les trois médicaments antirétroviraux d’intérét.

Iléum
Rectum
Rein
Foie
Poumon
Coeur
Noeud
lvmphatique
Rate
Tractus génital
féminin
Testicule
Site d'injection
Cerveau

Imaoka et al., 2007
Veselinovic et al., 2014

Destache et al., 2016
Prathipati et al., 2016
Mandal etal., 2017 ¢ ¢ 0 44 SR
Prathipati et al., 2017 - ____________ ~ _____________________________________ - _____________
Kovarova et al., 2018
Mandal et al., 2018
Burgunder et al., 2019
Devanathan et al., 2019
Mandal et al., 2019
Devanathan et al., 2020
Seneviratne et al., 2020
Zhu et al., 2020

Dyavar et al., 2021

Légende :

TNF DTG TNF et FTC TNF, FTC et DTG
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Globalement, on observe que ces études ont majoritairement été publiées récemment.
Ceci est en lien avec 'avancée des recherches dans le domaine de la pharmacologie
tissulaire des médicaments antirétroviraux et avec l'augmentation de [l'utilisation du
modeéle rongeur dans les études sur le VIH. La principale critique qui peut étre faite est le
manque d’exhaustivité des tissus étudiés. On observe majoritairement que les études se
focalisent seulement sur quelques tissus en particulier. Un a 7 tissus ont été étudiés mais
seulement 3 tissus en moyenne par étude. Certains tissus semblent plus étudiés que
d’autres. Le tractus génital féminin est le plus représenté, puis les reins et le foie. Le
premier tissu est a mettre en relation avec la PrEP, développée aux environs de ces
mémes années. Les deux autres sont au centre des principales voies d’élimination des
médicaments antirétroviraux. Pour le rein, plus particulierement, ce dernier est également
un organe a surveiller chez les PVVIH devant la néphrotoxicité chronique du TNF

administré sous forme de TDF.

Ainsi, malgré sa petite taille et donc les faibles quantités de tissus parfois disponibles, la
souris est un modéle qui peut s’avérer adéquat pour étudier la diffusion tissulaire des
médicaments antirétroviraux. Devant la multiplicité des modéles de souris d’'un point de
vue immunologique, il est difficile d’établir un modéle pharmacologique de référence. Et
pour chaque modéle utilisé, une validation d’'un point de vue pharmacologique parait
essentielle pour envisager une extrapolation des observations au niveau humain. Des
études sont, malgré tout, encore publiées sans aucune donnée pharmacologique
(Denton et al., 2008, 2012; Weichseldorfer et al., 2021; Zulu et al., 2021).

5.2. Primates non-humains, le macaque cynomolgus

Le macaque cynomolgus, Macaca fascicularis Raffles, 1821, est un mammifére de I'ordre
des primates et de la famille des cercopithécidés. Cette famille regroupe les especes
traditionnellement désignées comme étant les singes de I’Ancien Monde. Le macaque
cynomolgus est également appelé macaque crabier, macaque de Java, macaque de
Buffon ou macaque a longue queue. La taille adulte est comprise entre 40 et 50 cm pour
un poids adulte qui va de 4,5 kg jusqu'a 10 kg pour les plus gros. Sa durée de vie
moyenne est de 35 ans. Son principal lieu d’habitat se trouve en Asie du Sud-Est

(Philippines, Malaisie, Indonésie, Inde, Viétnam, Cambodge, Laos, Thailande).

Les primates non-humains (PNH) ont toujours participé aux différentes recherches dans

le domaine biomédical, de par la proximité avec le modéle humain au niveau de leur
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patrimoine génétique. Dans le monde, plus de 100 000 primates sont utilisés chaque
année pour I'expérimentation animale biomédicale : plus de la moitié aux Etats-Unis, un
dixieme en Europe et dans le reste du Japon et d'autres pays. En France, en 2019, prés
d’1,9 million d’animaux ont été utilisés a des fins scientifiques : la souris représente le
plus grand pourcentage (61 %) et le macaque cynomolgus est le 15¢ animal le plus utilisé
avec 2 923 animaux (1,6 %o). Parmi les primates, c’est le modéle animal le plus utilisé,
représentant prés de 90 % des primates en France (Ministéere de I'Enseignement

supérieur, de la Recherche et de I'lnnovation, 2019).

Les PNH présentent certains avantages dans I'étude de l'infection au VIH. Les similitudes
entre le SIDA induit chez 'Homme infecté par le VIH et la maladie induite par le SIVmac
chez les macaques, ont fait de ces derniers un modéle trés important. En outre, ils
permettent de contrdler plusieurs parametres : le moment, la dose et la voie d’inoculation
du virus. lls permettent ainsi I'étude des premiéres heures de I'infection. Egalement, pour
des raisons éthiques et mais aussi logistiques, ils permettent d’étudier de nombreux

tissus difficiles a prélever chez 'lHomme.

De nombreuses especes de PNH africains sont des hétes naturels du SIV. Ainsi, ils ne
développent habituellement pas de maladie a la suite d'une infection. En revanche, les
macaques asiatiques, comme les macaques cynomolgus, qui ne sont pas des hoétes
naturels des lentivirus des primates, développent une infection avec des charges virales
élevées et une déplétion progressive des lymphocytes T CD4+ puis des infections
opportunistes. Initialement, le macaque cynomolgus n'a pas été aussi largement utilisé
gue le macaque rhésus (Macaca mulatta) ou le macaque a queue de cochon (Macaca
nemestrina). Chacune de ces espéces montre des susceptibilités distinctes variant selon
la souche de SIV étudiée (Huot et al., 2019). En comparaison avec ces autres especes,
la souche SIVmac251 s’avere étre moins pathogene. La diversité limitée du complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH) des macaques cynomolgus de I1le Maurice a
considérablement accru l'intérét pour l'utilisation de ces animaux (O’Connor et al., 2010).
Seuls sept haplotypes du CMH ont été identifiés chez ces macaques cynomolgus
mauriciens, dont trois sont présents chez environ 90 % de ces animaux (Budde et al.,
2010). Cette caractéristique a permis de démontrer qu'il existe un avantage d’'un CMH

hétérozygote pour contrler l'infection par le SIV (O’Connor et al., 2010).

L'incapacité du VIH-1 a se répliquer chez les singes de I'Ancien Monde refléte, au moins

en partie, des blocages cellulaires intrinseques. Ainsi, le SIV plutét que le VIH a été
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utilisé pour développer des modéles de PNH pour le SIDA. Le développement de souche
chimérique (Simian—Human Immunodeficiency Virus, SHIV) a également permis de

remédier a certaines limitations.

Une recherche, début octobre 2022, sur la base de données bibliographique PUBMED
du centre américain pour les informations biotechnologiques (National Center for
Biotechnology Information, NCBI) avec la requéte suivante (("Cynomolgus"[All Fields])
OR ("Macaca fascicularis"[All Fields])) AND (("HIV"[All Fields]) OR ("HTLV-II"[All Fields])
OR ("SIV"[All Fields])) NOT (("HTLV-II"[All Fields]) AND ("HTLV-I"[All Fields])) donne
acces a 779 références, bien loin du nombre de références pour la souris. La premiére
date de 1985, trés tét aprés l'isolement du virus. Le nombre de référence a ensuite
augmenté et fluctue en fonction des années entre une quinzaine et une gquarantaine de
publications annuelles. Cette faible littérature scientifique comparée au modéle souris
révéle les difficultés d’utilisation de ce modéle pour diverses raisons. Le co(t peut étre
une des raisons principales. Ce modéle implique la nécessité d’avoir des infrastructures
pour I’hébergement avec les moyens humains nécessaires a leurs bons fonctionnements.
Aussi, le modéle macaque cynomolgus ne possede pas de lignées consanguines

favorisant 'lhomogénéité des individus obtenus.

Parmi ces références, avec la requéte suivante ((("Cynomolgus"[All Fields]) OR ("Macaca
fascicularis"[All Fields])) AND (("HIV"[AIl Fields]) OR ("HTLV-II"[All Fields]) OR ("SIV"[All
Fields])) AND (("PHARMACOLOGY"[All Fields]) OR ("PHARMACOKINETICS"[AIl
Fields]))) NOT (("HTLV-II"[All Fields]) AND ("HTLV-I"[All Fields])), seules 144 références,
presqu’un cinquiéme, s’intéressent, de prés ou de loin, a 'aspect pharmacologique et/ou
pharmacocinétique. Ce chiffre semble, comme pour la souris, assez faible devant
limportance de la validation au niveau pharmacologique d’'un modéle avant de pouvoir
conclure sur les données immunologiques et virologiques obtenues puis de les extrapoler

a ’Homme.

D’un point de vue pharmacologique, de nombreux médicaments antirétoviraux ont été
étudiés (Qian et al., 1992; Frick et al., 1994; Kaddoumi et al., 2007; Bourry et al., 2010;
Iwasaki et al., 2016). Tout comme pour le modéle souris, le principal inconvénient est

'absence de consensus quant aux posologies et voies d’administrations a étudier.

Concernant la diffusion tissulaire des trois molécules que sont le TNF, le FTC et le DTG,
une seule étude a été publiée avec des données pharmacologiques chez le macaque

cynomolgus. Cette étude porte uniquement sur le TNF et a été réalisée avec une
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administration par voie vaginale a l'aide d’un film permettant une libération prolongée.
Les concentrations ont été mesurées dans plusieurs tissus adjacents : au niveau de
'utérus, prés du col de l'utérus, au milieu de la paroi vaginale, prés de l'orifice vaginal et
au niveau du rectum (Hijazi et al., 2020). La principale limite de cette étude d’un point de
vue pharmacologique en vue dune extrapolation chez la femme est la voie
d’administration, trés différente des voies couramment utilisées en pratique clinique pour
les PVVIH.

Cette revue des différentes études publiées montre la faible quantité de données
disponibles dans ce modele pourtant répandu. A nouveau, comme pour le modeéle souris,
ce résultat souligne le nombre encore trop important d’études publiées sans validation

pharmacologique du modéle.

6. Conclusion

L’infection par le VIH demeure, de nos jours, un sujet de recherche au premier plan, avec
notamment une prévalence en constante augmentation. En un demi-siécle de recherche,
de nombreuses avancées et découvertes ont permis d’abord de comprendre cette
infection puis de prendre en charge de mieux en mieux les PVVIH et méme maintenant

de prévenir cette infection.

Il reste du chemin a parcourir en vue d’'une éradication de ce virus, tant au niveau
individuel qu’au niveau mondial, et le développement de nouveaux modéles participe a la

poursuite de 'avancée des connaissances.

Parmi les éléments mis en avant pour réduire voire supprimer la persistance virale, la
recherche pharmacologiqgue en fait partie et peut apporter des réponses a de
nombreuses hypothéses. Pour se faire, une connaissance approfondie et accrue de
chacun des meédicaments antirétroviraux est nécessaire. Cette connaissance de leurs
caractéristiques physico-chimiques, de leurs principales propriétés pharmacocinétiques
et du role des transporteurs dont ils sont substrats, doit étre complétée par I'étude de leur
diffusion au niveau tissulaire. Ainsi 'accés aux tissus via les modéles animaux est un
atout considérable. En conséquence, I'élaboration de stratégies thérapeutiques ciblant

les sanctuaires pharmacologiques et les réservoirs virologiques en sera facilitée.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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1. Contexte général et objectifs

La persistance virale chez les PVVIH questionne sur les différents mécanismes mis en
jeu. Comme détaillé ci-dessus, plusieurs hypothéses sont émises et notamment
I'hypothése pharmacologique. Celle-ci repose sur la notion qu’un défaut de diffusion des
médicaments antirétroviraux entrainerait des concentrations faibles, peut-étre
insuffisantes, au niveau tissulaire, site d’action de ces médicaments. Ainsi, la formation
de sanctuaires pharmacologiques pourrait expliquer que le virus puisse continuer a se
répliquer et étre responsable du rebond virologique observé en cas d’arrét des

thérapeutiques antirétrovirales.

L'objectif principal de ce travail est alors d'étudier la diffusion de trois médicaments
antirétroviraux. Ce travail a une visée translationnelle et a pour objectif d’apporter des
réponses en vue d’une amélioration de la compréhension des mécanismes de la
persistance virale. C’est pourquoi les trois médicaments antirétroviraux étudiés, le TNF
sous forme disoproxil fumarate, le FTC et le DTG, ont été choisis parmi ceux
recommandés mondialement en premiére ligne de traitement chez tout PVVIH (Morlat et
al.,, 2018; Saag et al, 2020; Panel on Antiretroviral Guidelines for Adults and
Adolescents, 2021; Organisation mondiale de la Santé, 2021; European AIDS Clinical
Society, 2021). lls sont ainsi parmi les plus utilisés dans le monde pour la prise en charge
des PVVIH.

La premiére étude a été réalisée in vitro avec pour objectif d’améliorer la connaissance
d’'un paramétre pharmacocinétique clé dans la diffusion d’'un médicament, la fixation aux

protéines plasmatiques.

La deuxiéme étude est une étude préclinique réalisée sur un modéle rongeur. L'utilisation
d'un tel modéle permet une premiére approche quant a la cartographie de la diffusion
tissulaire des trois médicaments antirétroviraux étudiés, a un colt moindre par rapport au

modele primate non-humain.

Enfin, la troisieme étude a été réalisée sur un modele primate non-humain, modeéle de

référence dans la recherche sur I'infection par le VIH.
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2. Mesure des concentrations de ténofovir, emtricitabine

et dolutégravir

2.1. Instruments

Le dosage des trois médicaments antirétroviraux d’intérét a été réalisé sur un systéme de
chromatographie Transcend TLX1 (Thermo Fisher Scientific, Villebon-sur-Yvette, France)
couplé a un systéeme TSQ ALTIS de détection spectrométrigue de masse en tandem
(Thermo Fisher Scientific, Villebon-sur-Yvette, France) (LC-MS/MS). Le traitement des
données a été réalisé par le logiciel de pilotage Trace Finder software version 3.0

(Thermo Fisher Scientific, Villebon-sur-Yvette, France).

2.2. Techniques analytiques

Les techniques de dosage different selon le milieu biologique (plasma, solution non
protéique pour la fraction libre, tissus). Chacune des technigques de dosage a été mise au
point et validée selon les recommandations de I'Agence européenne du médicament
(European Medicines Agency, 2018d) et a l'aide de contrbles de qualité externes fournis
par I'association Asqualab, membre du groupe européen des organisateurs d’évaluations
externes de la qualité et certifiée ISO 2001 depuis 2009. La quantification a été réalisée
simultanément pour les trois médicaments antirétroviraux (au niveau plasmatique et
tissulaire) a l'aide d'une gamme d’étalonnage et de trois contréles internes de qualité
(CIQ) insérés dans chaque série de dosage. Les différentes techniques analytiques sont
exactes, justes, reproductibles : tous les coefficients de variation et les erreurs relatives

sont inférieurs a + 15 %.

Quelle que soit la matrice biologique étudiée, le prétraitement des échantillons contenait
une étape d’'ajout d’étalons internes deutérés, le TNF deutéré (TNF-D), le FTC deutéré
(FTC-D) et le DTG deutéré (DTG-D). Les échantillons prétraités ont été injectés dans une
colonne C18 (Thermo Scientific™ Acclaim™ 120, 2,2 ym, 100 mm x 2,1 mm, Thermo
Scientific, Villebon-sur-Yvette, France). Les phases mobiles sont composées d’une
solution aqueuse avec 0,1 % d’acide formique (A) et d’acétonitrile avec 0,1 % d’acide
formique (B). Les analyses chromatographiques ont été réalisées a 50 °C avec un débit
de 0,45 mL/min et un gradient de phase mobile entre A et B (Figure 15). Les transitions

(m/z) ion précurseur — ion fils ont été recherchées a I'aide des transitions déja décrites
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dans la littérature. Les m/z exactes identifiées dans les conditions d’optimisation des
énergies de collision (25,8 V pour le TNF, 10,2 V pour le FTC et 33,1 V pour le DTG) sont
de 288,0 — 176,0 et 294,1 — 182,1 pour le TNF et le TNF-D, respectivement, de
2479 —» 129,9 et 252,0 — 132,0 pour le FTC et le FTC-D, respectivement, et de
420,1 — 127,0 et 426,2 — 133,0 pour le DTG et le DTG-D, respectivement.

(B) Acétonitrile + 0,1 % acide formique

Proportion

0 2 4 6
Temps (min)

Figure 15. Gradient d'élution de la technique analytique.

2.2.1. Mesure des concentrations plasmatiques

Pour la mesure des concentrations plasmatiques totales, la technique de dosage ainsi
que la validation de la méthode de dosage sont décrites dans un article publié par
'équipe de recherche en collaboration avec l'unité fonctionnelle de pharmacologie du
Dr Valérie Furlan (AP-HP. Université Paris-Saclay, Hopital Bicétre) (Gouget et al., 2020).

Brievement, 100 uL de plasma sont précipités par 300 uL d’acétonitrile contenant les
étalons internes. Les échantillons sont alors vortexés 30 s puis centrifugés a
18 000 rotations par minute (rpm) pendant 10 min a 25 °C. Puis, 50 yL de surnageant
sont repris avec 750 pL d’'une solution aqueuse contenant 0,1 % d’acide formique (phase

mobile A). Enfin, 40 pL sont prélevés puis injectés dans le systéme LC-MS/MS.
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Les courbes de calibration sont linéaires pour I'ensemble des techniques et vont de la
limite inférieure de quantification (LOQ) a 5 000 ng/mL. Les LOQ sont de 5, 2,5 et
5 ng/mL pour le TNF, le FTC et le DTG, respectivement.

2.2.2. Mesure de la fraction libre plasmatique

Les formes libre et liée du DTG ont été séparées par ultrafiltration a l'aide du dispositif
d’ultrafiltration Centrifree® (Millipore, Molsheim, France) sous l'action de la force
centrifuge par passage au travers d’un filtre ne laissant pas passer les protéines. La
masse moléculaire maximale pouvant étre ultrafiltrée est de 30 kDa. L'ultrafiltrat qui
contient la fraction libre du médicament a été recueilli. La concentration totale est
mesurée avant ultrafiltration. On obtient la fraction libre (fu,) par le rapport entre la
concentration dans l'ultrafilirat et la concentration totale plasmatique. Pour optimiser les
conditions d’utilisation de ces dispositifs, la durée de centrifugation et I'adsorption des
médicaments antirétroviraux sur le filtre du dispositif ont été les deux paramétres étudiés.
Deux effets principaux sont a prendre en compte pour optimiser la durée de
centrifugation : l'effet tamis et I'effet de concentration des protéines au cours de la
centrifugation. L’effet tamis est lié a une répartition gaussienne de la taille des pores du
filtre. Au cours de l'ultrafiltration, I'eau sort d’abord avec peu de médicament libre puis
'équilibre s’établit. Ainsi, il est nécessaire de recueillir au minimum 50 yL d’ultrafiltrat.
L'effet de concentration des protéines ne perturbe pas la détermination de la
concentration de médicament libre si le volume d’ultrafiltrat recueilli est supérieur a 40 %
du volume initial (Wright et al., 1996). L'évaluation du phénoméne d’adsorption a été
réalisée par l'ultrafiltration de plusieurs solutions aqueuses de DTG. La membrane de
filtration a l'intérieur du dispositif contient des quantités infimes de glycérine (~2 pL).
Cette substance pouvant interférer avec l'analyse, le dispositif doit étre rincé avec de
l'eau déionisée jusqu'a ce qu'aucune interférence ne soit plus remarquée. L'ultrafiltrat
obtenu doit alors avoir la méme concentration que la solution initiale. Le choix a été fait
de rincer le dispositif quatre fois avec 900 pL d’eau en centrifugeant 30 min a 2 000xg a
10 °C. A la suite de ces quatre ringages, le dispositif a été centrifugé a 'envers pendant 5
min & 2 000xg a 10 °C afin d’éliminer I'eau potentiellement restante dans la partie se
situant avant le filtre. Aprés ce pré-conditionnement, 200 pyL de I'échantillon ont été
introduits dans le dispositif et ultracentrifugés pendant 120 min a 2 000xg a 10 °C. Le
pourcentage d’adsorption sur le filtre a été déterminé par le rapport des concentrations

obtenues avant et apres ultracentrifugation. 1l est considéré comme négligeable car
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inférieur a 20 %. La méthode analytique est identique au dosage plasmatique du DTG
total. Seule la gamme d’étalonnage et les ClIQ changent : les points de gamme et les CIQ
utilisés sont préparés a l'aide de plasma vierge dilué a un facteur 200 par de l'eau

déionisée. La courbe de calibration est linéaire entre 0,5 ng/mL et 100 ng/mL.

2.2.3. Mesure des concentrations tissulaires

La mesure des concentrations tissulaires nécessite I'extraction des différentes molécules
d’intérét des différents tissus concernés. Cette étape est réalisée par broyage et
homogénéisation du broyat a l'aide d’'un solvant d’extraction composé d'un mélange
eau/acétonitrile 70/30 v/v selon le principe de I'extraction solide/liquide. Concrétement, un
morceau de tissu, le plus propre possible et avec le moins de contamination sanguine
d'un point de vue macroscopique, est d’abord pesé et mis en contact avec le solvant
précité dans un rapport 1/5 masse du tissu/volume du solvant d’extraction. L’ensemble
est ensuite homogénéisé a l'aide d'un homogénéiseur tissulaire (Minilys®, Bertin
Technologies, France pour les tissus des études sur les souris; BeadBlaster®, Dutscher,
France pour les tissus des études sur les primates non-humains). L’homogénéisation est
réalisée a une vitesse de déplacement de 7 m/s. Dix cycles de 30 s sont réalisés avec
une pause de 2 min entre les cycles. L’homogénat ainsi obtenu est ensuite analysé selon
la méme méthode de dosage que pour la forme totale des médicaments antirétroviraux.
Les limites de quantification, du fait de la dilution initiale lors de la mise en contact du
tissu avec le solvant d’extraction, ont été réévaluées. Elles sont de 5 ng/g, 10 ng/g et
5ng/g pour le TNF, le FTC et le DTG, respectivement. La conversion entre les
concentrations mesurées analytiquement en ng/mL (aprés prise en compte du facteur de
dilution) et les concentrations tissulaires en ng/g a été réalisée en multipliant les
concentrations mesurées par la densité tissulaire propre a chacun des tissus d’intérét.
Les données de densité tissulaire sont disponibles dans une base de données accessible

en ligne (Hasgall et al., 2018).
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3. Etude in vitro des caractéristiqgues de fixation aux

protéines plasmatiques

3.1. Contexte

Comme vu précédemment (Tableau 3), il existe 6 principaux facteurs physico-chimiques
et pharmacocinétiques qui influencent la pénétration tissulaire. Parmi ceux-ci, la liaison
aux protéines plasmatiques est sans doute celui le moins étudié. Méme si ce paramétre
est systématiquement analysé dans les phases précoces du développement d’'un
médicament, soit les caractéristiques ne sont pas publiées et donc disponibles, soit elles

le sont mais rarement dans le détail.

La fraction libre, non fixée aux protéines plasmatiques, étant la seule fraction qui peut
diffuser, ce paramétre n’est déterminant et n’influence la diffusion d’'une molécule que si

le taux de fixation est important.

Concernant les médicaments antirétroviraux étudiés, les deux appartenant a la classe
des INTI sont peu fixés. Le TNF n’est lié aux protéines plasmatiques qu’a hauteur de
0,7% environ et le FTC a hauteur de 4%. Une étude plus approfondie de
caractéristiques de fixation n’est donc pas nécessaire. Ce parameétre pharmacocinétique

n’est pas un facteur pouvant limiter la diffusion de ces deux médicaments antirétroviraux.

En revanche, le DTG est connu pour étre fortement fixé aux protéines plasmatiques, a
hauteur de plus de 99 % (Min et al., 2010), pouvant limiter sa capacité a diffuser. L’étude
des caractéristiques de fixation a chacune des deux principales protéines de fixation au

niveau plasmatique est donc nécessaire.

3.2. Objectif et principaux résultats

L’objectif principal de cette étude in vitro est ainsi d’étendre les connaissances sur les
caractéristiques de fixation du DTG aux protéines plasmatiques dans le but d’évaluer sa
capacité de diffusion. La méme méthodologie a été appliguée a un autre inhibiteur

d’intégrase plus récent, le BIC.

Les liaisons aux protéines plasmatiques, a I'albumine et a I'orosomucoide du DTG et du

BIC ont été mesurées in vitro a I'aide de solutions de plasma vierge humain, d'albumine
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sérigue humaine a 40 g/L ou d’orosomucoide humain a 0,7 g/L, préparées dans un
tampon phosphate salin & pH 7,4. Ces solutions ont été chargées avec du DTG ou du
BIC. Les concentrations variaient de 1 000 & 75 000 ng/mL dans le plasma et de 100 a

75 000 ng/mL dans les solutions d’albumine ou d’orosomucoide.

Les taux observés de fixation aux protéines plasmatiques du DTG et BIC sont d'environ
99 % pour des concentrations eéquivalentes aux concentrations plasmatiques
thérapeutiques décrites. Les deux inhibiteurs de l'intégrase se lient aux deux principales
protéines plasmatiques de liaison connues : principalement a l'albumine et, dans une

moindre mesure, a 'orosomucoide.

Concernant les caractéristiques des sites de fixation a l'albumine pour ces deux
médicaments antirétroviraux, elles sont similaires. Le DTG et le BIC sont liés a deux
classes différentes de sites a I'albumine : un premier avec une forte affinité et un second,

non saturable, avec une faible affinité.

L'influence du pH sur la liaison de I'albumine a également été étudiée. L'étude a été
réalisée dans une solution d’albumine chargée de DTG (800 et 1 600 ng/mL) ou de BIC
(2500 et 5000 ng/mL) a des pH allant de 7,0 & 7,8, donc dans la plage de pH
physiologique du sang artériel allant de 7,38 & 7,44 (Hinderling and Hartmann, 2005).

Une sensibilité au pH de la fixation a I'albumine de ces deux molécules a également été
observée : une diminution de 0,2 unité pH entraine une diminution du taux de fixation du
DTG a l'albumine de 1,7 point, quelle que soit la concentration en DTG (p = 0,4919).
Pour le BIC, leffet du pH est dependant de la concentration totale de BIC: une
diminution de 0,2 unité pH entraine une diminution du taux de fixation du BIC a
lalbumine de 1,8 point pour une concentration totale de BIC de 2 500 ng/mL et de

2,6 points pour une concentration totale de BIC de 5 000 ng/mL (p < 0,0001).

Concernant la liaison a 'orosomucoide, le DTG et le BIC s’y fixent avec une liaison non

linéaire atypique avec une courbe en forme de U.

Cette étude a ainsi permis d’établir les principales caractéristiques de liaison du DTG et

du BIC a l'albumine et a 'orosomucoide.
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3.3. Article 1: Characteristics of Dolutegravir and Bictegravir Plasma
Protein Binding: a First Approach for the Study of Pharmacologic

Sanctuaries

Ci-aprés est présenté l'article publié le 20 octobre 2020 dans le journal Antimicrobial

Agents and Chemotherapy.

GELE Thibaut, GOUGET Héléne, FURLAN Valérie, BECKER Pierre-Hadrien, TABURET
Anne-Marie, LAMBOTTE Olivier et BARRAIL-TRAN Aurélie

Characteristics of Dolutegravir and Bictegravir Plasma Protein Binding: a First Approach
for the Study of Pharmacologic Sanctuaries

Antimicrobial Agents and Chemotherapy 64, n° 11 (2020): e00895-20
https://doi.org/10.1128/AAC.00895-20
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ABSTRACT This study aimed to characterize in vitro dolutegravir (DTG) and bicte-
gravir (BIC) binding. They had a preferential binding to human serum albumin (HSA)
with two classes of albumin sites. Human alpha-1-acid glycoprotein (HAAG) binding
of DTG and BIC showed an atypical nonlinear binding. The low-affinity site on HSA,
the main plasma binding protein, suggests that the high protein binding rate should
not impair passive diffusion.

KEYWORDS bictegravir, dolutegravir, human alpha-1-acid glycoprotein, human
serum albumin, pharmacokinetics, protein binding

olutegravir (DTG) and bictegravir (BIC) are the two most recently marketed human

immunodeficiency virus (HIV) integrase strand transfer inhibitors (INSTIs), which
are part of the preferred first-line treatment option worldwide (1-4). The major obstacle
to a functional cure for HIV infection is the persistence of a latent HIV reservoir. This
residual viral replication results partly from the existence of pharmacological sanctu-
aries largely impenetrable to drugs (5). It is well recognized that the unbound concen-
tration of a drug is considered the active moiety, which is available to cross cell
membranes. However, little is known about the determinants of DTG and BIC binding
on albumin and alpha-1-acid glycoprotein, the two main plasma proteins known to
bind drugs (6).

DTG and BIC protein binding was measured in vitro. Blank human plasma (French
Blood Bank), human serum albumin (HSA; 40 g/liter), or human alpha-1-acid glycopro-
tein (HAAG; 0.7 g/liter) solutions prepared in pH 7.4 phosphate-buffered saline were
spiked with either DTG or BIC. Concentrations ranged from 1,000 to 75,000 ng/ml in
human plasma and from 100 to 75,000 ng/ml in HSA and HAAG solutions.

The influence of pH on HSA binding was studied in HSA solution spiked with DTG
(800 and 1,600 ng/ml) or with BIC (2,500 and 5,000 ng/ml) at pHs ranging from 7.0 to
7.8, including the normal pH range of arterial blood of 7.38 to 7.44 (6).

Bound and unbound drugs were separated by ultrafiltration (Centrifree devices;
Millipore, France). Total and unbound concentrations were determined with a quality
control-validated method based on liquid chromatography-tandem mass spectrometry
as previously described (7). The lower limits of quantification for unbound DTG and BIC
concentration were 0.5 ng/ml and 0.4 ng/ml, respectively. The coefficient of variation
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FIG 1 In vitro unbound fractions in 0.7 g/liter human alpha-1-acid glycoprotein (triangle), 40 g/liter

human serum albumin (cross), and plasma (circle). Gray area depicts the reference therapeutic range (9,
10). (A) Dolutegravir (DTG). (B) Bictegravir (BIC).

for the quality control samples was below 14%. We performed three ultrafiltrations of
aqueous solutions spiked with known amounts of DTG or BIC to ensure that nonspecific
binding to the device was less than 15%.

The binding characteristics of DTG and BIC were determined as previously
described (8).

We used a two-way analysis of variance (ANOVA) to determine if HSA bindings were
affected either by total concentrations or by pH values or even both. Each experiment
was run in triplicate. The data were analyzed with GraphPad Prism (GraphPad Software,
USA). Differences were considered significant if the P value was <0.05.

In the range of the studied concentrations, the human plasma unbound fraction (f,,)
ranged from 0.8% to 2.1% and from 0.6% to 6.7% for DTG and BIC, respectively. They
both showed a nonlinear, concentration-dependent relationship to the total drug
concentration. In the range of therapeutic DTG concentrations (up to 5,000 ng/ml) (9),
DTG f, increased significantly from 0.8 to 1.7% (P < 0.0001) (Fig. 1A). In contrast, in the
range of therapeutic BIC concentrations (up to 10,000 ng/ml) (10), the mean f,, of BIC
remained stable at 0.9% (coefficient of variation [CV], 0.3%; P = 0.0611) (Fig. 1B). DTG
and BIC bound to two classes of albumin sites as follows: one with high affinity and one
nonsaturable with low affinity (Table 1). There is a significant pH effect (P < 0.0001) and
an overall DTG or BIC total concentration effect (P = 0.0081 and P < 0.0001, respec-
tively). In the pH range from 7.0 to 7.8, a 0.2-U decrease in pH led to a 1.7% decrease
in DTG HSA binding, whatever the DTG concentrations (P = 0.4919) (Fig. 2). In contrast,
the pH effect is dependent on BIC total concentrations as follows: a 0.2-U decrease in
pH led to a 1.8% decrease in BIC HSA binding at 2,500 ng/ml and to a 2.6% decrease
at 5,000 ng/ml (P < 0.0001) (Fig. 2).

The HAAG binding ranged from 24.4% to 53.0% and from 6.6% to 64.7% for DTG and
BIC, respectively (Fig. 1). Interestingly, DTG and BIC HAAG binding showed an atypical
nonlinear binding with a U-shaped curve (unbound fraction plotted as a function of BIC
concentration) (Fig. 1). Namely, the f, decreased with the increase in total concentra-
tion up to 2,500 ng/ml and 2,000 ng/ml for DTG and BIC, respectively. Then, it increased

TABLE 1 Dolutegravir and bictegravir human serum albumin binding characteristics

Human serum albumin binding site® DTG BIC
High affinity
K, (103 M) 3,500 4,400
No. (1073) 32 21
Nonsaturable, low affinity
K, (103 M—1) 43 130
No. (1073) 310 210

aK,, association constant; No., number.
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FIG 2 In vitro unbound fractions in a 40 g/liter human serum albumin solution at various pH values
spiked with two concentrations of dolutegravir (DTG) or bictegravir (BIC).

like a typical nonlinear binding. Due to this atypical nonlinear binding behavior, the
DTG and BIC HAAG binding parameters could not be estimated.

We found that DTG and BIC plasma protein bindings are about 99% at therapeutic
concentrations as previously described (10, 11) and that both bind to albumin and to
HAAG to a minor extent, which are known to be the main drug-binding proteins in
plasma (6).

DTG and BIC binding characteristics differ slightly from those of raltegravir, which
was shown to be 76% to 83% bound only to albumin (8). However, they are similar to
other INSTIs, such as elvitegravir (99.4%) (12) or cabotegravir (99.8%) (13).

Both DTG and BIC bound to two classes of albumin sites as follows: one with high
affinity and one nonsaturable with low affinity. DTG and BIC were found to bind to
HAAG with an atypical nonlinear binding with a U-shaped curve as described for
tigecycline (14-17). As both tetracyclines and INSTIs involve chelation of divalent metal
ions, such HAAG binding behavior could probably be explained by metal ion-assisted
positive cooperativity (17). Nevertheless, this atypical HAAG binding behavior did not
influence DTG and BIC total protein binding in total plasma, which is certainly due to
the strong preferential HSA binding.

The observed pH sensitivity of DTG and BIC HSA binding could be explained by
pH-induced conformational changes in albumin (6). Therefore, it may favor diffusion
within the cell as quiescent human peripheral blood mononuclear cells are pH homeo-
static, maintaining an intracellular pH of 7.1 over an extracellular physiological pH of 7.4
(18). Similarly, physiological cerebrospinal fluid pH (7.27 to 7.37) (19) could favor
diffusion across the blood-brain barrier, enabling low concentrations although above
half maximal inhibitory concentration of wild viral strains in this reservoir (20, 21).

Despite the high protein binding rate of DTG and BIC, the two low-affinity observed
sites (on HSA and on HAAG) suggest that passive diffusion should not be impaired in
tissues. Indeed, Greener and colleagues reported a low DTG seminal fluid and rectal
tissue exposure (7% and 17% of blood plasma, respectively) but one that was higher
than the unbound fraction in plasma (22).

In conclusion, our study established the main binding characteristics of DTG and BIC
on HSA and HAAG. The high protein binding rate with low-affinity sites and a pH effect
should not be a limiting factor of the diffusion of both INSTIs. Binding to tissue proteins
remained to be identified in the virological reservoirs.
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4.  Etude préclinique chez le modéle rongeur

4.1. Contexte

A I'image des différentes étapes de développement d’'une nouvelle molécule, et avec un
objectif de visée translationnelle, I'évaluation préclinique est menée dans un premier

temps chez le modéle rongeur.

Le modeéle choisi est la souris BALB/c, parmi les souches murines les plus utilisées avec
la souris C57BL/6 (Johnson, 2022). Ce petit modele animal, la souris (Mus musculus),
permet a moindre codt de réaliser une premiére approche de la capacité de diffusion des

meédicaments antirétroviraux dans de nombreux tissus non accessibles chez 'lHomme.

Par ailleurs, cette étude a été élaborée dans le contexte de développement, par notre
équipe, d’'un nouveau modeéle animal pour I'évaluation de stratégies immunomodulatrices
de la voie PD1/PD-L1, la souche murine BALB/c Rag2™mf"a |L2rg™Micon SjrpaN°Pb Flk2imir
HLA-A2"HD (BRGSF-A2) (Labarthe, 2020). Cette souche comporte différentes mutations
facilitant la réalisation de xénogreffes humaines. Elle peut donc étre humanisée pour le
systeme immunitaire par la transplantation de cellules souches hématopoiétiques CD34+
(Labarthe et al., 2020).

4.2.  Obijectifs et principaux résultats

L’objectif principal est d’évaluer la diffusion des trois molécules d’intérét, administrées

simultanément, dans 12 tissus différents dans un modéle de souris.

Dans le but de valider ce modéle de souris d’'un point de vue pharmacologique pour notre
étude de diffusion tissulaire et pour l'utilisation a d’autres desseins (immunologique et
virologique essentiellement), une premiére sous-étude a consisté a déterminer les
paramétres pharmacocinétiques plasmatiques de la souche BALB/c et des souches
BRGSF-A2, humanisées ou non pour le systéeme immunitaire. La voie orale a été étudiée
dans un objectif de minimisation du stress animal et de leur manipulation. Elle consistait
en 'administration des médicaments via leurs biberons utilisés couramment pour I'accés
a l'eau. La détermination des parametres pharmacocinétiques plasmatiques a montré,
pour les trois médicaments antirétroviraux, une exposition similaire entre les différentes

souches étudiées. Certains paramétres pharmacocinétiques différaient de ceux observés
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chez 'Homme. C’est le cas par exemple de la concentration maximale pour le FTC et le
DTG avec une répercussion sur I'exposition. Néanmoins, pour les trois molécules et pour
les différentes souches étudiées, ces C.an €taient supérieures aux Clgo(-AP) respectives,
ou trés proches pour le FTC et étaient cohérentes avec les données observées chez
'’Homme (Barditch-Crovo et al., 2001; Blum et al., 2007; Min et al., 2010).

Cette premiére sous-étude a ainsi permis de valider pharmacologiquement (posologies et
voies d’administrations) les différentes souches de souris utilisées. La voie orale, par
administration des médicaments antirétroviraux via leurs biberons d’eau, et la souche
BALB/c ont donc été étudiées pour I'évaluation de la diffusion tissulaire en étant confiant

quant a I'extrapolation de ces données chez la souche BRGSF-A2, humanisée ou non.

L’étude de la diffusion dans les tissus a mis en avant deux caractéristiques majeures : la
forte variabilité observée pour un méme tissu entre les différentes molécules et la

variabilité, plus modérée, observée pour une méme molécule entre les différents tissus.

Concernant le premier point, globalement, le TNF et le FTC présentent une capacité de
diffusion supérieure au DTG. En effet, le TNF diffuse suffisamment dans tous les tissus
étudiés pour atteindre des concentrations tissulaires supérieures a la Clgo du TNF. Pour
le FTC, le cerveau est le seul tissu pour lequel les concentrations sont inférieures a la
Clgo du FTC. En revanche, le DTG ne diffuse suffisamment dans aucun tissu et les
concentrations observées sont ainsi toutes inférieures a la Clgo-AP du DTG. Ces données
sont a mettre en paralléle avec le facteur de pénétration tissulaire observé de chaque
médicament antirétroviral. Ce parameétre évalue le ratio des concentrations entre un tissu
donné et le plasma. On retrouve ainsi des facteurs de pénétration tissulaire plus élevés
pour le TNF, supérieurs a 100 % pour tous les tissus a I'exception des poumons et du
cerveau. Pour le FTC, deux tiers des tissus présentent un facteur de pénétration
tissulaire supérieur a 100 %. Enfin, pour le DTG, aucun tissu n’a des concentrations
tissulaires supérieures aux concentrations plasmatiques. Les facteurs de pénétration

tissulaire sont méme tous inférieurs a 25 % concernant cette molécule.

Concernant le second point, une variabilité entre les tissus a été observée. Celle-ci est
modérée pour le DTG avec un coefficient de variation de I'exposition tissulaire de 38 %,
cerveau exclu. Cette variabilité est plus importante pour le FTC (CV =67 %) et encore
plus pour le TNF (CV = 124 %). Cependant, on observe des tendances identiques pour
des tissus appartenant & un méme systéeme. Ainsi, un regroupement des tissus a été

réalisé permettant de classer ces systémes par ordre de décroissance de la Czan du TNF.
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Le tractus digestif avec trois tissus, I'intestin gréle, le caecum et le colon est le systeme
présentant les plus fortes concentrations tissulaires. Viennent ensuite les deux principaux
sites d’élimination, le foie et le rein. Puis, c’est 'ensemble du systéme lymphatique avec
trois tissus, un nceud lymphatique mésentérique, la rate et le thymus. Le groupe suivant
rassemble trois organes non spécifiquement liés 'un a l'autre mais ils n’entraient dans
aucun autre groupe. Il s’agit du pancréas, du tissu adipeux et du poumon. Enfin, le
dernier tissu compose a lui-seul la derniére catégorie, celle pour laquelle ni le FTC, ni le
DTG ne diffusent suffisamment pour atteindre des concentrations supérieures aux

Clgo(-AP) respectives. Ce tissu est le cerveau, sanctuaire pharmacologique attendu.

En conclusion, cette étude a permis la réalisation d’'une premiére cartographie de la
diffusion dans douze tissus de trois meédicaments antirétroviraux administrés
simultanément. Elle a aussi permis la validation pharmacologique d’'un modéle de souris
approprié pour de futures études. Celles-ci pourront étre conduites chez des souris
humanisées pour le systéme immunitaire et infectées par le VIH dans le but d'évaluer les
réponses immuno-virologiques en fonction des concentrations mesurées des

médicaments antirétroviraux dans divers réservoirs et compartiments.

4.3. Article 2: Pharmacokinetics and tissue distribution of tenofovir,

emtricitabine and dolutegravir in mice

Ci-aprés est présenté l'article publié le 12 janvier 2022 dans Journal of Antimicrobial
Chemotherapy.
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Background: Studies of antiretroviral drug (ARV) tissue distribution in preclinical models, such as mice, are key
to understanding viral persistence.

Objectives: To determine the plasma and tissue pharmacokinetics and tissue distributions of tenofovir, emtri-
citabine and dolutegravir in mice.

Methods: ARVs were simultaneously administered to two different strains, and their levels in plasma and tissue
samples were determined by a validated LC-MS/MS method. A non-compartmental analysis was performed to
estimate the main pharmacokinetic parameters. A tissue penetration factor (TPF) was calculated as the ratio of
the concentration in the tissue concerned to that in plasma.

Results: ARV plasma pharmacokinetic parameters in both strains were similar to those estimated in the clinical
context. Tissue concentrations were highest in the digestive tract, followed by the liver and kidneys, lymphatic
system, pancreas, adipose tissue and lungs. Tissue concentrations were lowest in the brain. Triple therapy could
not be considered effective in any of the tissues considered. The TPF values obtained showed that tenofovir dif-
fused widely, especially in the digestive tract, liver and kidneys. Emtricitabine had a TPF above 100% in two-
thirds of the tissues. Dolutegravir was poorly distributed to all tissues.

Conclusions: Drug specificity was observed, with higher levels of exposure to tenofovir than to emtricitabine or
dolutegravir. Tissue specificity was also observed, with strong penetration of the digestive tract and weak pene-
tration of the brain. These data have important implications for future preclinical and clinical studies for devel-
oping new HIV therapies with the goal of an HIV cure.

Introduction

HIV infection can be controlled, but not cured, with optimal anti-
retroviral drug (ARV) therapy.! Despite potent ART, and plasma
HIV-RNA levels below the limit of quantification, HIV can con-
tinue to replicate and replenish the viral reservoir.? One main hy-
pothesis is a limited drug penetration in these reservoirs, leading
to subtherapeutic concentrations.® Therefore, achieving optimal
tissue distribution and cellular pharmacokinetics of ARVs is a pre-
requisite for full control of the virus, elimination of the viral res-
ervoir and, ultimately, the cure of HIV infection.

The mapping of ARV distribution requires access to tissues,
fluids and cells. In the clinical context, some of these virological

reservoirs are difficult or impossible to access. The use of animal
models is, therefore, essential to improve our knowledge of ARV
pharmacokinetics. Non-human primate models are among the
most frequently used, owing to the origin of HIV and the phylo-
genetic proximity of simian immunodeficiency virus (SIV) to HIV.*
However, these animals must be used sparingly and are very ex-
pensive, and therefore alternative models have been developed.
Studies in humanized mouse models have improved our under-
standing of the specificity of human immune responses to
pathogens, including HIV, and now constitute a translational
bridge between fundamental research and clinical applica-
tions.>® They have the advantage of being able to be infected
with HIV, and not a chimeric or simian virus, allowing observation

© The Author(s) 2022. Published by Oxford University Press on behalf of British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
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in conditions as close as possible to those in humans. Humanized
mouse models are also increasingly used as preclinical models
for evaluating new therapeutic agents for the cure or post-
treatment control of HIV infection. As a prerequisite for further
pharmacokinetic/pharmacodynamic (PK/PD) studies, we devel-
oped a mouse pharmacokinetic model using three ARVs (tenofo-
vir disoproxil fumarate, emtricitabine and dolutegravir) that were
selected based on their preferred use as first-line treatments
worldwide.”1°

This study in mice had two main objectives: (i) to estimate
and compare the plasma pharmacokinetic parameters of the
three ARVs administered via two different routes and in different
mouse strains, including humanized mice, in order to validate
our models as providing a degree of plasma exposure similar
to that in humans; and (i) to study the steady-state tissue con-
centrations of these ARVs administered simultaneously in a wild-
type murine model.

Methods

Animals

Two different strains of mice were used: wild-type BALB/c and the BALB/c
Rag2'™"e [ 2rg'™1Ca" SirpaNOP Flk2'™ MM HLA-A2MMD (BRGSF-A2) strain,
which carries multiple mutations in a BALB/c background to facilitate
the acceptance of human xenografts.'**> Only female animals (which
are more likely to be used for human xenograft transplantation) were
used in this study. BRGSF-A2 mice were used either without manipulation
(i.e. without human xenografts) or as ‘human immune system’ (HIS)
mice after the transplantation of CD34% human haematopoietic stem
cells."® Mice were housed in stable groups of compatible individuals at
the University Paris-Saclay facility, and were provided with access to
food and followed light/dark cycles. The experiments performed on
BRGSF-A2 mice and BALB/c animals as a control were approved by the
local animal care and use committee (Ethics Committee, CEA Life
Science Division (CETEA-CEA DSV IdF CEEA 044), Paris, France) and
authorized by the French Ministry of Education and Research (reference:
APAFIS #9405 & #9382).

Formulation of antiretroviral drugs

The combined antiretroviral therapy consisted of a three-drug regimen
based on tenofovir disoproxil fumarate, emtricitabine and dolutegravir.
ARV doses selected to approximate the human equivalent dose'® were
tested in previous studies (data not shown) and then adapted to obtain
an exposure closed to human. Two different routes of administration
were compared: intraperitoneal (IP) and oral.

The solution for IP administration was prepared by dissolving tenofo-
vir disoproxil fumarate, emtricitabine and dolutegravir in sterile water
with parenteral-grade Kleptose HPB (Roquette Pharma, France), as previ-
ously described,'” to increase the solubility and the stability of the
molecules.*®

The solution for oral administration was prepared in a fashion similar
to the IP formulation and then mixed with a sweetened water gel sus-
pension, MediDrop Sucralose (ClearH20, Westbrook, ME, USA).
MediDrop Sucralose is an oral formulation for facilitating the delivery of
drugs via water dispensers.

Single dose plasma pharmacokinetic study

Three mouse strains and two routes of administration were studied in a
single dose pharmacokinetic study.

A single IP injection of tenofovir disoproxil fumarate (5.1 mg/kg), em-
tricitabine (40.0 mg/kg) and dolutegravir (2.5 mg/kg) was administered

to each of five BALB/c mice, five BRGSF-A2 mice and five HIS-BRGSF-A2
mice.

An oral formulation of tenofovir disoproxil fumarate (47.7 mg/kg),
emtricitabine (188.0 mg/kg) and dolutegravir (12.6 mg/kg) was adminis-
tered for 24 h via water bottles to 23 BALB/c mice. The concentrations of
oral formulation were calculated based on the average daily volume of
5 mL ingested by a mouse.

Blood samples (200 ulL) were collected from the anterior facial vein O
(oral route), 1, 2, 4, 6 and 24 h after the injection or after the end of oral
treatment. For the IP injection study, one mouse of each group was
sampled at each timepoint. For oral administration, four mice were
sampled at T=0h and T=4 h and five mice were sampled at the other
timepoints.

Blood samples were centrifuged at 4000 g for 10 min at +4°C, and
plasma samples were collected and stored at -80°C until analysis.

Steady-state tissue pharmacokinetic study

The oral formulation was administered to 25 BALB/c mice for 7 days via
water bottles. One bottle per cage was provided ad libitum for the 7 days
of administration. Five mice were euthanized by carbon dioxide inhal-
ation as recommended by the European guidelines for welfare and eu-
thanasia of small rodents at each timepoint: 0, 2, 4, 6 and 24 h after
the end of treatment. Blood samples were collected at the first time-
point, and tissues, including the digestive tract (small intestine, caecum
and colon), two elimination sites (liver and kidneys), the lymphatic sys-
tem (mesenteric lymph nodes, spleen and thymus), three other tissues
(pancreas, adipose tissue and lungs) and one expected sanctuary (brain)
were collected at each timepoint. Blood samples were centrifuged at
4000 g for 10 min at +4°C and plasma samples were collected and
stored at -80°C until analysis. Given the high proportions of the drug
found in the faeces, especially for dolutegravir (96.7%),' gastrointestinal
tract tissue samples were first rinsed with Hank’s balanced salt solution
and 2% fetal bovine serum. Tissues were snap-frozen and stored at -80°
C until analysis.

Drug assays

The tenofovir, emtricitabine and dolutegravir concentrations of plasma
samples were measured simultaneously by a LC-MS/MS method, as pre-
viously described.?°

The tissues were thawed, weighed, mixed (1:5 w:v) with an aceto-
nitrile:water (70:30 v:v) mixture and homogenized with a tissue hom-
ogenizer (7 m/s, 10 cycles of 30s with 2 min of rest between each
cycle, Minilys®, Bertin Technologies, France). They were then analysed
by the same LC-MS/MS method, adapted to tissue.

Pharmacokinetic and statistical analysis

A non-compartmental analysis was performed with Phoenix WinNonlin
8.1 (Certara, Princeton, NJ, USA) to estimate the pharmacokinetic para-
meters. For the tissue pharmacokinetic study, the pharmacokinetic para-
meters were calculated on the median of the concentrations obtained at
each timepoint.

The maximal concentration (Cmnex) and the concentration 24 hours
post-dose (C4n) were determined by observation. The areas under the
curve (AUC) were estimated by the linear-up log-down trapezoidal meth-
od until 24 h post-dose (AUCo_.241). The half-life (ts,) of the drug was es-
timated according to the formula t,,=0.693/Az where Az is the
elimination rate constant derived from the terminal slope of the log con-
centration versus time curve.

Plasma and tissue C4n were compared with wild-type HIV-1 90% in-
hibitory concentrations (ICgo) for tenofovir (2.98 ng/mL)21 and for emtri-
citabine (51 ng/mL).22 For dolutegravir, protein-adjusted ICqq (PA-ICoo=
64 ng/mL)?* has been used as a commonly used and accepted
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comparative parameter without knowing whether tissue binding of these
drugs is the same as plasma protein binding. A tissue penetration factor
(TPF) was calculated to estimate and compare antiretroviral drug pene-
tration. TPF was calculated as the ratio of the tissue concentration of the
drug to its concentration in the plasma after the conversion of tissue con-
centrations to nanograms per millilitre with a tissue density database.

All statistical analyses were performed with GraphPad Prism (version
9.0.0 for Windows, GraphPad Software). A Kruskal-Wallis test was per-
formed with Dunn’s multiple comparison test, to compare the TPFs for
the three ARVs. Values of P< 0.05 were considered statistically significant.

All numerical variables are expressed as medians and ranges unless
otherwise indicated.

Results

Plasma pharmacokinetics, according to the route of
administration and mouse strain

Plots of concentration against time and pharmacokinetic para-
meters are shown in Figure 1 and Table 1, respectively. After IP
injection, the pharmacokinetic parameters were in the same
range of magnitude whatever the mouse strain. Interestingly,
after stopping the 24 h drug administration via drinking water,
C,4n and exposures were also in the same range of magnitude
as those for the IP route of administration.

For tenofovir and dolutegravir, all Cy41, values were above the
ICqp or PA-ICq, respectively. For emtricitabine, C,4h values were
close to the ICq (Figure 1).

Half-lives were short, ranging from 5.4-11.9 h for tenofovir,
from 2.8-5.9 h for emtricitabine and from 5.1-10.8 h for dolute-
gravir (Table 1).

Tissue exposure and distribution

The relative concentrations of the three ARVs as a function of
time in the various systems after repeated oral administration
are shown in Figure 2. Whatever the ARV, exposure levels in
the brain were well below those in other tissues. For tenofovir,

AUCo_24n was 52ngh/g in the brain, whereas it ranged
from 1750 to 289579 ng-h/g in the other tissues. Similarly,
for emtricitabine, it was 1246 ng-h/g in brain, versus 5762 to
62282 ng-h/g in other tissues, and for dolutegravir, it was
694 ng-h/g in the brain, versus 4743 to 16416 ng-h/g in other
tissues.

The pharmacokinetic profiles for dolutegravir revealed little
variability between tissues, with the exception of the brain [ex-
cluding the brain, the coefficient of variation (CV) of the
AUCo_24n Was 38%]. Greater variability of exposure was ob-
served for emtricitabine (CV=67%, brain excluded) and for teno-
fovir (CV=124%, brain excluded).

Tissue half-lives ranged from 9.0-63.9 h for tenofovir, from
4.6-19.0 h for emtricitabine and from 4.4-6.8 h for dolutegravir.
Half-lives were longer than those obtained for plasma in the sin-
gle oral dose study for some tissues, for tenofovir (colon, pan-
creas, lymph node, spleen and adipose tissue) and for
emtricitabine (small intestine and adipose tissue). Conversely,
dolutegravir tissue half-lives were similar to dolutegravir plasma
half-lives, for all tissues.

The 24 h post-dose tissue concentrations (Cy4p) of the three
drugs are grouped by system, in decreasing order of Cy4p, in
Figure 3(a): first the digestive tract [tenofovir, 3936 (766-9518)
ng/g; emtricitabine, 282 (82-1116) ng/g; dolutegravir, 30 (9-
355) ng/q], followed by the two elimination sites, the liver and
kidneys [tenofovir, 1470 (1189-2426) ng/g; emtricitabine, 157
(70-615) ng/g; dolutegravir, 39 (26-96) ng/g], then the lymphatic
system [tenofovir, 78 (54-337) ng/g; emtricitabine, 147 (79-186)
ng/g; dolutegravir, 28 (18-51) ng/g] and other tissues, such as
the pancreas, adipose tissue and lungs [tenofovir, 71 (20-705)
ng/g; emtricitabine, 67 (44-316) ng/g; dolutegravir, 28 (22-78)
ng/ql. Finally, the brain, as expected, was a sanctuary [tenofovir,
5 (4-7) ng/g; emtricitabine, 8 (7-22) ng/g; dolutegravir, 5 (3-6)
ng/qg]. Concentrations were above the corresponding ICs in all tis-
sues for tenofovir, in all tissues except the brain for emtricitabine,
and in none of the tissues for dolutegravir (Figure 3a).
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Figure 1. Plasma concentrations over time for tenofovir (a), emtricitabine (b) and dolutegravir (c), following a single administration. Results are
shown as the median (range). IP, intraperitoneal route, one mouse sampled per timepoint (n=5). PO, oral route, four or five mice sampled per time-
point (n=23). IC907ys, wild-type HIV-1 90% inhibitory concentration for tenofovir. IC90grc, wild-type HIV-1 90% inhibitory concentration for emtri-
citabine. PA-IC90prc, wild-type HIV-1 protein-adjusted 90% inhibitory concentration for dolutegravir. This figure appears in colour in the online version

of JAC and in black and white in the print version of JAC.
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The tissue penetration factors are shown in Figure 3(b). They
ranged from 6.3% to 17 920.6% for tenofovir, 6.3% to 531.5% for
emtricitabine and 0.8% to 24.0% for dolutegravir. The TPFs for
tenofovir and emtricitabine were not significantly different (P=
0.5251). These two drugs were found to diffuse widely, particu-
larly in certain tissues, such as the digestive tract, the two elim-
ination sites and the pancreas. The TPFs obtained for tenofovir
exceeded 100% in all tissues except the lung and brain.
Emtricitabine had a TPF above 100% in two-thirds of the tissues
studied. The TPFs obtained for dolutegravir were significantly
lower than those for the other two ARVs (P< 0.0001 versus teno-
fovir and P=0.0124 versus emtricitabine). With TPFs below 100%
for all the tissues studied, dolutegravir was considered to have a
low penetration capacity.

Discussion

In this study in wild-type (BALB/c) and genetically modified
(BRGSF-A2) mice, we demonstrated that it was possible to ad-
minister several antiretroviral drugs simultaneously and easily
at doses providing an exposure similar to that observed in hu-
mans treated at the therapeutic doses.?*?>¢ In the wild-type
BALB/c mouse model, we were able to characterize the tissue ex-
posure and penetration of three ARVs: tenofovir, emtricitabine
and dolutegravir. In mouse studies, the effect of ARVs is often
evaluated only in terms of the decrease in plasma viral load
and the restoration of CD4* T-cell counts,?”-?® with only a few
studies reporting validated pharmacological — data.?**°
Interestingly, the pharmacokinetic parameters of the three
ARVs studied were similar in the three mouse models studied
here, including HIS mice. We found that ARV concentrations dif-
fered between the tissues studied, and between the three ARVs
studied, with possible immunovirological consequences.

The establishment of a mouse model of long-term ARV
administration was challenging. We first had to develop a

pharmaceutical formulation for the simultaneous administration
of the three chosen ARVs and we then had to characterize the
single-dose pharmacokinetics of the three selected drugs. The
oral route, with administration via bottles of drinking water,
has the advantage of allowing mid- or long-term study and
does not require manipulation of the animal, thus reducing the
stress experienced by the animal and the possible exposure of
experimenters to biohazards; it also requires no physico-
chemical adjustment. The use of the oral route resulted in low-
er maximal concentrations than administration by the IP route,
with no change to the AUC, and, thus, exposure, and no
decrease in trough concentrations. All the main parameters
for all three ARVs were in the same range of magnitude, con-
sistent with human parameters, regardless of the route of
administration,?*:2%:26

Having demonstrated that pharmacokinetic parameters after
oral administration via drinking water were similar to those ob-
tained by IP injection, we administered ARVs via drinking water
provided ad libitum, for repeated administration for the tissue
distribution study conducted in BALB/c mice. Few previous stud-
ies have described the tissue distributions of ARVs, and most of
these studies focused on specific tissues, such as the lymphoid
tissues,®! brain,*? or genital tract and rectal tissue.® This is, to
our knowledge, the first description of the distribution of a first-
line treatment option worldwide administered simultaneously in
several different tissues.

We found that pharmacokinetics differed considerably be-
tween tissues and between ARVs. Interestingly, the half-lives
were longer for tenofovir and emtricitabine in some tissues.
Few previously reported tissue half-lives are available. One study
reported longer half-lives in vaginal and colon tissues than in
plasma for tenofovir,** which is consistent with our data. A
strong tissue binding of the ARVs concerned in these tissues, a
link with the different phosphorylation steps necessary for these
nucleos(t)ide reverse transcriptase inhibitors or an affinity for any

Table 1. Pharmacokinetic parameters of tenofovir, emtricitabine and dolutegravir after intraperitoneal and oral administration

Route of administration - mouse strain Crnax (ng/mL) Ca4n (ng/mL) AUCo_24n (Ng-h/mL) ty, (h)
Tenofovir
IP—BALB/c 995 26 4008 5.7
IP—BRGSF-A2 2064 42 6103 8.1
[P—HIS-BRGSF-A2 2323 26 5810 5.4
PO—BALB/c, median (range) 334 (209-3674) 30 (17-94) 6977 119
Emtricitabine
IP—BALB/c 42566 16 56690 3.0
IP—BRGSF-A2 81277 35 84510 5.9
[P—HIS-BRGSF-A2 73899 13 91960 2.8
PO—BALB/c, median (range) 6334 (3232-8859) 45 (5-153) 86366 5.6
Dolutegravir
IP—BALB/c 89 445 5530 592091 1.2
IP—BRGSF-A2 62072 1121 292872 59
[P—HIS-BRGSF-A2 57457 2913 239590 10.8
PO—BALB/c, median (range) 50471 (42376-59314) 807 (472-1785) 824601 5.1

IP, intraperitoneal route, one mouse sampled per timepoint (n=5). PO, oral route, four or five mice sampled per timepoint (n=23). Crhax, Maximal
concentration. Cy4p, 24 h post-dose concentration. AUCo_24n, area under the curve until 24 h post-dose. ty,, half-life.
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Figure 2. Changes in tissue concentrations over time for tenofovir (a), emtricitabine (b) and dolutegravir (c) at steady-state after oral administration
in BALB/c mice. Results are shown as the median (range) for five mice per tissue, except for the lymph nodes (n=1) and thymus (n=2). This figure
appears in colour in the online version of JAC and in black and white in the print version of JAC.

influx transporter are part of our hypotheses. Concerning the
24 h post-dose concentrations, this variability between tissues
was decreased by grouping tissues by system. Cy4n were the
highest in the digestive tract. For the selected dose regimen, te-
nofovir and emtricitabine concentrations were of a similar order
of magnitude to those reported for the ileum, duodenum or rec-
tum in humans.?!**3*¢ Pharmacokinetic parameters for dolute-
gravir have been reported for human colorectal tissue and
were similar to those obtained in our murine model.*?
Furthermore, the tissue penetration factors of the three drugs
studied in the digestive tract were close to that in humans.*!
Despite this high degree of tissue penetration for dolutegravir, di-
gestive tract concentrations remained below PA-ICqp.

The kidneys and liver, the elimination sites studied, were the
tissues with the second-highest level of exposure, potentially re-
flecting their high degree of vascularization. Moreover, tenofovir
is eliminated principally via the proximal tubules of the kidney.
Both influx (SLC22A6, SLC22A8) and efflux (ABCC4, ABCC10)
transporters are therefore believed to play a role in long-term
kidney toxicity, due to the accumulation of tenofovir in the prox-
imal tubule cells.>” Renal elimination levels were high for emtri-
citabine (86%),>® and low for dolutegravir (<1%).3° This finding is
consistent with the observed concentrations of tenofovir and
emtricitabine above the corresponding ICqo values and dolute-
gravir concentrations below the PA-ICqq for the kidney.

The lymphatic system, including the lymph nodes, spleen and
thymus, and various other tissues, including the pancreas, adi-
pose tissue and lungs, presented similar levels of exposure to
the three ARVs studied. Very similar concentrations of tenofovir,
emtricitabine,“*® and dolutegravir*! were observed in the lymph
nodes. The relatively poor distribution of these drugs in the adi-
pose tissue may be partly explained by the hydrophilic nature
of the two nucleos(t)ide reverse transcriptase inhibitors.
Interestingly, the lungs were the only organ other than the brain

for which the tissue penetration factor was below 100% for all
three ARVs. Overall, exposure to tenofovir and emtricitabine
was sufficient, with concentrations above the corresponding
ICq values, but insufficient for dolutegravir, with trough concen-
trations below the PA-ICqyq in all tissues tested.

The brain, which is an expected pharmacological sanctuary,
had the lowest level of exposure, with only tenofovir reaching
concentrations above the ICq. The tissue penetration factors ob-
tained were similar to those reported in a post-mortem study on
humans.?? The poor distribution of these drugs to the brain can
be accounted for by the intrinsic properties of brain tissues.
Indeed, the blood-brain barrier can limit the diffusion of ARVs
into the brain. Moreover, there is a high density of efflux proteins
at the blood-brain barrier. For example, dolutegravir is a sub-
strate for the efflux transporters ABCB1 and ABCG2, both of
which are present at the blood-brain barrier.*? In addition, the
high plasma protein binding rate of dolutegravir may limit its
diffusion.

Our animal model made it possible to compare the tissue dis-
tributions of the three ARVs, which we were able to classify on
the basis of diffusion capacity. Tenofovir and emtricitabine had
the highest diffusion capacity, followed by dolutegravir, for which
all tissue concentrations were below plasma concentrations.
These differences can be explained by the physicochemical
and pharmacokinetic differences between these ARVs. For ex-
ample, tenofovir and emtricitabine have lower molecular
weights and are less bound to plasma proteins.>®*3 In contrast,
dolutegravir displays a high rate of binding to plasma proteins
and is a substrate of ubiquitous efflux transporters.*#** This
may explain why tissue levels of dolutegravir were <25% of
the levels in plasma, regardless of the tissue explored.
Importantly, none of the 12 tissues studied could be considered
to be subject to effective triple therapy. These data raise con-
cerns about virological persistence in these tissue reservoirs.
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Figure 3. 24 h post-dose tissue concentrations (a) and tissue penetration factors (b) for tenofovir, emtricitabine and dolutegravir in various tissues of
BALB/c mice. Results are shown as the median (range) for five mice per tissue, except for the lymph nodes (n=1) and thymus (n=2). PA-IC90pre,
wild-type HIV-1 protein-adjusted 90% inhibitory concentration for dolutegravir (DTG). IC90grc, wild-type HIV-1 90% inhibitory concentration for em-
tricitabine (FTC). IC90myg, wild-type HIV-1 90% inhibitory concentration for tenofovir (TNF). This figure appears in colour in the online version of JAC and

in black and white in the print version of JAC.

This study has a number of limitations. First, oral administra-
tion via freely available drinking water results in uncertainties
concerning the amount of drug ingested. However, mice are
known to drink overnight, leading to a steady-state concentra-
tion with a Cax in the morning and a trough at the end of the
day. Our data are consistent with this model, as trough concen-
trations were higher than the ICqq in plasma and consistent
with human data. We can, therefore, conclude that such admin-
istration is safe and convenient for a steady-state PK/PD model
in  humanized mice. Second, the active forms, tenofovir
5’-diphosphate and emtricitabine 5’-triphosphate, were not as-
sayed. Nevertheless, tenofovir disoproxil fumarate and emtricita-
bine, which reached high concentrations in some tissues, would
be expected to be phosphorylated to produce the active moiety,
provided that kinase activities are not a limiting factor. Third, tis-
sue diffusion was studied in less costly BALB/c mice. It remains
unclear what effect humanization and different immunological
surroundings would have on diffusion. Nevertheless, we ob-
tained ARV plasma pharmacokinetic parameters of the same or-
der of magnitude for all mouse strains tested.

In conclusion, we have developed an appropriate mouse
model for further PK/PD studies in HIV-infected humanized
mice with the goal of evaluating immunovirological responses

as a function of drug concentration in various reservoirs and
compartments. For a more accurate assessment of the impact
on viral latency, we would need to determine intracellular anti-
retroviral drug concentrations. These data have important impli-
cations for future preclinical and clinical studies for the
development of new HIV therapies towards an HIV cure.
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5. Etudes précliniques chez le modele primate non-

humain

5.1. Contexte

Aprés la validation pharmacologique et I'étude de la diffusion tissulaire réalisées chez un
petit modeéle animal, le modele rongeur, ces mémes études sont nécessaires chez un
modeéle animal plus grand et plus proche de 'Homme : le primate non-humain. En effet,
dans ce modeéle plus grand, certaines parties d’'un tissu spécifique peuvent alors étre
étudiées séparément, permettant I'obtention d’'une cartographie plus fine. C'est le cas par
exemple au niveau du tractus digestif ou les différentes parties de l'intestin gréle peuvent
étre étudiées séparément. De plus certains tissus trop petits chez le modeéle rongeur, a

fortiori chez la souris pourront étre étudiés. C’est le cas des tonsilles par exemple.

Cette étude préclinique se place dans un contexte de développement d’'un modéle
primate non-humain chroniquement infecté par le SIV et traité pendant 24 mois avec la
combinaison antirétrovirale étudiée. Cette ressource, appelée SIVART et financée par
I'ANRS | MIE est accessible a la communauté scientifique pour I'étude des réservoirs
viraux, des sanctuaires pharmacologiques et des stratégies de preuve de concept de
guérison. SIVART est un groupe de 18 primates non-humains (Desjardins et al., 2016).

L’étude de la diffusion tissulaire chez le macaque cynomolgus (Macaca fascicularis)
comporte les deux mémes étapes que chez la souris. La premiére étape est une étude
plasmatique de validation des voies d’administration et des posologies associées. La
deuxieme étape est une étude au niveau tissulaire des concentrations des trois

médicaments antirétroviraux.

5.2. Etude pharmacocinétique plasmatique

5.2.1. Objectif et principaux résultats

Le but de cette premiére étude chez le PNH est de valider pharmacologiquement un
modeéle chroniquement infecté par la souche pathogéne SIVmac251 et traité au long

terme avec les trois médicaments antirétroviraux étudiés.
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Une premiere sous-étude pharmacocinétique a dose unique de TDF, FTC et DTG chez
treize macaques non infectés a d'abord été menée pour comparer les voies et
déterminer, sur la base des paramétres pharmacocinétiques, la voie d'administration la
plus appropriée (n = 2 pour la voie orale, n = 7 pour la voie SC et n =4 pour la voie V).
Puis, dans une seconde sous-étude, douze macaques infectés chroniquement par la
souche pathogene SIVmac251 ont été traités avec ces trois mémes médicaments
antirétroviraux pendant au moins 2 ans. Un suivi thérapeutique pharmacologique a été
réalisé et l'efficacité virologique ainsi que la sécurité ont été évaluées tout au long de

I'étude.

Pour I'étude pharmacocinétique a dose unique, les concentrations plasmatiques 24 h
apres lI'administration étaient supérieures a la Clgy chez tous les macaques, a l'exception
du FTC chez trois macaques parmi les sept traités par voie SC. Pour ceux-ci, les
concentrations étaient néanmoins proches de la Clgy du FTC. L'administration de la
combinaison antirétrovirale par voie SC a permis dobtenir des concentrations
plasmatiques cohérentes aux données humaines, avec de plus faibles variabilités
interindividuelles par rapport a la voie orale. Cette voie d’administration a donc été
choisie pour le traitement au long terme des macaques chroniquement infectés par la
souche SIVmac251.

Au cours du suivi dau moins deux ans, les données pharmacologiques étaient
cohérentes avec les données observées chez I'Homme avec des variabilités inter et intra-
individuelles faibles. Une efficacité virologique rapide et soutenue a également été

observée chez les macaques avec un bon profil de tolérance.

Dans I'ensemble, le modéle de PNH chroniquement infecté et traité avec la combinaison
de médicaments antirétroviraux TDF, FTC et DTG sur une période de deux ans est un
modele approprié pour étudier la question des sanctuaires pharmacologiques dans

I'infection par le VIH et pour explorer des stratégies d’éradication ou de guérison du VIH.
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Abstract: The development of animal models undergoing long-term antiretroviral treatment (ART)
makes it possible to understand a number of immunological, virological, and pharmacological is-
sues, key factors in the management of HIV infection. We aimed to pharmacologically validate a
non-human primate (NHP) model treated in the long term with antiretroviral drugs after infection
with the pathogenic SIVmac251 strain. A single-dose pharmacokinetic study of tenofovir disoproxil
fumarate, emtricitabine, and dolutegravir was first conducted on 13 non-infected macaques to com-
pare three different routes of administration. Then, 12 simian immunodeficiency virus (SIV)-in-
fected (SIV*) macaques were treated with the same regimen for two years. Drug monitoring, viro-
logical efficacy, and safety were evaluated throughout the study. For the single-dose pharmacoki-
netic study, 24-h post-dose plasma concentrations for all macaques were above or close to 90% in-
hibitory concentrations and consistent with human data. During the two-year follow-up, the phar-
macological data were consistent with those observed in humans, with low inter- and intra-individ-
ual variability. Rapid and sustained virological efficacy was observed for all macaques, with a good
safety profile. Overall, our SIV* NHP model treated with the ART combination over a two-year
period is suitable for investigating the question of pharmacological sanctuaries in HIV infection and
exploring strategies for an HIV cure.

Keywords: tenofovir/emtricitabine/dolutegravir; pharmacokinetics; long-term treatment;
non-human primate

1. Introduction

In the management of people living with HIV (PLWHIV), current antiretroviral treat-
ment (ART) is effective in achieving and maintaining undetectable plasma HIV-RNA lev-
els [1]. However, it does not eradicate the virus from reservoirs [2]. Among the factors of
viral persistence is the presence of long-lived cells harbouring replication-competent HIV
in a latent state coupled with insufficient tissular diffusion of current antiretroviral drugs
(ARVs), leading to subtherapeutic concentrations and the establishment of pharmacolog-
ical sanctuaries [3-6]. A better understanding of the mechanisms of HIV persistence is
crucial for the optimisation of strategies to achieve an HIV cure [7]. Studies to investigate
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determinants of HIV reservoirs, such as the distribution of antiretroviral drugs in tissues
or immunological responses, require access to tissues and cells [8-10].

Animal models are critical for tissue-based studies. Non-human primates (NHPs) can
be infected with the pathogenic simian immunodeficiency virus (SIV), which recapitulates
many of the characteristics of HIV infection and AIDS in humans [11,12]. The use of this
animal model over the last several decades has allowed a better understanding of the dis-
ease [13]. Comparisons of the results obtained in NHP models with those observed in
human studies will lead to further improvement in our scientific knowledge [14-16], es-
pecially for the development of therapeutic strategies towards an HIV cure.

Access to NHP models that show plasma exposure similar to that in humans and
robust suppression of viremia is a prerequisite for understanding the mechanisms of viral
persistence under suppressive ART. We selected tenofovir (TNF) disoproxil fumarate
(TDF), emtricitabine (FTC), and dolutegravir (DTG), as they are among the preferred first-
line treatment options worldwide [17-20].

This study had two main objectives: (1) to estimate and compare plasma pharmaco-
kinetic (PK) parameters of the three ARVs administrated by three different routes of ad-
ministration to determine whether the selected doses result in plasma exposure equiva-
lent to that observed in humans and (2) to determine the systemic levels of ARV drugs in
our SIV-infected (SIV+) NHP model on long-term ART.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

Cynomolgus macaques (Macaca fascicularis) were imported from Mauritius and
housed at the IDMIT animal facility at the Commissariat a I'Energie Atomique et aux En-
ergies Alternatives (CEA, Fontenay-aux-Roses, France). All NHP studies at the CEA are
conducted in accordance with French National Regulations under the supervision of Na-
tional Veterinary Inspectors (CEA accreditation number D92-032-02). The CEA complies
with the Standards for Human Care and Use of Laboratory Animals of the Office for La-
boratory Animal Welfare (OLAW, Bethesda, MD, USA) under OLAW Assurance number
#A5826-01. All experimental procedures were conducted according to European Directive
2010/63 (Recommendation number 9). The study was approved by the ethics committee
“Comité d’éthique en expérimentation animale dn°44” and the French Ministry of Educa-
tion and Research under reference APAFIS#2453-2015102713323361.

Two groups of macaques were used in this study: 13 non-infected macaques and 12
macaques infected with the pathogenic SIVmac251 strain.

2.2. Antiretroviral Drug Formulations

The combined antiretroviral therapy (cART) consisted of a three-drug regimen com-
prised of TDF, FTC, and DTG. Three different routes of administration were compared:
oral (PO), subcutaneous (SC), and intravenous (IV).

Treatment for the PO route was prepared by crushing commercially available 300 mg
TDF and 50 mg DTG tablets and opening commercially available 200 mg FTC capsules
and resuspending the powder in the flavoured oral suspending vehicle Ora-Blend (Per-
rigo Company plc, Allegan, MI, USA).

Solutions for the SC and IV routes were prepared by dissolving TDF, FTC, and DTG
in sterile water using parenteral grade Kleptose HPB (Roquette Pharma, Lestrem, France),
as previously described [21], to enhance the solubility and stability of the molecules.

2.3. Single-Dose Antiretroviral Drug Plasma Pharmacokinetic Study

To compare the pharmacokinetic parameters, 13 non-infected male cynomolgus ma-
caques were assigned to three groups according to the route of administration. ARV doses
were selected to approximate the human equivalent dose [22]. The oral formulation of
TDF (44 mg/kg), FTC (50 mg/kg), and DTG (20 mg/kg) was administered once by gavage
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to two cynomolgus macaques. A single SC or IV injection of TDF (5.1 mg/kg), FTC (40.0
mg/kg), and DTG (2.5 mg/kg) was administered to seven and four cynomolgus macaques,
respectively.

2.4. Repeated Antiretroviral Doses in Long-Term ART-Treated SIV-Infected NHP

To investigate the long-term administration of ARVs, 12 cynomolgus macaques were
inoculated by the intravenous route with 1000 50% animal infectious doses (AID50) of
cell-free SIVmac251 (kindly provided by A.M. Aubertin, Université Louis Pasteur, Stras-
bourg, France). The pathogenicity of this strain without antiretroviral treatment has al-
ready been shown, hence the absence of a control group [23].

The treatment was initiated 17 weeks post-infection, during the chronic phase of in-
fection, for all NHPs [23]. Infected animals were assigned into two groups according to
the route of ART administration at the time of initiation: six animals treated by the SC
route and six animals by the PO route for the first eight weeks. For the PO route, ART was
administered using an oral formulation of TDF (30 mg/kg), FTC (40 mg/kg), and DTG (20
mg/kg). For the SC route, the doses were 5.1/40.0/2.5 mg/kg for TDF/FTC/DTG, respec-
tively. After eight weeks, all macaques were treated by the SC route for two years (Figure
S1).

2.5. Blood Samples and Antiretroviral Drug Assays

For the single-dose pharmacokinetic study, blood samples were collected 0.25 (only
for IV injection), 1, 2, 4, 6, and 24 h after ART administration.

For the long-term study, blood samples were collected just before ART administra-
tion and on days 1, 3, 8, 15, 21, 28, 43, and 58 and then every one or two months up to two
years after treatment initiation. All animals were euthanised at the last sample time.

Blood samples were centrifuged at 4000x g for 10 min at +4 °C and the resulting
plasma samples collected and stored at 80 °C until analysis. The concentrations of TNF,
FTC, and DTG were measured simultaneously in plasma samples using an LC-MS/MS
method, as previously described [24]. Briefly, 100 uL plasma was mixed with 300 uL ace-
tonitrile containing deuterated internal standards. The samples were then vortexed and
centrifuged and 50 pL of the supernatant mixed with 750 uL of an aqueous solution con-
taining 0.1% formic acid. Finally, 20 uL was injected into the LC-MS/MS system (TSQ AL-
TIS, Thermo Fisher Scientific, Villebon- sur-Yvette, France).

2.6. Efficacy and Safety Assessments

Quantitative RT-PCR was performed on the plasma of ART-treated SIV* NHPs to
monitor plasma viral load (VL) using a SuperScript III Platinum One-Step qRT-PCR Kit
(Thermo Fisher Scientific, Villebon-sur-Yvette, France) with a CFX96 Touch Real-Time
PCR Detection System (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). Primary virological effi-
cacy was assessed based on the change from pre-cART plasma VL to the VL at week 8 of
cART, the last sampling before switching from the oral treatment to the SC route for the
oral group. The secondary virological efficacy endpoint was the percentage of macaques
with a plasma viral load <40 copies/mL at month 6 and at the end of the study.

The treatment-emergent adverse events were recorded to evaluate safety, both in the
single-dose study and for the ART-treated SIV* NHPs. In addition, given the known risk
of a progressive decline in the estimated glomerular filtration rate (eGFR) linked to TDEF-
based regimens [25,26], renal safety was assessed by monitoring creatinine levels.

2.7. Pharmacokinetic Analysis

For the single-dose pharmacokinetic study, a non-compartmental analysis using
Phoenix WinNonlin 8.1 (Certara, St. Louis, MO, USA) was performed to estimate the phar-
macokinetic parameters. The observed parameters were the maximal concentration (Cmax),
24-h post-dose concentration (Cz4), and time required to reach Cmax (Tmax). The half-life
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(t») was estimated from the log-linear terminal portion of the phase of decrease in concen-
tration according to the formula t» = 0.693/Az, where Az is the slope of the decrease in
concentration. Areas under the curve (AUCs) were estimated using the linear up log down
trapezoidal method until 24 h post dose (AUCo_2sn).

For the repeated long-term pharmacokinetic study, the observed parameter was the
trough concentration (Ct).

Plasma Caan or Ct were compared to wild-type HIV-1 90% inhibitory concentrations
(ICo) for TNF (2.98 ng/mL) [27] and FTC (51 ng/mL) [28] and to the protein-adjusted ICo
(PA-ICs = 64 ng/mL) for DTG [29].

2.8. Statistical Analysis

Intra-individual variability was calculated as the coefficient of variation of the C: for
each NHP from day 3 to the end of the study. For NHPs first treated via the oral route,
intra-individual variability was calculated from day 3 to day 58 for the oral data and then
from day 85 to the end of the study for the subcutaneous data. Inter-individual variability
was calculated as the coefficient of variation of Ct at each time point from day 3 to the end
of the study.

The data were analysed using GraphPad Prism (version 9.0.0 for Windows,
GraphPad Software, San Diego, CA, USA). A Mann-Whitney test was performed to com-
pare the inter- and intra-individual variability between the different routes of administra-
tion for the three ARVs. The threshold for statistical significance was set to p < 0.05. All
numerical variables are expressed as medians and interquartile ranges (IQR) unless oth-
erwise indicated.

3. Results
3.1. Single-Dose Antiretroviral Drug Plasma Pharmacokinetic Study

Plots of the concentration against the time after IV, PO, and SC administration of
TDF, FTC, and DTG are shown in Figure 1. Antiretroviral pharmacokinetic parameters
are shown in Table 1.

Time (h)
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Figure 1. Tenofovir, emtricitabine, and dolutegravir total plasma pharmacokinetic profiles after a
single dose. For the subcutaneous (SC, red) and intravenous (IV, blue) routes, the continuous lines
and coloured areas represent the median and interquartile range, respectively. Individual data are
represented for the oral (PO, green) route. Abbreviations: ICs: wild-type HIV-1 90% inhibitory con-
centration, PA-ICs: protein-adjusted wild-type HIV-1 90% inhibitory concentration.

The PO route showed large differences between the two macaques for the three
drugs. The Czm was above the ICo for TNF and the PA-ICw for DTG, regardless of the
route of administration. For FTC, the Cz2m was above the ICx, except for three macaques
that received the ART by the SC route. TNF Can inter-individual variability was similar
for the IV and SC routes (58%). DTG and FTC Casn inter-individual variability was lower
for the IV than the SC route: 108% vs. 59% for FTC and 26% vs. 13% for DTG.
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For TNF and FTC, the t»: was similar for both the IV and SC routes. However, the t»
was higher for DTG given by the SC or PO route than by the IV route, suggesting a flip-
flop phenomenon.

Table 1. Tenofovir/emtricitabine/dolutegravir single-dose pharmacokinetic parameters.

Cmax (ng/mL) Tmax (h)  Caan (ng/mL) t (h) AUCo-24n (ng-h/mL)

Tenofovir

PO 1668 1.0 272 31.0 11,115
(n=2) 231 6.0 88 14.2 3857

SC 1103 1.0 32 4.7 4391
(n=7) (954-1654) (1.0-2.0) (16-50) (1.2-6.1) (2326-8598)

v 2096 0.25 21 5.1 1983
(n=4)  (1583-2352)  (0.25-0.25) (12-38) (1.4-14.1) (1825-2570)

Emtricitabine

PO 5062 1.0 632 9.6 42,768
(n=2) 2957 4.0 87 4.8 19,280

SC 25,882 1.0 44 3.1 79,578
(n=7) (19,607-28,634) (1.0-1.0) (29-61) (2.6-3.2) (76,106-96,001)

v 67,732 0.25 58 3.0 111,530
(n=4) (62,920-70,569) (0.25-0.25) (54-127) (2.8-3.2) (106,512-116,484)

Dolutegravir

PO 5105 6.0 1109 8.2 72,426
(n=2) 2550 4.0 113 4.1 23,956

SC 1229 1.0 224 9.2 15,352
(n=7) (1082-1467)  (1.0-2.0)  (180-281) (8.8-9.7)  (11,401-16,540)

v 11,643 0.25 86 3.8 39,601
(n=4) (10,995-12,583) (0.25-0.25) (82-102) (3.7-4.2) (37,865-42,241)

Variables are expressed as medians and interquartile ranges (IQR) when n > 3. For the oral (PO)
route, individual values are expressed. Abbreviations: PO: oral route, SC: subcutaneous route, IV:
intravenous route, Cmax: maximal concentration, Cmax values for intravenous administration were
observations at 0.25 h (as first point of blood sampling), Tmax: time to reach Cmax, Ca4n: 24-h post-dose
concentration, tis: half-life, AUCo—24n: area under the curve until 24 h post dose.

Except for DTG given by the SC route, the three drugs showed AUCs similar to or
higher than those observed for humans. AUC inter-individual variability was lower for
the IV than the SC route: 64% vs. 20% for TNF, 25% vs. 5% for FTC, and 19% vs. 6% for
DTG. No adverse effects were recorded in this single-dose study.

3.2. Pharmacokinetics, Efficacy, and Safety in the Long-Term Treatment Model

The C: for TNF, FTC, and DTG over two years of treatment is shown in Figure 2.
Steady-state concentrations were reached for the three drugs for all animals from day 3.
At steady state, all TNF and DTG Ct values (except one concentration of 49 ng/mL by the
PO route on day 43) were above the ICo or PA-ICw, respectively, regardless of the route
of administration, PO or SC.

For FTC by the PO route, the C: (except one concentration of 40 ng/mL on day 28 and
one concentration of 28 ng/mL on day 43) was above the ICx. By the SC route, the Ct was
close to the ICs during the first 43 days and then above the ICo throughout the rest of the
treatment, except at month 9. At this time point, three macaques (25%) had exceptionally
low C: values (below 10 ng/mL).
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Figure 2. Tenofovir, emtricitabine, and dolutegravir trough plasma concentrations during long-term
treatment of SIV* macaques. The continuous lines and coloured areas represent the median and
interquartile range, respectively. Oral (PO) route: green, subcutaneous (SC) route: red. Abbrevia-
tions: ICe0: wild-type HIV-1 90% inhibitory concentration, PA-ICs: protein-adjusted wild-type HIV-
1 90% inhibitory concentration.

The intra-individual and inter-individual variability of the Ct at steady state is shown
in Figure 3. C: values were significantly lower for the PO than the SC route for TNF (51
vs. 66 ng/mL, p = 0.007) and DTG (221 vs. 727 ng/mL, p < 0.001), but were significantly
higher for FTC (86 vs. 100 ng/mL, p = 0.012).

Trough concentrations Intra-individual variability Inter-individual variability
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Figure 3. Steady-state trough concentrations depending on the route of administration and the intra-
and inter-individual variability. The boxplot graphs represent trough concentrations (left), intra-
individual variability (middle), and inter-individual variability (right); continuous lines represent
the median and interquartile range values. Statistically significant differences are indicated as fol-
lows: * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001, ns: non-significant. Abbreviations: TNF: tenofovir, FTC:
emtricitabine, DTG: dolutegravir, PO: oral route, SC: subcutaneous route.

Intra- and inter-individual variability were relatively low, with only one intra-indi-
vidual coefficient of variation above 100%. There were no significant differences in the
intra-individual variability between the SC and PO routes for TNF (p = 0.067) or FTC (p =
0.892) but it was significantly lower for the SC than the PO route for DTG (p = 0.003). The
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inter-individual variability was significantly lower for the SC than the PO route for TNF
(p <0.001) and DTG (p = 0.001) but was not significantly different for FTC (p = 0.079).

Plasma viral loads declined in all animals after the initiation of treatment. We ob-
served a significant reduction in plasma viral load from baseline (before treatment initia-
tion, median [IQR]: 4.3 [4.8] log10 copies/mL) to month 2. After two months under ART,
all macaques had plasma viral loads <40 copies/mL, except one animal. This macaque be-
longed to the oral group and showed high viremia prior to treatment. Its plasma viral load
became quickly undetectable after switching to the SC route. Antiviral drug pressure was
then sustained without any viral rebound between month 6 and the end of the treatment
phase for all NHPs, including the three macaques with FTC C: values below the ICs at
month 9 (Table S1).

In terms of safety, few drug-related adverse events were reported during the entire
follow-up period. Two adverse events were related to the treatment administration pro-
cedure (SC route for the majority of the study): induration or abscess and bleeding or he-
matomas. Diarrhoea was also observed, but even more rarely. None required treatment
interruption, and all were self-limiting. After two years of treatment, changes in the level
of the renal biomarker creatinine were small, with a median [IQR] increase of 2 [2] mg/L,
i.e., 16.0% [23.8%]. The median [IQR] creatinine concentration was 13 [3] mg/L and was
still within the usual biological reference values, except for two macaques with concen-
trations of 17 and 18 mg/L.

4. Discussion

In this study, we evaluated the plasma pharmacokinetics of TDF/FTC/DTG given
simultaneously to healthy NHPs by three different routes of administration. We also re-
ported the long-term plasma pharmacokinetics of these molecules in SIV* NHPs. We thus
demonstrated that it is possible to simultaneously and easily administer a three-antiretro-
viral-drug formulation at doses that enable a level of exposure close to that observed in
humans over a two-year period with virological efficacy.

Developing and validating an NHP model for the long-term administration of three
combined ARVs (two years) is of particular interest for further immunological, virologi-
cal, and pharmacological studies.

Before validating our SIV* long-term ART-treated NHP model, we determined the
single-dose pharmacokinetics of the three selected drugs to validate the doses for the three
routes of administration. These routes included that used clinically (PO), that used in pre-
clinical studies in NHPs for long-term treatment (SC), and that used as the reference in
pharmacokinetic studies (IV). They were tested to evaluate the difference between each
main pharmacokinetic parameter. As ARVs may be considered as time-dependant anti-
infective agents, the most important pharmacokinetic parameter is the Casn, which should
be above the (PA-)ICo. The C2an was above or close to the (PA-)ICw for all three ARVs. For
TNF and DTG, the Casn was slightly lower than that observed in humans but was, none-
theless, above the respective ICo or PA-ICe [30,31]. For FTC, the Casn was close to both
that observed in humans and the ICo [32]. For TNF and FTC, the high AUCs or Cmax ob-
served could be attributed to higher-weighted doses than used in humans [30,33]. How-
ever, no dose-effect toxicity was observed in our single-dose study. For DTG, the use of
hydroxypropyl-beta-cyclodextrin and the SC route could be responsible for the observed
flip-flop phenomenon, leading to a lower Cmax and AUC and a higher t» than expected
and compared to those observed in humans [34-37].

The inter-individual variability for the AUC and Cz was relatively low but higher
for the oral than the SC and IV routes, the IV route showing the lowest inter-individual
variability for the three ARVs studied. This can be explained by the different absorption
mechanisms involved. Indeed, the oral route requires multiple mechanisms involved in
drug absorption, whereas the SC route only requires that the drugs cross the capillary
barrier without an intestinal or hepatic first-pass effect. For the IV route, the entire dose is
immediately delivered to the systemic circulation without limiting factors. Overall, based



Pharmaceutics 2022, 14, 2282

8 of 11

on the Caan, the main pharmacokinetic parameter, all NHPs had concentrations within the
expected therapeutic range for all three ARVs and the three routes of administration.
Thus, the pharmaceutical formulations were validated. The Caum for TDF and FTC was
slightly higher for the oral route than that observed in humans and higher than that for
the SC or IV routes in our study. Thus, the doses of these two ARVs were slightly reduced
for the long-term study of the ART of SIV* macaques.

We developed a model of long-term ART in macaques chronically infected with
SIVmac251. At the time of ART initiation, we compared two routes of administration: the
oral route, with the ARV administered in fruit, and the SC route. The IV route was not
used for obvious reasons of ease of administration and the requirement of sedation. Com-
pared to the administration by the oral route, the SC route has the advantage that the exact
amount of drug intake is known and that no flavour adjustment is required. Flavour was
a key point in the acceptance of oral treatment by the cynomolgus macaques. The oral
suspending vehicle used had a sweet citrus-berry flavour, which appeared to be suitable.

Our data show rapid and sustained virological efficacy and good tolerance of the
ARV treatments throughout the study. The slight increase in creatinine levels after two
years under ART, although still within the usual biological reference values [38], is con-
sistent with observed data in treatment-naive patients after 96 weeks [39,40]. This increase
can be explained by two phenomena: the inhibition of the renal transporters SCL22A2 and
SLC47A1 by DTG [41], both involved in the tubular secretion of creatinine [42,43], and the
potential renal toxicity of tenofovir due to accumulation in the proximal tubular cells
[25,26].

The novelty of our study consists of the pharmacological validation of the NHP
model. In contrast to many studies that reported little or even no pharmacological data,
we carried out regular long-term monitoring of the trough concentrations of the three
ARVs used. Unlike the single-dose study, the C: values of TNF and DTG were statistically
higher following administration by the SC than the PO route. This can be explained by
the use of hydroxypropyl-beta-cyclodextrin, an excipient for the SC formulation, which
may be responsible for the flip-flop phenomenon and therefore produce a delayed-release
form, increasing the drug accumulation ratio. However, despite these statistical differ-
ences between routes, all concentrations sampled 24 h after the previous administration
were above the (PA-)ICw throughout the study and consistent with clinical data. At month
9, three macaques had FTC C: values below the IC». However, a delay in the administra-
tion (median = 29 h 27 min, IQR = 1 min, after the previous one) and, therefore, in the
residual sampling for this time point, could explain these low C: values, also observed for
TNF and DTG but with C: values still above the (PA-)ICo. We observed no viral rebound
around this sampling time for any of the three macaques. Therefore, these lower concen-
trations had no impact on the plasma viral load.

Only one previous study has reported long-term treatment and follow-up in NHPs
[44]. The study was performed in rhesus macaques (Macaca mulatta) treated solely with
TNF by the SC route and reported no trough concentrations, making a comparison with
our results difficult. In addition, as for our single-dose study, the inter-individual varia-
bility was greater by the oral than the SC route. The potential impact of high doses on
intestinal absorption, the hepatic first-pass effect, and the administration via the fruit with
which the treatment is given may explain such differences.

Overall, our pharmacological data, associated with the robust viral suppression ob-
served in the animals, allowed us to validate our long-term ART-treated SIV-infected ma-
caque model. This model will be used for further pharmacokinetic/pharmacodynamic
studies. We will characterize the diffusion of the three ARVs into different tissues to iden-
tify pharmacological sanctuaries. This model will also be a valuable tool to evaluate the
impact of ARVs on viral reservoirs and on immunological parameters [45,46].

Our study had several limitations. First, the SC route is an injectable route. It is not
the route used in humans for these ARVs and it may cause safety problems, such as injec-
tion-site pain, injection-site reactions, or a greater risk of infection. Nevertheless, only a
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few injection-site reactions and no infections arose during our two-year follow-up study.
Moreover, being an injectable route, the SC route provides the advantage of lower intra-
and inter-individual variability relative to the oral route and the precise dose adminis-
tered is known. Second, the follow-up of the oral route arm was only carried out two
months before the switch to the SC route. However, considering that the concentrations
were close to those of the SC route arm and were virologically effective, the oral route also
appears to be a potential route of administration for long-term follow-up.

Given that antiretroviral drugs are a long-term treatment modality for PLWHIV, our
study, which highlights the pharmacokinetic and other advantages of oral and SC admin-
istration, makes an important contribution. This study provides the first description of
long-term pharmacological exposure of a first-line worldwide treatment option adminis-
tered simultaneously in an NHP model. Understanding the virus/drug interactions will
be necessary to optimize newly developed ARV combinations. These data will have im-
portant implications towards an HIV cure.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
https://www.mdpi.com/article/10.3390/pharmaceutics14112282/s1, Figure S1: Repeated-dose study
design, Table S1: Virological follow-up.
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Figure S1. Repeated-dose study design. Abbreviations: AID50: 50% animal infectious doses, SC: subcutaneaous, TDEF:
tenofovir disproxil fumarate, FTC: emtricitabine, DTG: dolutegravir.

Table S1. Virological follow-up.

Plasma viral load Percentage of NHPs with undetectable plasma viral load
(logio copies/mL) (threshold = 40 copies/mL = 1.6 logi copies/mL)
Baseline Month 2 Month 6 Month 12 End of treatment
PO (n=6) 4.3 (4.6) 83 % / / /
SC (n=6) 4.4 (4.9) 100 % / / /
Total (n=12) 4.3 (4.8) 92 % 100 % 100 % 100 %

Variables are expressed as medians and interquartile ranges (IQR). Abbreviations: PO: oral route, SC: subcutaneous route, IV: intra-
venous route, NHP: non-human primate.
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5.3. Cartographie corps entier de la diffusion tissulaire

5.3.1. Objectif et principaux résultats

L’objectif de cette seconde étude chez le PNH est de réaliser la cartographie corps entier
de la diffusion tissulaire des trois mémes médicaments antirétroviraux, le TDF, le FTC et
le DTG.

Huit macaques cynomolgus non infectés ont recu une injection unique d’une solution
contenant les trois molécules d’intérét aux mémes posologies que la premiére étude
(TDF/FTC/DTG 5,1/40,0/2,5 mg/kg). Deux voies d’administration différentes ont été
utilisées, la voie sous-cutanée (n=4) et la voie intraveineuse (n =4). Quarante-cing
tissus différents ont été prélevés 24 h apres l'injection. Le dosage des trois médicaments
antirétroviraux a été réalisé en trois points non contigus pour chaque tissu avec pour

objectif d’évaluer I'hétérogénéité intratissulaire.

Globalement, les trois médicaments antirétroviraux présentent des facteurs de
pénétration tissulaire tres différents. Les facteurs médians de pénétration tissulaire sont
de 45,4, 5,8 et 0,5 pour le TNF, le FTC et le DTG, respectivement, et sont statistiquement

différents entre les trois ARV.

Une variabilité entre les tissus a été observée. Pour les trois médicaments
antirétroviraux, on observe environ 2 log de différence entre les tissus avec les facteurs
de pénétration tissulaire les plus élevés et ceux avec les facteurs les plus bas. Si I'on
classe les tissus par ordre de décroissance de ces facteurs de pénétration, on obtient le
méme classement pour les trois médicaments antirétroviraux. On observe également des
tendances identiques pour des tissus appartenant a un méme systéme. Ainsi, le systéme
digestif est le systeme présentant les plus fortes concentrations tissulaires. Viennent
ensuite les deux principaux sites d’élimination, le foie et le rein, ainsi que les tissus des
systemes cardiopulmonaire et urinaire. Puis, c’est 'ensemble du systéme lymphatique
avec les différents nceuds lymphatiques, le thymus, la rate et les tonsiles. Le groupe
suivant rassemble le systeme reproducteur, les tissus adipeux et la peau. Enfin, les deux
derniers tissus sont le muscle et le systeme nerveux central ou la diffusion des ARV est

la plus faible.

149



Peu de différences sont observées entre les facteurs de pénétration tissulaire calculés
pour les deux voies d’administration. Les ratios des facteurs de pénétration entre les
deux voies sont tous inférieurs a 1 log pour le FTC et le DTG. Pour le TNF, seuls deux
tissus ont un ratio supérieur a 1 log, avec une diffusion plus importante par voie
intraveineuse dans le tissu adipeux abdominal sous-cutané et par voie sous-cutanée au

niveau du site d'injection.

L’évaluation du potentiel d’efficacité antivirale, par le calcul du QI, montre des différences
du méme ordre que celles entre les facteurs de pénétration tissulaire. Ainsi, le TNF
posséde au niveau tissulaire un potentiel d’efficacité supérieur au FTC, lui-méme avec un
potentiel supérieur au DTG. En effet, le TNF et le FTC diffusent suffisamment dans tous
les tissus étudiés pour atteindre des concentrations tissulaires supérieures aux Clgg
respectives. En revanche, les concentrations de DTG ne sont supérieures a la Clgo-AP
gue dans vingt-deux des quarante-cing tissus étudiés. Et elles sont toutes inférieures a
ce seuil pour les trois localisations de tissus adipeux étudiés et les cing tissus du systeme

nerveux central.

Enfin, la variabilité intra-tissulaire est plutdt faible avec une médiane des coefficients de
variation des concentrations autour de 15 %, avec seulement deux valeurs supérieures a
50 % (au site d'injection pour le TNF et le DTG) et aucune valeur supérieure a 80 %.
Pour le FTC, cette variabilité intra-tissulaire était significativement plus élevée que pour le
TNF et le DTG.

En conclusion, cette étude a permis de réaliser la premiére cartographie de diffusion
corps entier de trois ARV dans un modéle de PNH validé. Ce modéle permettra la
réalisation d'études PK/PD sur des PNH infectés par la souche SIVmac251 afin d'évaluer
les réponses immuno-virologiques en fonction de la concentration de médicament dans
les divers réservoirs et compartiments. Ces données sont importantes pour les futures
études précliniques et cliniques dans le développement de nouvelles thérapies contre le

VIH en vue d'une éradication ou d’une guérison du VIH.
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Abstract

One major barrier to HIV cure is the persistence of virus, possibly linked to an insufficient
antiretroviral drug (ARV) diffusion into tissues. The aim of this study is to draw the whole-
body diffusion mapping of three antiretroviral drugs, tenofovir (TNF) disoproxil fumarate,
emtricitabine (FTC) and dolutegravir (DTG) in non-human primates (NHPs). Eight uninfected
NHPs received a single injection of a solution containing the three ARVs. Forty-five different
tissues were sampled 24 hours after injection. Median tissue penetration factors (TPFs) were
454, 5.8 and 0.5 for TNF, FTC and DTG, respectively, and were statistically different
between the three ARVs. Tissues were grouping by system and ranking in order of
decreasing TPFs. The digestive system is the system with the highest tissue concentrations.
Next, come the two main sites of elimination, the liver and the kidney, as well as the tissues
of the cardiopulmonary and urinary systems. Then, it is the whole lymphatic system. The
next group includes the reproductive system, the adipose tissue and the skin. At the end, the
last two systems are the muscle and the central nervous system. TNF and FTC diffuse
sufficiently in all the tissues to reach concentrations above the respective 90% inhibitory
concentration. Conversely, DTG diffuses sufficiently in only 22 of the 45 tissues, raising the
question of antiretroviral activity in the other tissues. The intra-tissue variability is rather low
with a median coefficient of variation of the concentrations around 15% and no value greater
than 80%. Overall, this study realize the first whole-body diffusion mapping in a validated
NHP model. These data have important implications for future preclinical and clinical studies

for the development of novel HIV therapies towards an HIV cure.

Keywords: tenofovir, emtricitabine, dolutegravir, whole-body mapping, diffusion, non-human

primate



Introduction

The improvement in antiretroviral (ARV) treatments over more than 30 years associated with
their better availability throughout the world has significantly increased the survival but also
the quality of life of the people living with HIV (PLWH). The current treatments make possible
to quickly and sustainably obtain an undetectable plasma viral load in a large majority of
PLWH (Perelson et al, 1997). In 2021, 90% of PLWH on ARV therapy (ART) have
suppressed plasma viral loads (UNAIDS, 2021). However, despite these successes,
standard therapies do not fully restore health or a normal immune status in PLWH and
interruption of ART almost invariably leads to the re-emergence of detectable viral replication
and the progression to AIDS (Li et al., 2021). One major barrier to HIV cure is the
persistence of virus within the body’s tissues, even during ART. It has been suggested that
insufficient ARV penetration into tissues may create pharmacological sanctuaries where HIV
could continue to replicate (Fletcher et al., 2014; Lorenzo-Redondo et al., 2016). Studies to
map the distribution of antiretroviral drugs require access to tissues and cells. For obvious
reasons, many tissues are not available in humans. Animal models are commonly developed
in HIV investigations and contribute to the improvement of knowledge and their development
allows a first approach to study the diffusion of ARVs in all tissues (Labarthe et al., 2022).
Non-human primates (NHP) are widely considered as the gold standard because of the
origin of HIV and the phylogenetic proximity of the simian immunodeficiency virus (SIV)
(Worobey et al., 2010).

Our primary objective was to draw a whole-body diffusion mapping of three different ARVs in
a validated model of cynomolgus macaques (Macaca fascicularis). The ARVs selected were
tenofovir (TNF) disoproxil fumarate (TDF), emtricitabine (FTC) and dolutegravir (DTG). ARV
drug selection was based on their preferred use as first-line treatments worldwide (Saag et
al., 2020; Department of Health and Human Services, 2021; European AIDS Clinical Society,
2021; World Health Organization, 2021).

Methods

Ethics statement

Cynomolgus macaques (Macaca fascicularis) were imported from Mauritius and housed at
the IDMIT animal facility at the Commissariat a I'Energie Atomique et aux Energies
Alternatives (CEA, Fontenay-aux-Roses, France). All NHP studies at the CEA are conducted
in accordance with French National Regulations under the supervision of National Veterinary
Inspectors (CEA accreditation number D92-032-02). The CEA complies with the Standards
for Human Care and Use of Laboratory Animals of the Office for Laboratory Animal Welfare
(OLAW, USA) under OLAW Assurance number #A5826-01. All experimental procedures

were conducted according to European Directive 2010/63 (Recommendation number 9). The
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study was approved by the ethics committee “Comité d'éthique en expérimentation animale

dn°44” and the French Ministry of Education and Research.

Antiretroviral drug formulations and doses

The combined antiretroviral therapy (cCART) consisted of a three-drug regimen with TDF, FTC
and DTG. Solution was prepared by dissolving TDF, FTC and DTG in sterile water using
Kleptose HPB parenteral grade (Roquette Pharma, France) as previously described (Del
Prete et al., 2016) in order to enhance the solubility and the stability of the molecules. A
single subcutaneous (SC) or intravenous (1V) injection of TDF (5.1 mg/kg), FTC (40.0 mg/kg)
and DTG (2.5 mg/kg) was administered to eight young adult male non-infected cynomolgus
macaques, which were assigned in a 1:1 ratio in two groups according to the route of

administration.

Tissue collection, processing and quantification of ARV concentrations

Blood samples and tissue collections were performed at 24h after the single dose. Blood
samples were centrifuged at 4,000 g during 10 minutes at +4 °C and plasma samples were
collected and stored at —80 °C until analysis. For tissue collection, the animals were
euthanized following anaesthesia. Forty-five different tissues, from nine different systems,
were excised and snap-frozen. Eleven tissues belong to the digestive system (stomach,
duodenum, jejenum, ileum, caecum, ascending colon, transverse colon, descending colon,
sigmoid colon, rectum and the tail of pancreas), two were the main elimination sites (kidney
and liver), three belong to the cardiopulmonary system (lung, apex of the heart and atrium),
two were from the urinary system (bladder and urethra). Eight different lymph nodes (LN)
(submandibular, cervical, inferior cervical, superior mesenteric, inferior mesenteric, iliac and
inguinal LNs), thymus, spleen and tonsils are part of the lymphatic system. Three different
adipose tissue were sampled: visceral, abdominal subcutaneous and axillary subcutaneous
adipose tissue. Five tissues belong to the reproductive system: testis, epididymis, deferent
duct, seminal vesicle and the prostate. Two different skins (from the injection site and from
the thigh) and the quadriceps femoris muscle were sampled. Last, five different parts from
the central nervous system were excised: cerebellum, frontal lobe, occipital lobe, cerebrum
and the brainstem. Collected tissues were snap-frozen and stored at —80 °C until analysis.
The TNF, FTC and DTG plasma concentrations were measured simultaneously by a LC-
MS/MS method, as previously described (Gouget et al., 2020). The tissue samples were
thawed, weighed, mixed (1:5 w:v) with an acetonitrile:water (70:30 v:v) mixture and
homogenized with a tissue homogenizer (7 m/s, 10 cycles of 30 s with 2 min of rest between
each cycle, BeadBlaster®, Dutscher, France). In order to take into account the intra-tissue

variability of the diffusion of the three ARVs tested, three samples, when possible, of each



tissue were prepared, each taken in non-contiguous areas. They were then analysed by the
same LC-MS/MS method, adapted to tissue.

Data and statistical analysis

A tissue penetration factor (TPF) was calculated to estimate and compare ARV penetration.
TPF was calculated as the ratio of the tissue concentration of the drug to its plasma 24-hour
post-dose concentrations (Cosn) after the conversion of tissue concentrations to nanograms
per millilitre with a tissue density database (Hasgall et al., 2018). The fold change increase in
TPFs with SC versus IV administration were also calculated.

To determine whether the diffusion of the ARV is sufficient to inhibit viral replication, we
calculated the inhibitory quotient (IQ) as the ratio of the concentration of each ARV drug
achieved in tissue to the in vitro concentration of that ARV drug required to inhibit HIV
replication by 90% (ICg). In these calculations, we used the following ICg values:
TNF, 2.98 ng/mL (Thompson et al., 2019) and FTC, 51 ng/mL (Flynn et al., 2011). We used
the protein-adjusted 1Cgo (PA-ICg) for DTG (64 ng/mL) (Min et al., 2010) as DTG displays a
high rate of binding to plasma proteins (Gelé et al., 2020). PA-ICy has been used as a
commonly used and accepted comparative parameter without knowing whether tissue
binding of these drugs is the same as plasma protein binding.

Intra-tissue variability was also assessed by calculating the coefficient of variation of the
concentrations obtained for each triplicate performed for each tissue of each macaque and
was then compared between the three ARVs.

Statistical analyses were performed among the 1Qs, the TPFs and the intra-tissue
variabilities obtained from TNF, FTC and DTG using the Kruskal-Wallis test with
Dunn’smultiple comparisons tests (GraphPad Prism, version 9.0.0 for Windows, GraphPad
Software). The threshold for statistical significance was set to p < 0.05. All numerical
variables are expressed as medians and interquartile ranges (IQR) unless otherwise
indicated.

Results

The ARV doses, selected to approximate human equivalent doses, achieved plasma
concentrations close to those observed in humans. Plasma 24-hour post-dose TNF
concentrations were 29.3 (36.1) and 21.0 (14.0) ng/mL for SC and IV group, respectively.
Similarly, FTC Casn were 52.5 (63.8) and 57.9 (28.3) ng/mL and DTG Cz4n, were 197.8 (55.1)
and 86.0 (9.0) ng/mL for SC and IV group, respectively.

Figure 1A presents the median TPF values at 24 h post-dose for each ARV and each tissue
and Figure 2A, the comparison of the values between the three ARVs. Median TPFs were
454, 5.8 and 0.5 for TNF, FTC and DTG, respectively, and were statistically different
between the three ARVs. TNF had a strong diffusion capacity since 100% of tissues had a
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TPF above unity. FTC had a very good one with only two tissues, the visceral adipose tissue
and the occipital lobe, with a TPF below unity. Last, DTG presented a weak diffusion
capacity as only 10 tissues (22%) had a TPF above unity. The observed differences of TPFs
between tissues were decreased by grouping tissues by system. Tissue TPFs from the
digestive system were the highest followed by those from the two elimination sites, the
cardiopulmonary system and the urinary system. Then come those from the skin, the
lymphatic system, the adipose tissue and the reproductive system. At last, tissue TPFs were

the lowest from muscles and the central nervous system.

For FTC and DTG, the changes in the median 24 h post-dose TPF between the SC
administration and the IV administration, were all less than one log (Supplemental
Figure S1). For TNF, only two tissues have a ratio greater than one log, with greater diffusion
via the intravenous route in the abdominal subcutaneous adipose tissue and via the

subcutaneous route at the injection site.

The Figure 1B show the median IQs of the ARV drugs in the 45 tissues and, Figure 2B the
comparison of the values between the three ARVs. IQs were 184.5, 6.9 and 1.0 for TNF,
FTC and DTG respectively and were statistically different between the 3 drugs.

For each drug, 1Q values and TPF values have similar trends. Almost the same statistically
significant difference was observed between these three ARVs, with approximately a tenfold
difference from one molecule to another (Figure 2B). TNF and FTC had the highest viral
replication inhibition capacity with 1Q median values above unity for all the tissues.
Conversely, DTG had the weakest capacity with only 22 tissues out of the 45 with 1Q values

above unity.

A low variation in concentrations for an ARV in the same tissues was observed
(Supplemental Figure S2). Indeed, for tissue with triplicate samples (Supplemental Figure
S3), the median intra-tissue variability is around 15%, with only two values above 50% (at the
skin injection site for TNF and DTG) and no value above 80% (Figure 3). For FTC, the intra-
tissue variability was significantly higher than for TNF and DTG.

Discussion

In this study, in healthy non-human primate, we were able to characterize the tissue
exposure and penetration of three major ARVs simultaneously administered: TNF, FTC and
DTG. Forty-five different tissues were studied allowing the first whole-body diffusion mapping
of these ARVs.

ARV doses were chosen according to previous unpublished data. Observed 24 h post-dose

concentrations were in the same order of magnitude than human 24 h post-dose



concentrations for all three ARVs and for both routes of administration (Barditch-Crovo et al.,
2001; Blum et al., 2007; Min et al., 2010).

We observed that ARV diffusion differed considerably between tissues and between ARVs.
TPFs were statistically different between the three ARVs. TNF is undoubtedly the studied
ARV with the highest diffusion capacity since all TNF TPFs were above unity. FTC is the
second one and DTG is the last one. These results are consistent with previously reported
data in another animal model, the mouse (Labarthe et al., 2022). These observations are
also in agreement with some physicochemical parameters such as degree of lipophilicity and
their ability to bind to protein or due to involvement of drug efflux transporters (FDA Approved
Drug Products, 2001, 2003, 2013; National Center for Biotechnology Information, 2022b,
2022a, 2022c).

Concerning the differences of TPFs observed between tissues, the variability was decreased
by grouping tissue by system. Interestingly, the ranking in decreasing order of TPF is almost
similar for the three ARVs and is in agreement with our previously reported twelve-tissue
mapping in a murine model (Labarthe et al., 2022).

Digestive tract TPFs were close to human data in the ileum (Thompson et al., 2019) and the
rectum (Karim et al., 2011; Patterson et al., 2011; Greener et al., 2013; Yang et al., 2014;
Fonsart et al., 2017). The high observed TPFs in rectum are consistent with the use of TDF
and FTC for preexposure prophylaxis (Garcia-Lerma et al., 2008; Molina et al., 2015). The
colon is the tissue with significant differences for TNF and FTC between human and NHP
(Louissaint et al., 2013; Hendrix et al., 2016). This could possibly be explained by the
sampling method and therefore the cellular composition. Indeed, a biopsy, carried out in
humans, is mainly composed of cell types close to the intestinal lumen, while the assay
carried out in our study by tissue homogenization is composed of all the cell types of the
colon. No data are currently available for DTG for the colon.

The two elimination sites, kidney and liver, the cardiopulmonary system tissues and the
urinary system tissues were the tissues with the second-highest level of exposure. It is
potentially the representation of a high degree of vascularization for the liver and the
cardiopulmonary system. Concerning kidney and urinary system, TNF is known to be
eliminated via the proximal tubules. Both influx (SLC22A6, SLC22A8) and efflux (ABCC4,
ABCC10) transporters seem to be involved in long-term kidney toxicity, due to the
accumulation of TNF in these cells (Moss et al., 2014). Also, renal elimination levels were
reported to be high for FTC (86%) (FDA Approved Drug Products, 2003) and low for DTG
(< 1%) (FDA Approved Drug Products, 2013). These finding are consistent with the observed
urinary system TPFs.

The lymphatic system, including eight different lymph nodes, spleen, thymus and tonsil
presented similar levels of exposure for each ARVs studied. For lymph nodes, compared to

humans, TPFs were greater in macaques for the 3 drugs (Fletcher et al., 2018; Burgunder et
T



al., 2019). This enhanced distribution into lymph nodes could be explain by the use of the SC
route in NHPs leading to the absorption into lymphatic vessels at the site of injection and
further distribution into lymphatics (McLennan et al., 2005; Richter & Jacobsen, 2014).

The reproductive system is a major system due to being the main mode of contamination of
HIV infection. However, only a few studies focus on the male genital tract (Else et al., 2011;
Greener et al., 2013). Observed TPFs were very similar to TPFs in male humans for the
three ARVs. These observations are also consistent with reported data in seminal fluid
(Ghosn et al., 2004; Valade et al., 2015; Hendrix et al., 2016).

Linked to the HIV neurotropism (Grant et al., 1987), the CNS is a major HIV reservoir and
HIV-related CNS impairment is still a significant complication of HIV (Saylor et al., 2016;
Veenstra et al., 2017). However, reported brain concentrations in humans are uncommon
due to ethical reasons. In NHPs, the brain tissues are those with the lowest TPFs for all three
ARVs studied. The TPFs obtained were similar to those reported in a few postmortem
studies for TNF (Nicol et al., 2019; Ferrara et al., 2020) and FTC (Ferrara et al., 2020). Data
on intracerebral concentrations in humans for DTG are lacking. Nevertheless, data have
been observed at the CSF level (Letendre et al., 2014; Gelé et al., 2019; Calcagno et al.,
2021; Tiraboschi et al., 2021) and a weak diffusion in this compartment is observed,
consistent with the CNS data obtained in macaques. The poor diffusion of these ARVs to the
brain could be explained by the presence of the blood—brain barrier, which is a physical
barrier and presents a high density of efflux proteins. For instance, DTG is a substrate for
both major efflux transporters present at this blood-brain barrier, ABCB1 and ABCG2 (Reese
et al., 2013). Moreover, DTG is a highly protein bound drug that may limit its diffusion (Gelé
et al., 2020).

No previous study reported human data for skin, adipose tissue nor muscle. Overall, the
factors are rather among the weakest.

Aiming to evaluate the potential efficacy of these three ARVs, the |IQ was calculated. This
parameter is consider by the FDA as a useful tool for the development of new antiviral drugs
(U.S. Department of Health and Human Services et al., 2006). The differences observed
between the tissues for the same ARV are consistent with the differences observed for the
TPFs. TNF and FTC 1Qs were greater than unity for all tissues, suggesting that the tissue
concentrations are sufficient to inhibit the virus and minimize the development of resistance.
However, these 1Qs were greater than unity for only 22 of the 45 tissues studied for DTG.
Thus, only these 22 tissues can be considered as being under an effective triple therapy,
raising questions of whether sufficient anti-HIV activity could be achieved. Targeted tissue
delivery approaches may be necessary to improve the diffusion in these tissues, especially
for some ARVs like DTG.

This study has a number of limitations. First, the assay was carried out on homogenized

tissue with potential residual blood contamination. To minimize this potential contamination,
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the samples were chosen from the least macroscopically contaminated places. The tissues
were not flushing, as it would modify the homeostatic balance of the concentrations between
the tissue environment and the circulating blood, leading to an underestimation of tissue
concentrations. Other authors recommend a correction of the concentrations observed by a
factor specific to each tissue taking into account the quantity of residual blood observed in
this tissue (Khor et al., 1991; Khor & Mayersohn, 1991; Giudicelli et al., 2004; Fridén et al.,
2010) or by the circulating hemoglobin level (de Boer et al., 2005), but these corrections are
not errorless (Fridén et al., 2010). Second, the active forms, tenofovir 5-diphosphate and
emtricitabine 5'-triphosphate, were not assayed. However, TDF and FTC reached high
concentrations in a large amount of tissues. Therefore, they would be expected to be
phosphorylated to produce the active moiety if kinase activities are not a limiting factor. The
last limitation is the single-dose design of the study whereas the ARVs are administered in
repeated doses for PLWH. Repeated daily administration should lead to tissue accumulation
of all three ARVs and make it possible to observe less weak concentrations, in particular for
DTG.

In conclusion, we reported a whole-body diffusion mapping in an appropriate NHP model.
This validate NHP model will be suitable for further PK/PD studies in SIV-infected NHP with
the goal of evaluating immunovirological responses as a function of drug concentration in
various reservoirs and compartments. These data have important implications for future
preclinical and clinical studies for the development of new HIV therapies towards an HIV

cure.
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Figures

Figure 1. Tissue penetration factors (A) and inhibitory quotients (B) of tenofovir, emtricitabine
and dolutegravir in 45 tissues.
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the colour codes is indicated above. The black bold borders delimit the tissues of the same system. TNF,

tenofovir; FTC, emtricitabine; DTG, dolutegravir; AT, adipose tissue.
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Figure 2. Comparison of the tissue penetration factors (A) and the inhibitory

quotients (B) of tenofovir, emtricitabine and dolutegravir.
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Each dot represents median tissue penetration factor (A) and inhibitory quotient (B) value of each

tissue. TNF, tenofovir; FTC, emtricitabine; DTG, dolutegravir.

Figure 3. Intra-tissue variability.
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Each dot represents the median coefficient of variation of the concentrations obtained for each

tissue, calculated for each ftriplicate of each non-human primate. TNF, tenofovir; FTC,

emtricitabine; DTG, dolutegravir.
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Figure S1. Heat map of the change in the tissue penetration factors observed with

subcutaneous route of administration compared with intravenous route.

TNF FTC DTG

Stomach| 0.3 1.6 0.7 i
Duodenum| 0.5 22 0.8
Jejenum| 0.5 1.9 0.5
lleum| 0.3 14 0.9
Caecum| 0.4 1.6 0.6
Ascending colon| 0.8 3.9 0.9
Transverse colon| 0.4 1.2 0.1
Descending colon| 0.9 3.7 0.7
Sigmoide colon| 0.9 3.8 0.8
Rectum| 0.3 2.3 0.8
Tail of the pancreas| 0.3 1.1 0.9
Kidney| 1.1 1.2 1.0
Liver| 1.0 1.2 0.8
Lung| 0.7 0.6 1.5

Apex of the heart| 0.4 1.5 1.0 10.0

Atrium| 0.6 1.2 1.4 ’
Bladder| 0.9 0.8 1.0
Urethral 0.5 2.6 0.6
Submandibular node| 0.3 1.2 0.5
Cervical node| 0.5 1.5 0.7
Inferior cervical node| 0.2 1.3 1.0
Axillary node| 0.4 1.4 0.8
Superior mesenteric node| 0.2 1.5 0.6
Inferior mesenteric node| 0.2 1.2 0.5
liac node| 0.4 1.0 0.6
Inguinal node| 0.3 0.9 0.5
Thymus| 0.3 1.3 0.5
Spleen| 1.0 1.3 0.6
Tonsil] 0.3 1.0 1.0
Visceral AT| 0.1 0.9 04 0.1
Abdominal subcutaneous AT 1.1 0.8 )

Axillary subcutaneous AT| 0.2 2.1 1.2
Testis| 0.3 0.7 1.1
Epididymis| 0.3 1.1 0.9
Deferentduct|] 0.7 2.6 1.3
Seminal vesicle] 0.3 0.7 1.0
Prostate| 0.3 04 1.2
Injection site skinﬁ 0.9 2.3
Thigh skin] 0.4 1.0 0.9
Quadriceps femoris muscle| 0.2 0.9 0.8
Cerebellum| 1.1 1.4 0.5
Frontal lobe| 1.2 14 0.4
Occipital lobe| 1.5 1.0 0.4
Cerebrum| 1.5 1.0 0.5

Brainstem| 0.7 1.0 0.4 0.01

The median change in tissue penetration factor values is shown in each box and the scale for the
colour codes is indicated below. The black bold borders delimit the tissues of the same system.

TNF, tenofovir; FTC, emtricitabine; DTG, dolutegravir; AT, adipose tissue.
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Figure S2. Median concentrations of tenofovir, emtricitabine and dolutegravir, tissue

by tissue.
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Each dot represents the median concentrations obtained for each NHP calculated from each
triplicate samples, when possible, of each tissue. Blue dots refer to tenofovir, red dots to

emtricitabine and green dots to dolutegravir. SC: subcutaneous.
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Figure S3. Number of samples whose concentrations were measured for each tissue

and for each macaque.
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Brainstem

Each box indicates the number of samples whose concentrations were measured for each tissue
and for each macaque. For paired organs, the number may be greater than 3 because the left and
right organs were collected. In green, the boxes for which the triplicate could be carried out. AT,

adipose tissue, SC: subcutaneous, IV: intravenous.
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L’étude de la diffusion des médicaments antirétroviraux est un enjeu actuel important
dans le cadre de la recherche sur la persistance de la réplication du VIH (Deeks et al.,
2016, 2021; Kalada and Cory, 2021; Scholz and Kashuba, 2021). Chaque nouvelle
donnée est une piéce supplémentaire dans la compréhension des mécanismes mis en
jeu. Dans le dessein d’obtenir une vue translationnelle de la diffusion des médicaments
antirétroviraux d’intérét, les travaux engagés pour cette thése peuvent étre classés en
trois principaux niveaux. Le premier est le domaine de l'in vitro avec une étude
concernant uniqguement le DTG. Le deuxiéme niveau est une étude réalisée sur un petit
modele, le modeéle rongeur. Enfin, la troisieme est une étude réalisée sur un grand
modéele, le modele primate non-humain. Ce procédé d’études va dans le méme sens que
les études préclinigues réalisées pour tout candidat médicament selon les
recommandations des différentes agences de régulation des médicaments a usage
humain, a savoir l'utilisation de deux espéces de la classe des mammiféres (dont une
n'étant pas de l'ordre des rongeurs) (European Medicines Agency, 2009; U.S.
Department of Health and Human Services et al.,, 2010). La multiplicité des données
issues de modéles différents permet une meilleure compréhension des mécanismes
physiopathologiques et ainsi augmente le niveau de confiance pour extrapoler les

données chez 'Homme.

Afin de pouvoir réaliser 'ensemble des études, l'utilisation de méthodes analytiques de
dosage validées est une condition importante et sine qua non. Ces différentes méthodes
de dosage ont soit fait I'objet de publication, concernant le dosage plasmatique (Gouget
et al., 2020), soit été adaptées en vue de la réalisation de dosages dans des matrices
spécifiques, ultrafiltrat plasmatique (pour le calcul de la fraction libre) ou tissus. Quoi qu'’il
en soit, ces différentes méthodes de dosages ont toutes été validées selon les
recommandations européennes (European Medicines Agency, 2018d). Elles sont, in fine,
exactes, justes, reproductibles, spécifiques et permettent une détermination simultanée
des concentrations des trois médicaments antirétroviraux d’intérét avec une seule prise
d’essai, la plus faible possible. Ces techniques sont robustes et permettent donc d’obtenir

un niveau de confiance optimum concernant les résultats, d’un point de vue analytique.

Le premier niveau concerne donc le domaine de I'in vitro avec pour objectif de compléter
les connaissances sur les caractéristiques de fixation du DTG aux principales protéines
plasmatiques fixatrices. Ainsi, comme vu précédemment (Tableau 3), plusieurs propriétés
et paramétres entrent en jeu pour évaluer le potentiel de diffusion et d'efficacité d'une

molécule au niveau tissulaire, dont le taux de fixation aux protéines plasmatiques et les
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caractéristiques de ces liaisons. L’étude réalisée a permis de mettre en évidence trois
points importants. Le premier est qu’il peut exister des similitudes de liaison aux
protéines plasmatiques dans une méme classe pharmaco-thérapeutique. En effet, cette
étude portait également sur le BIC, autre inhibiteur d’intégrase, trés proche du DTG
concernant la structure chimique. Ainsi ces deux inhibiteurs de l'intégrase ont une forte
fixation (> 99 %) aux protéines plasmatiques avec une fixation majoritaire a I'albumine.
Ces données pourraient étre utiles pour I'étude ultérieure d’autres médicaments
antirétroviraux pour lesquels les caractéristiques de fixation n’ont pas été définies. Cette
similitude pour une méme classe pharmaco-thérapeutique reste toutefois conditionnée a
une structure chimique trés proche. Parmi les inhibiteurs de lintégrase, EVG, DTG, BIC
et CAB possedent, en effet, une structure chimique assez proche quand le RAL en
posséde une légérement différente avec le groupement oxadiazole-2-carboxamide
conférant un aspect moins rectiligne a cette molécule (Figure 16). Ainsi, la structure en
trois dimensions et I'encombrement stérique du RAL different des autres inhibiteurs
d’intégrase et peuvent expliquer les différences observées au niveau des caractéristiques

de fixation aux protéines plasmatiques pour le RAL (Barau et al., 2013).
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Figure 16. Structures chimiques des inhibiteurs de l'intégrase.
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Le second point important mis en exergue par cette étude in vitro est la présence d’'un
site de fixation de faible affinité a I'albumine. Ainsi, malgré le taux de fixation protéique
trés important (> 99 %), cette faible affinité pourrait étre une caractéristique en faveur
d’'un potentiel de diffusion pas si limité. En effet, comme vu précédemment dans ce
manuscrit, la diffusion d’'un médicament peut étre évaluée par le paramétre
pharmacocinétique qu’est le volume de distribution (Vp). Ce dernier est dépendant des
taux de fixations protéiques plasmatique et tissulaire. Si la fixation aux protéines
tissulaires est de plus forte affinité que celle du site de faible affinité a I'albumine, alors la
diffusion du DTG sera plus importante qu’elle aurait pu étre espérée en se basant

uniguement sur le taux plasmatique brut de fixation protéique.

Le troisiéme élément de cette étude in vitro est l'influence du pH sur la fixation a
I'albumine. Nous avons observé qu’une diminution du pH entraine une augmentation de
la fraction non liée. Cette observation est également en faveur d’'un potentiel de diffusion
du DTG un peu plus important qu’espéré. Ainsi, avec un pH homéostatique intracellulaire
des CMSP humaines quiescentes de 7,1 et un pH physiologique au niveau du LCS entre
7,27 et 7,37, inférieurs donc au pH physiologique extracellulaire de 7,4 (Deutsch et al.,
1984; Wagemans et al., 1995), cette caractéristique pourrait favoriser la diffusion au sein
de ces deux systemes.

De ce fait, les rares études de diffusion du DTG associées a I'évaluation des
concentrations plasmatiques chez I’'Homme montrent un facteur de pénétration tissulaire
souvent supérieur a la fraction libre plasmatique (< 1 %). Ainsi, il est de I'ordre de 17 %
au niveau du tissu rectal (Greener et al., 2013), de 10 % dans le liquide cervico-vaginal
(Adams et al., 2013) et de 7 % au niveau du tissu génital masculin (Greener et al., 2013),
suffisant pour observer une diminution rapide de la charge virale séminale (Imaz et al.,
2016). Seules les études de diffusion dans le LCS montrent un facteur de pénétration du
méme ordre de grandeur que la fraction libre (Letendre et al., 2014; Gelé et al., 2019;
Calcagno et al., 2021; Tiraboschi et al., 2021a). Le fait que le DTG soit substrat de deux
transporteurs d’efflux (ABCB1 et ABCG2) présents a la surface de la barriere hémato-

encéphalique pourrait expliquer la plus faible diffusion a ce niveau (Reese et al., 2013).

Le potentiel de diffusion des trois médicaments antirétroviraux d’intérét peut ainsi étre
résumeé en prenant en compte les résultats de cette étude sur le DTG et ses différentes
caractéristiqgues de fixation et en reprenant les parametres présentés au Tableau 3. Le

Tableau 13 synthétise donc ses données. Les parameétres en vert refletent ceux en

179



faveur d’'un bon potentiel de diffusion et/ou d’efficacité de la molécule. Ceux en rouge
sont ceux en défaveur. Enfin, ceux en orange reflétent des paramétres ni en faveur ni en
défaveur. En conséquence, selon ce tableau, le FTC posséde a priori le meilleur profil
devant le TNF tres proche. Le DTG a clairement le moins bon profil. Le FTC se
démarque des autres par I'état non ionisé a pH physiologique. Le TNF et le FTC
possedent un avantage certain par rapport au DTG sur les deux paramétres suivants.
Leurs taux de fixation aux protéines plasmatiques sont trés faibles, inférieurs a 5 %.
Leurs volumes de distribution sont proches voire supérieurs au seuil de 1 000 mL/kg
communément admis comme le seuil a partir duguel on peut considérer que la diffusion
de la molécule est forte. A noter tout de méme que le DTG est le seul parmi les trois

médicaments antirétroviraux a posséder un caractéere plutot lipophile avec un logP positif.

La détermination a priori du potentiel de diffusion et/ou d’efficacité d’'une molécule ne
reste néanmoins qu’une premiére étape. En effet, la mesure réelle des concentrations
d’'une molécule, directement au sein des tissus, constitue la méthode de référence pour
évaluer sa diffusion et, ainsi, repérer et caractériser les éventuels sanctuaires
pharmacologiques. D’'un point de vue pratique et éthique, les sujets d’intérét étant les
étres humains, il est non imaginable de réaliser ces études. C’est a cet instant que les
modeles animaux ont toute leur place. Leur utilisation repose sur leur évaluation et leur

validation dans le domaine d’étude prévu.
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Tableau 13. Propriétés et parameétres reflétant la diffusion et le potentiel d'efficacité des

trois médicaments antirétroviraux d’intérét.

Ténofovir Emtricitabine | Dolutégravir
Propriétés physico-chimiques
Lipophilie | logP -1,6 -0,4 2,2
Masse moléculaire (g/mol) 287,2 247,3 419,4
Etat d’ionisation a pH = 7,4 lonisé Non ionisé lonisé
Propriétés pharmacocinétiques
Taux de_ fixation aux protéines <19% <49% > 99 0
plasmatiques
Volume de distribution 800 mL/kg 1400 mL/kg
Efflux : 4/5 Efflux : 1/5
Substrat des transporteurs °
Influx : 6/10 Influx : 0/10 Influx : 0/10

Autres paramétres

) Pas de voie IV
Galénigue . _— . .
Pas de forme galénique spécifique disponible

En pratique, posologie non augmentée

Posologie , ) . :
9 en vue d’'une meilleure diffusion

Potentiel d’efficacité

Concentration cible a atteindre °© 3 ng/mL 64 ng/mL

Synthése ¢ 5+/0+/5- 5+/1+/4- 3+/2+/5-

@ Taux de fixation aux protéines plasmatiques du DTG : forte fixation principalement a I'albumine mais
présence d’un site de faible affinité, fixation dépendante du pH.

b Substrat des transporteurs : score calculé selon le nombre de transporteurs (d’efflux ou d'influx) dont la
molécule est substrat, rapporté au nombre total de transporteur (d’efflux ou d’influx) décrit comme possible
transporteur des médicaments antirétroviraux (Tableau 1).

¢ Concentration cible & atteindre : Clgo pour le TNF et le FTC ; Cloo-AP pour le DTG.

d Synthése : somme des paramétres en vert (en faveur d’'un bon potentiel de diffusion et/ou d'efficacité de
la molécule) / en (ni vert, ni rouge) / en rouge (en défaveur d’'un bon potentiel de diffusion et/ou
d’efficacité de la molécule).

Sources : European Medicines Agency, 2002, 2003a, 2013, 2014a, 2018a, 2021; Janneh et al., 2009; Flynn
et al., 2011; Lepist et al., 2012; Michaud et al., 2012; Reese et al., 2013, 2016; Thompson et al., 2019;
National Center for Biotechnology Information, 2022b, 2022c, 2022d
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Ainsi, le deuxieme niveau des études réalisées dans le cadre de cette thése porte sur
l'utilisation du modéle rongeur en vue de l'étude de la diffusion des médicamnets
antirétroviraux dans les différents tissus. Cette étude est donc divisée en deux sous-

études.

La premiére sous-étude a consisté en la validation de ce modéle par la détermination des
profils et des paramétres pharmacocinétiques au niveau plasmatique des trois
médicaments antirétroviraux selon différentes voies d’administration. La comparaison de
ces différentes voies est essentielle, surtout dans le cas ou la voie d’étude prévue
ultérieurement est différente de la voie d’administration usuellement utilisée chez
'Homme. Il est important, en effet, de pouvoir vérifier que les voies d’administration
alternatives permettent d’obtenir des paramétres pharmacocinétiques ou une exposition
du méme ordre de grandeur que la voie d’administration préférentielle, chez ’'Homme, la
voie orale. Pour faciliter I'étude et pour minimiser la manutention des animaux, nous
avons étudié parmi les voies d’administration celle de la voie orale continue, a savoir
I'administration via I'eau de boisson contenue dans les biberons des rongeurs. Diminuer
la manutention des animaux est, en effet, particulierement important car chaque
manipulation est un moment a risque pour les animaux avec une augmentation du stress
liée a ce maniement mais également pour les manipulateurs avec un risque accru de
morsures et donc potentiellement d’exposition a des liquides biologiques contaminés. I
peut étre un moment a risque également pour I'étude avec une potentielle confusion sur
les sujets étudiés. Cette premiere sous-étude a ainsi montré une équivalence entre les
différentes voies utilisées avec des paramétres pharmacocinétiques, au moins pour les
principaux, du méme ordre de grandeur que ceux observés chez ’lHomme. Notre modéle
animal de souris, dans son entiéreté (souche utilisée, posologie, voie d’administration),
est donc validé. Ceci permet donc d’obtenir un niveau de confiance optimum concernant

les résultats de la seconde sous-étude.

Cette seconde sous-étude avait pour objectif la caractérisation de la diffusion tissulaire
apres une administration répétée, c’est-a-dire a I'équilibre des concentrations. |l s’agit de
la premiére description simultanée des parameétres pharmacocinétiques tissulaires ainsi
gue des facteurs de pénétration tissulaire de trois médicaments antirétroviraux majeurs.
De surcroit, cette étude a été réalisée dans un nombre de tissus supérieur a toutes les
autres études précédemment publiées dans le modele souris. Douze tissus différents ont
été etudiés permettant une large cartographie chez ce modéle avec les principaux tissus

connus pour étre des réservoirs virologiques (Henderson et al., 2020). Les résultats
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confirment I'évaluation a priori réalisée et résumée dans le Tableau 13. Les capacités de
diffusion du TNF et FTC ne sont pas statistiquement différentes mais elles sont toutes
deux bien supérieures a celle du DTG. Ce dernier posséde, en effet, un facteur de
pénétration tissulaire inférieur a 100 % (et méme inférieur a 25 %) pour 'ensemble des
tissus étudiés. Cette faible capacité de diffusion du DTG n’est pas compensée par une
puissante activité intrinséque (faible Cleo-AP) puisqu’aucune concentration tissulaire n’est
supérieure a ce seuil. Cette absence de trithérapie efficace au niveau tissulaire pose la
qguestion de I'impact de cette insuffisante pression antirétrovirale sur la persistance de la
réplication du virus dans ces réservoirs. Au niveau cérébral, les observations sont méme
plus inquiétantes puisque seul le TNF présente des concentrations efficaces. Cette étude
met également en exergue la grande hétérogénéité de diffusion pour un méme
médicament antirétroviral entre les différents tissus. On observe un facteur d’environ 800
entre les concentrations les plus hautes dans le tractus digestif et celles les plus basses
dans le cerveau pour le TNF. Ces facteurs sont de 35 pour le FTC (entre les mémes
systemes) et de 8 pour le DTG (entre les concentrations dans le foie et les reins et celles
au niveau du cerveau). Pour le TNF, cette importante hétérogénéité pose la question de
la toxicité éventuelle a de telles concentrations. Ainsi, les reins sont parmi les organes les
plus exposés au TNF, avec des concentrations plus de 300 fois supérieures a la Clgo, et
sont connus pour étre sujets a une dégradation progressive de leur fonction sur le long
terme chez 'Homme exposé (Casado, 2016). Toujours chez 'lHomme, I'utilisation de son
analogue, le TAF, conduit a une diminution des risques de dégradation de la fonction
rénale (Gupta et al., 2019). En effet, le TAF est associé a des plus faibles concentrations
plasmatiques de TNF (Ruane et al., 2013) laissant donc supposer des plus faibles

concentrations tissulaires de TNF.

Ces premiéres données recueillies sur le modéle rongeur permettent d’obtenir une
premiére cartographie détaillée de la diffusion de ces trois médicaments antirétroviraux
dans 12 tissus parmi les principaux réservoirs virologiques reconnus. La petite taille du
modéle animal ne permet cependant pas une vision plus fine et détaillée de cette
cartographie. C’est alors I'avantage que présente le modéle primate non-humain. Sa
taille plus importante, entre un tiers et un quart de celle d'un Homme, permet une
compartimentalisation de certains organes. C’est ainsi, par exemple, que le cbélon peut
étre subdivisé en quatre segments différents chez ce modéle plus grand. Aussi, du fait de
la taille plus importante de nombreux organes, la réalisation du dosage en trois points
non contigus permet une appréciation de I'hétérogénéité intratissulaire de la diffusion des

médicaments antirétroviraux d’intérét. A linstar de celle sur le modéle rongeur, cette
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étude est ainsi la premiére réalisation d’'une cartographie détaillée de la diffusion de trois
des médicaments antirétroviraux les plus prescrits au niveau mondial. Au total, ce sont
45 tissus différents dans lesquels les concentrations ont été déterminées. Tout comme
pour le modéle rongeur, une premiéere étude a été menée avec pour objectif de valider

notre modéle avant de réaliser I'étude plus approfondie de la diffusion tissulaire.

Une premiére sous-étude a consisté a étudier le profii et les parameétres
pharmacocinétiques des trois médicaments antirétroviraux selon 3 voies d’administration
différentes, toujours dans l'objectif de vérifier que celles-ci permettent d’obtenir des
expositions du méme ordre de grandeur que chez ’'Homme. Une deuxieme sous-étude a
comporté une validation du modéle sur le long terme a trois niveaux : pharmacologie,
efficacité et tolérance. Ainsi, nous disposons d'un suivi sur plus de 2 ans, au hiveau
pharmacologique avec des prélévements réalisés en résiduel, juste avant l'injection
suivante, au niveau virologiqgue avec mesures régulieres des charges virales
plasmatiques et au niveau tolérance avec un relevé des différents événements
indésirables ainsi qu’un suivi de la fonction rénale par le dosage de la créatinine. Cette
étude se place dans un contexte de développement d’'un modéle primate non-humain
chroniquement infecté par le SIV et traité pendant 24 mois avec la combinaison
antirétrovirale étudiée. Cette ressource, appelée SIVART et financée par 'ANRS | MIE
est accessible a la communauté scientifigue pour I'étude des réservoirs viraux, des
sanctuaires pharmacologiques et des stratégies de preuve de concept de guérison
(Desjardins et al., 2016). Les résultats de I'étude réalisée dans le cadre de cette thése
valident donc ce modéle et sont fondamentaux pour son utilisation. D’un point de vue
pharmacologique, on observe des concentrations cohérentes avec celles observées chez
'Homme et avec des variabilités inter-individuelle et intra-individuelle plutét faibles,
surtout lors des administrations par voie sous-cutanée. Ces données pharmacologiques
optimales ont ainsi permis d’obtenir un profil d’efficacité comparable voire supérieur aux
études réalisées chez 'Homme (van Lunzen et al., 2012; Raffi et al., 2013b; Clotet et al.,
2014). Deux mois aprés linitiation des traitements, seul un macaque (~8 %) présentait
encore une charge virale plasmatique supérieure au seuil de 40 copies/mL et, & six maois,
tous présentaient une CVp inférieure a ce seuil. Par la suite, aucune CVp n’'a été
détectée au-dessus de ce seuil objectivant une réelle efficacité virologique au niveau
plasmatique de la combinaison antirétrovirale administrée. D’un point de vue tolérance,
sur les deux ans de traitement, aucun arrét de traitement n’a été nécessaire, seules
quelques réactions au point d’injection ont été observées. La légére augmentation des

concentrations sériques de la créatinine, du méme ordre de grandeur que celle observée
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chez 'Homme, probablement en lien avec I'effet du DTG sur les transporteurs rénaux,
laisse supposer que la fonction rénale des douze macaques n'a pas été altérée
(Stellbrink et al., 2013; Cahn et al., 2020).

Par conséquent, les résultats de I'étude de la diffusion tissulaire dans ce modéle peuvent

étre considérés comme robustes et avec un fort niveau de preuve.

L’étude des quarante-cing tissus différents a permis de mettre en avant les principaux
sanctuaires pharmacologiques et de comparer les capacités de diffusion pour les trois
médicaments antirétroviraux. Tout comme avec le modele souris, le DTG est la molécule
gui posséde la moins bonne capacité de diffusion. Statistiquement, le TNF est, dans ce
modele, celui qui posséde la meilleure capacité de diffusion. On peut ainsi avoir comme
ordre de grandeur un log de différence entre le TNF et le FTC et entre le FTC et le DTG
sur la valeur du facteur de pénétration tissulaire. Les concentrations tissulaires sont
toutes supérieures aux concentrations plasmatiques pour le TNF et toutes sauf pour deux
tissus (le tissu adipeux viscéral et le lobe occipital) pour le FTC. Pour le DTG, en
revanche, seuls dix tissus, principalement au niveau du systéme digestif et des sites
d’élimination, sont concernés par un tel ratio. Ces données confirment donc celles du
Tableau 13 et de I'étude chez la souris. En observant, le potentiel d’efficacité, évalué par
le QI, on observe le méme facteur 10 et dans le méme ordre entre les trois médicaments
antirétroviraux. A noter que pour ce modéle, 'ensemble des tissus étudiés peut étre
considéré sous une bithérapie TNF/FTC effective, au minimum, et presque la moitié
(22 tissus parmi les 45) sous une trithérapie effective. Ces résultats sont rassurants par
rapport a ceux observés chez la souris lorsque l'on extrapole ces données chez
’Homme. Parmi les tissus dont le DTG n’atteint pas des concentrations a priori
suffisantes, une majorité appartient au systeme lymphatique, au systeme reproducteur ou
au systéeme nerveux central. Or ces trois systémes sont parmi les principaux réservoirs

virologiques avec :
e un grand nombre de cellules CD4+, cible du virus, dans le systéme lymphatique ;

e un systéme stratégique et clef dans la transmission interhumaine pour le systéme

reproducteur ;

e de nombreuses déficiences et comorbidités associées au systeme nerveux

central.

185



Cette étude a également permis de comparer la diffusion intratissulaire aprés
administration par deux voies différentes : la voie sous-cutanée et la voie intraveineuse.
Globalement, I'impact de la voie d’administration semble assez faible. Un rapport de plus
d’un log entre les concentrations tissulaires observées aprés administration par deux
voies n’est que trés peu observé. Ce rapport est de 1,1 log au niveau du tissu adipeux
abdominal sous-cutané avec une diffusion du TNF plus importante s'il est administré par
voie intraveineuse. Cette différence n’était pas attendue. Elle pourrait faire I'objet
d’études ultérieures dans le but, dans un premier temps, de confirmer cette observation
puis, dans un second temps, de déterminer les mécanismes impliqués dans cette
différence observée. Au niveau du site d’injection, le rapport des concentrations est
également de 1,1 log, toujours pour le TNF, mais en faveur de la voie sous-cutanée.
Cette accumulation de TNF au niveau du site d’injection parait moins inattendue mais
n’est pas retrouvée pour les deux autres molécules (0,0 log et 0,4 log pour le FTC et le
DTG, respectivement). Cette différence entre les trois médicaments antirétroviraux
pourrait s’expliquer par l'injection, dans le cas du TNF, d’un sel, le fumarate de ténofovir
disoproxil. Cependant, ces faibles différences de concentrations observées pour un
méme tissu entre les différentes voies d’administration n’impactent pas le potentiel

d’efficacité de ces médicaments antirétroviraux dans ces tissus.

Enfin, cette étude a montré la relative faible hétérogénéité de la diffusion au sein d’'un
méme tissu d'un méme macaque cynomolgus. Le dosage réalisé au niveau de 3 sites de
prélévements non contigus pour chaque tissu permet cette évaluation. Cette variabilité ne
dépasse que tres rarement 50 % avec des médianes de 'ordre de 15 % pour chacun des
trois médicaments antirétroviraux. A noter, on observe une variabilité statistiquement plus
importante pour le FTC sans pouvoir expliquer ce résultat. Ces données d’évaluation de
I'hétérogénéité de la diffusion sont a mettre en regard avec les différentes études
d’'imagerie par spectrométrie de masse. Cette technique permet de réaliser une
cartographie de la répartition d’'une ou plusieurs molécules a la surface d’'une coupe de
tissus. Plusieurs études rapportent de telles quantifications chez différents modéles
animaux (Thompson et al., 2015, 2019; Ntshangase et al., 2019a, 2019b; Seneviratne et
al.,, 2020; Scholz et al., 2021; Devanathan et al.,, 2022; Rosen et al., 2022) mais
également chez 'Homme (Barry et al., 2014; Seneviratne et al., 2018). Globalement,
toutes ces études montrent une forte hétérogénéité de la diffusion, quel que soit le
modeéle, le tissu ou le médicament antirétroviral étudié. C’est pourquoi, multiplier les
techniqgues complémentaires et donc les données de diffusion, permet d’enrichir la

connaissance pour mieux comprendre certains mécanismes physiopathologiques. La
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faible hétérogénéité observée dans le cadre des travaux de cette thése peut s’expliquer
par la plus faible résolution spatiale de la technique de quantification par LC-MS/MS. Par
exemple, la quantification au sein d’'un nceud lymphatique nécessite parfois 2-3 nceuds
d’'un méme site de prélévement pour obtenir une valeur moyenne quand la technique
d’imagerie par spectrométrie de masse permet une observation des différentes structures
qui composent un nceud lymphatique (Thompson et al., 2015; Scholz et al., 2021; Rosen
et al.,, 2022). Ainsi, malgré la réalisation du dosage intratissulaire en trois points non
contigus, cette hétérogénéité ne ressort pas. Nos résultats indiquent tout de méme qu’a
une échelle plus importante, de I'ordre du centimétre, une certaine homogénéité existe et

est en faveur d’une exposition tissulaire équivalente dans I'ensemble d’'un méme tissu.

Dans le but d'une extrapolation éventuelle de la diffusion des trois médicaments
antirétroviraux étudiés ici, les données obtenues chez ces deux modéles animaux
peuvent étre comparées. Elles traduisent une certaine équivalence de diffusion de

chaque molécule au sein d’'un méme systéme (Figure 17).
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Figure 17. Comparaison des concentrations mesurées des trois medicaments

antirétroviraux au sein de chaque systéme chez les deux modéles animaux étudiés.

Globalement, pour le TNF, on observe des concentrations toutes supérieures a la Clg et
du méme ordre de grandeur pour quatre systemes, les systémes digestif et lymphatique,
les sites d’élimination et le tissu adipeux. Seules les concentrations dans les poumons et
le systeme nerveux central ont tendance a étre plus importantes chez le macaque
cynomolgus que chez la souris. Pour les deux autres molécules (FTC et DTG), les
concentrations observées sont trés proches dans les systemes des deux modeles
animaux. Il est a noter toutefois que, dans le cas du DTG, certains systémes, comme le

systeme digestif et les deux sites d’élimination, présentent des concentrations
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supérieures a la Clg-AP chez le macaque cynomolgus et non chez la souris. Ces
guelques différences observées peuvent s’expliquer par des différences inter-espéces et
par l'utilisation de voies d’administration différentes entre les 2 modeles animaux : voie
orale pour la souris et voies intraveineuse et sous-cutanée pour le macaque. Méme si les
expositions plasmatiques chez la souris étaient du méme ordre de grandeur quelle que
soit la voie d’administration, I'étude de diffusion n’a concerné que la voie orale. Ainsi,
limpact des transporteurs digestifs sur la diffusion tissulaire lors de I'administration par
voie orale n’a pas pu étre évaluée. Or ils peuvent jouer un réle majeur étant donné que

ces molécules sont substrats de ces différents transporteurs.

De la méme facon, les données issues de ces deux modéles animaux peuvent étre

comparées aux quelques données issues d’études réalisées chez ’'Homme.

Pour le TNF et le FTC, parmi les tissus étudiés chez les deux modéles animaux
présentés, certains ont été étudiés chez 'Homme et les données peuvent ainsi étre
comparées (Tableau 14). Au niveau du colon, une différence de diffusion est observée
entre les modéles animaux et 'Homme. Celle-ci pourrait s’expliquer par la composition
du tissu prélevé. Ainsi une biopsie, réalisée chez 'lHomme, se compose principalement
des types cellulaires proches de la lumiére intestinale, alors que le dosage chez les
modeles animaux a été réalisé par broyage du tissu avec I'ensemble des types cellulaires
constituant le cblon. Pour les autres tissus, les facteurs de pénétration tissulaire chez
'Homme sont d’un ordre de grandeur trés similaire a ceux observés chez les deux

modeéles animaux.

Pour le DTG, seuls trois tissus ont été étudiés chez ’'Homme (Tableau 14). Les données
de ces trois tissus sont trés proches entre les 2 espéces. Cependant, les concentrations
tissulaires dans le rectum sont supérieures aux concentrations plasmatiques chez le
macaque cynomolgus, a l'inverse des observations faites chez 'Homme. Par analogie
avec 'hypothése émise sur les différences observées au niveau du colon, une différence
de composition des tissus prélevés peut expliquer ces résultats. Malgré I'absence de
données de concentrations intracérébrales chez 'Homme, les données observées au
niveau du LCS (Letendre et al., 2014; Gelé et al., 2019; Calcagno et al., 2021; Tiraboschi
et al., 2021a) laissent penser que le facteur de pénétration au niveau du cerveau sera
trés faible, du méme ordre de grandeur que ceux observés chez les deux modéles

animaux.

188



Tableau 14. Comparaison des facteurs de pénétration tissulaire, exprimés en pourcentage,
entre les deux modeéles animaux et les données chez I'Homme.

. Macaque Source des données
Souris Homme )
cynomolgus chez ’'Homme
Ténofovir
lléum 15403 4400 8700 Thompson et al., 2019
Célon 17151 9400 100 Louissaint et al., 2013
10 Hendrix et al., 2016
3000 Karim et al., 2011
4000 Patterson et al., 2011
Rectum 4600
40 Yang et al., 2014
15000 Fonsart et al., 2017
Nceud lymphatique 441 6500 100 Burgunder et al., 2019
Tractus génital 700 600 Else et al., 2011a
Cerveau 5 300 4 Nicol et al., 2019
1 Ferrara et al., 2020
Emtricitabine
lléum 238 1200 700 Thompson et al., 2019
Célon 373 7700 30 Hendrix et al., 2016
20 Karim et al., 2011
Rectum 1700 300 Patterson et al., 2011
5000 Fonsart et al., 2017
Neoeud lymphatique 162 600 100 Burgunder et al., 2019
Tractus génital 800 200 Else et al., 2011a
Cerveau 6 100 1 Ferrara et al., 2020
Dolutégravir
Rectum 180 20 Greener et al., 2013
Neceud lymphatique 15 50 3 Fletcher et al., 2018
Tractus génital 30 10 Greener et al., 2013

Globalement, la comparaison des données de diffusion tissulaire entre les modeles
animaux et ’'Homme permet d’étre confiant quant a I'extrapolation de ces données pour

les tissus non encore étudiés chez 'Homme.

Les travaux présentés dans ce manuscrit présentent quelques limites. La premiere est

gue le dosage a été réalisé sur un broyat homogénéisé des tissus. Cette technique
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implique une potentielle contamination de I'échantillon dosé par du sang circulant au
niveau tissulaire. Des précautions ont néanmoins été prises pour minimiser au maximum
cette potentielle contamination. Les échantillons de tissus broyés ont, en effet, été choisis
parmi les endroits les moins contaminés macroscopiquement. Ainsi, certains résultats
montrent des facteurs de pénétration tissulaire inférieures a 1 malgré la forte
vascularisation des tissus. C’est le cas, par exemple, des poumons chez la souris. Cette
observation permet d’estimer que la contamination par le sang tissulaire circulant peut
étre négligeable. Un rincage des tissus pour éliminer ce sang tissulaire circulant
permettrait d’éliminer totalement cette contamination. Mais elle aurait pour effet de
modifier I'équilibre homéostatique des concentrations entre le milieu tissulaire et le sang
circulant associé au liquide de rincage. Cette modification de I'équilibre pourrait alors
conduire & une sous-estimation des concentrations tissulaires. D’autres auteurs
recommandent une correction des concentrations observées par un facteur spécifique a
chaque tissu tenant compte de la quantité de sang résiduel observé dans ce tissus (Khor
et al., 1991; Khor and Mayersohn, 1991; Giudicelli et al., 2004; Fridén et al., 2010) ou par
le taux d’hémoglobine circulant (de Boer et al., 2005). Ces corrections, comme discutées
par Fridén et coll. ne sont cependant pas dénuées de potentielles erreurs d’estimations.
En effet, la correction d'une valeur, estimée avec une certaine incertitude, par une autre
valeur, également estimée avec une certaine incertitude, aboutira souvent a des

estimations d'une imprécision inacceptable.

Une autre limite des études réalisées est le faible nombre de sujets, principalement des
macaques cynomolgus. Huit macaques dans deux groupes différents est un effectif
assez restreint. Néanmoins, l'effectif choisi est en rapport avec les exigences de
remplacement, de réduction et de raffinement de la directive 2010/63/UE du Parlement
européen et du Conseil européen du 22 septembre 2010 relative a la protection des
animaux utilisés a des fins scientifiques. Ainsi, l'article 4, alinéa 2 indique clairement que :
« les Etats membres veillent & ce que le nombre d’animaux utilisés dans un projet soit
réduit au minimum sans compromettre les objectifs du projet ». Les données observées
ont montré la relative faible variabilité chez ce modéle et malgré cet effectif, les données
de diffusion tissulaire peuvent étre considérés comme robustes et avec un fort niveau de

preuve.

La troisieme limite des études présentées est que le dosage des deux inhibiteurs
nucléosidique ou nucléotidique de la transcriptase inverse a été réalisé sur les formes

non phosphorylées. Comme vu précédemment, cette classe pharmaco-thérapeutique a
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pour caractéristique de nécessiter deux, pour le TNF, ou trois, pour le FTC,
phosphorylations pour que les molécules soient actives. L’évaluation du potentiel
d’efficacité, par le calcul du QI, devrait donc étre réalisée a partir des concentrations de
ces formes phosphorylées. Les études chez le macaque cynomolgus I'avaient planifiée
puisque des cellules ont pu étre récupérées a partir de certains tissus mais la mesure
des concentrations intracellulaires des médicaments antirétroviraux, et donc des formes
phosphorylées actives pour le TNF et le FTC ne sera réalisée qu’ultérieurement.
Cependant, au vu des concentrations tissulaires observées parfois élevées, il est attendu
gue le TNF et le FTC soient phosphorylés pour produire les formes actives, a la condition

que l'activité des kinases ne soit pas un facteur limitant.

Enfin, la derniére principale limite de ces études est I'absence de corrélation faites avec
les charges virales tissulaires. Les données obtenues n'ont ainsi pu étre comparées
gu'aux seuils théoriques efficaces que sont les Clgy ou Clg-AP pour déterminer un
potentiel d’efficacité. D’autres études en paralléle menées sur des macaques
cynomolgus infectés par le SIV vont permettre d’établir les éventuelles relations entre les
concentrations tissulaires mesurées et les charges virales au niveau de ces mémes
tissus. La modélisation pharmacocinétique et pharmacodynamique de ces données est
un des objectifs de ces études.

Pour aller plus loin, outre les quelques objectifs futurs déja présentés comme la mesure
des concentrations cellulaires et des formes actives, d’autres études pourraient étre
menées. Tout d’abord, une étude avec administrations répétées des ARV chez le
macaque cynomolgus est déja prévu. Elle permettra de calculer le facteur d’'accumulation
des médicaments au niveau tissulaire. Ensuite, une étude sur le rdle des transporteurs
dans les différents types cellulaires permettrait de mieux comprendre les mécanismes
mis en jeu au niveau des interfaces sang/tissus. Par ailleurs, évaluer I'impact de
l'infection par le SIV sur la diffusion tissulaire mais également sur les transporteurs

augmenterait nos connaissances sur ce domaine.

Enfin, il existe une technique : la tomographie par émission de positons (TEP), trés peu
utilisée en infectiologie et a fortiori dans la cadre de la recherche sur le VIH/SIV mais qui
serait complémentaire des études déja réalisées. Elle est en cours de développement
dans le cadre du consortium ANRS RHIVIERA (Remission of HIV Infection Era).
L’objectif est de permettre une évaluation non invasive et surtout un réel raffinement des

études avec une réutilisation possible d’'un méme animal pour plusieurs expériences ou
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pour un suivi longitudinal, voire une utilisation chez ’'Homme. Son approche est basée
sur ['utilisation d’isotopes radioactifs émetteurs de positons (rayonnement (*) qui
s’annihilent avec les électrons du milieu traversé. Les deux photons issus de cette
annihilation sont alors détectés en coincidence par une caméra spécifique. L'imagerie
TEP est déja trés largement utilisée pour étudier 'importance des transporteurs dans la
distribution tissulaire des molécules (Tournier et al., 2018). Parmi les médicaments
antirétroviraux, seules deux études ont rapporté des images de diffusion tissulaire chez
I'animal, aucune chez ’'Homme actuellement. La premiére étude a rapporté la diffusion
chez le rat d’un analogue radiomarqué du TNF, le [*®F]-FPMPA (Kiesewetter et al., 2008;
Di Mascio et al., 2009). La seconde, trés récente, a rapporté la premiere image corps
entier de la diffusion du DTG par I'utilisation du [*®F]-DTG chez le macaque cynomolgus
(Tisseraud et al., 2022). L'avantage de cette étude est que la molécule radiomarquée
correspond exactement au DTG, méme formule brute, méme structure chimique. Un des
atomes de fluor du DTG a été remplacé par un fluor 18. Ainsi, contrairement au [*8F]-
FPMPA, I'ensemble des caractéristiques physico-chimiques et pharmacocinétiques est
conservé et les données représentent la réelle distribution de la molécule dans les tissus.
Les données obtenues par cette technique d’'imagerie seront comparées avec celles
présentées dans ce manuscrit qui ont été déterminées par la technique de référence
actuelle. Cette comparaison des données sera primordiale pour la validation de cette

nouvelle technique.
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Depuis la découverte du virus de 'immunodéficience humaine (VIH) a l'origine d’une des
plus importantes pandémies de notre ére, la recherche a permis d’améliorer la prise en
charge et la prévention de l'infection par le VIH. Ainsi, devant la hausse de I'espérance
de vie des personnes vivant avec le VIH, d’autres problématiques sont survenues comme
'apparition de résistance, la iatrogénie médicamenteuse, la gestion de I'observance au
long terme. Cette pathologie, considérée initialement comme aigué, est devenue une
maladie chronique. Face a cette chronicité liée a I'établissement rapide de réservoirs
virologiques ou persiste une réplication virale a bas bruit, la recherche s’est portée sur les
stratégies d’éradication virale. Parmi les hypothéses explorées, celle pharmacologique
s'intéresse au défaut de diffusion des médicaments antirétroviraux au niveau de certains
tissus conduisant a la création de sanctuaires pharmacologiques avec des
concentrations subthérapeutiques. L’'exploration de la diffusion de ces médicaments
antirétroviraux parait ainsi étre un point clef pour la compréhension des mécanismes
physiopathologiques qui entrent en jeu dans cette persistance virale. L'éthique ne
permettant pas cette exploration directement chez 'Homme, I'utilisation de modéles

animaux s’est avérée étre un élément indispensable.

Ainsi, l'objectif de cette thése était d’évaluer et de valider différents modéles animaux en
vue d’étudier la diffusion de trois des médicaments antirétroviraux les plus utilisés, le
TNF, utilisé sous forme de disoproxil fumarate, le FTC et le DTG. A la maniére du
développement d’'un nouveau médicament, différentes espéces animales ont été
utilisées, un de l'ordre des rongeurs, la souris (Mus musculus) et un de celui des

primates, le macaque cynomolgus (Macaca fascicularis).

En s’appuyant sur des techniques analytiques robustes, justes, spécifiques et sensibles,
les différentes études ont permis de valider ces modéles et d’évaluer la diffusion de ces
médicaments antirétroviraux dans de nombreux tissus (12 chez la souris, 45 chez le
macaque cynomolgus). Les données obtenues peuvent étre considérées avec un fort

niveau de preuve.

Globalement, trois principaux messages se dégagent. Le premier est qu’il existe une
réelle différence de capacité de diffusion entre les trois médicaments antirétroviraux
étudiés et, par extrapolation, entre tous les médicaments antirétroviraux a disposition.
Parmi les trois étudiés, le TNF est celui avec le meilleur potentiel de diffusion, suivi par le
FTC puis le DTG. Ce premier message implique que de nouvelles études sont & mener

pour déterminer les médicaments antirétroviraux possédant la plus forte capacité de
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diffusion. L'impact de l'association de médicaments antirétroviraux a fort potentiel de

diffusion pourrait alors étre évaluée sur la persistance de la réplication virale tissulaire.

Le deuxiéme message est qu’il existe une grande différence quant a la perméabilité des
différents tissus pour un méme médicament antirétroviral. Néanmoins, devant cette
différence notable se dessine une tendance entre les tissus : ce sont les mémes pour
lesquels on observe une diffusion plus importante des trois médicaments antirétroviraux
étudiés, quelque soit ce niveau de diffusion, et les mémes avec une diffusion moins
importante. On observe également que les tissus d'un méme systéme ont une
perméabilité analogue. Ceci confirme que I'hypothése pharmacologique n’est pas la
seule a explorer pour comprendre cette persistance virale. En effet, certains tissus
connus pour étre des réservoirs virologiques importants, comme les tissus du systéme
digestif, sont pourtant parmi ceux pour lesquels la diffusion des trois médicaments

antirétroviraux étudiés peut étre considérée comme suffisante.

Enfin, le troisieme message est qu'il semble y avoir peu de variabilité quant a la diffusion
d’'un méme médicament antirétroviral dans un méme tissu. Malgré les effectifs faibles
mais suffisants des différentes études, on observe, en effet, une faible variabilité inter-
individuelle. Ceci permet d’envisager de nouvelles études sans avoir la nécessité d’avoir

des effectifs beaucoup plus importants.

Au total, 'ensemble des travaux de cette thése a permis de dresser les premiéres
cartographies simultanées de la diffusion de trois médicaments antirétroviraux majeurs.
Ces cartographies ont été réalisées dans un grand nombre de tissus chez le rongeur et
de fagon presque exhaustive au niveau du corps entier chez le primate non-humain. Ces
études permettent de répondre partiellement aux questions de [I'hypothése
pharmacologique sur la persistance virale. Elles vont ainsi aider a mieux cibler les tissus
d’intérét et a réaliser des études semblables pour d’autres médicaments antirétroviraux
sur nos modéles animaux validés. Ces données de diffusion dans les réservoirs
virologiques sont ainsi des éléments importants dans ['élaboration des stratégies

thérapeutiques en vue d’'une éventuelle éradication virale.
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