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A. INTRODUCTION



1. EPIDEMIOLOGIE DE L'INFECTION A HIV DANS LE MONDE EN 2002
1. Modes de transmission de l'infection a HIV

Le HIV est un virus transmissible par le sang. Cependant, selon la période de l'infection
considérée, le virus peut étre retrouvé, a différentes concentrations, dans la plupart des
compartiments de l'organisme (sang, plasma, liquide céphalo-rachidien, lymphe, urine,
sécrétions vaginales, sperme, salive, larmes).

L'infection a HIV peut étre transmise selon trois voies : sanguine, sexuelle, et de la mére a

I'enfant.
2. Epidémiologie de la pandémie de HIV en 2002

La pandémie que connait actuellement le monde se compose de multiples épidémies dont
l'ancienneté, la dynamique et 'impact sont trés différents d'un endroit & I'autre du monde, d'un
pays a l'autre d'un méme continent, et d'une région a l'autre d'un méme pays. Si les modes de
transmission du HIV sont partout les mémes, les comportements qui favorisent la diffusion du
virus varient considérablement d'un endroit a l'autre de la planéte. Ces comportements sont
sous la dépendance des facteurs démographiques, sociaux, religieux, culturels, et
psychologiques qui caractérisent les comportements et qui rendent compte de la diversité de la
transmission du HIV a travers le monde.

Les progres réalisés au cours des années 1990 dans la prise en charge thérapeutique de
l'infection a HIV sont indéniables et ont littéralement changé la qualité de vie des patients
infectés et traités. Cependant, ils n'ont fait que mettre en exergue et accroitre 1'écart qui
existait déja entre pays riches et pays pauvres.

Les pays pauvres rencontrent un grand nombre de difficultés qui sont autant d'obstacles a la
lutte contre la diffusion du HIV. Le manque d'infrastructures sanitaires, l'approvisionnement
insuffisant en réactifs et en médicaments, empéchent le diagnostic et le traitement rapide des
maladies sexuellement transmissibles (MST) classiques qui fragilisent les muqueuses
génitales et facilitent la transmission sexuelle du HIV. La difficulté d'acceés aux préservatifs,
l'allaitement maternel quasi-systématique faute de lait artificiel disponible, I'absence de
matériel stérile jetable dans les hdpitaux, les pesanteurs socio-culturelles sont d'autres

problémes auxquels ces pays sont confrontés.



Pourtant, I'efficacité de traitements courts chez la femme enceinte a été établie et permettrait
de réduire considérablement le nombre d'enfants contaminés dans le monde.

A la fin de ’année 2002, 42 millions de personnes vivaient avec l'infection 4 HIV a travers le
monde dont la grande majorité vit dans des pays en voie de développement (Figure 1).

Ces chiffres sont trés préoccupants et l'avenir de certaines régions du continent africain parait
sombre. Mais la situation n'est cependant pas irrémédiable, et un certain nombre de

gouvernements ont déja engagé le combat contre le HIV.



Personnes vivant avec le HIV a la fin
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Figure 1: Caractéristiques de I'épidémie a HIV par région dans le monde i la
fin 2002. L'infection a HIV est présente dans tous les pays. A la fin 2002, on
dénombre 42 millions de personnes infectées par le HIV a travers le monde, dont 95 %
vivent dans des pays en voie de développement (Source OMS, 2003)



1. BASES VIROLOGIQUES DE L'INFECTION A HIV
1. Définition et classification des rétrovirus

Les HIV-1 et HIV-2 appartiennent a la famille des rétrovirus. Cette famille comporte des
virus enveloppés 4 ARN, caractérisés par une étape de réplication particuliere : la
rétrotranscription. Cette derniére est possible grice a une enzyme présente dans le virus : la
transcriptase inverse (ou "reverse transcriptase") qui rétrotranscrit leur matériel génétique,
constitué de 2 molécules d'ARN, en ADN complémentaire (ADNc). L'ADNc ainsi obtenu
s'intégre alors dans le génome de 1'héte sous forme de provirus.

Plusieurs classifications de rétrovirus ont été établies. Dans les années 1970, la classification
des rétrovi.rus reposait sur la morphologie et la maturation des particules virales (types A a D
de Harven, 1974). Actuellement, cette famille comporte 7 genres définis selon des critéres de
pathogénie et de phylogénie (virus taxonomy 2000).

- Les Alpharétrovirus possédent un core concentrique de type C, comme le virus de la
leucose aviaire (ALV pour "Avian Leukosis Virus").

- Les Betarétrovirus, dont le core est exéentré ou cylindrique, assemblent leurs
particules dans le cytoplasme et bourgeonnent a la surface de la membrane cellulaire. Ils sont
représentés par le virus de la tumeur mammaire de la souris (MMTYV pour "Mouse Mammary
Tumour Virus").

- Les Gammarétrovirus ont également un core central et sphérique de type C. La
capside s'assemble a la surface interne de la membrane cellulaire, de fagon simultanée au
bourgeonnement. Ils infectent les mammiferes, les reptiles et les oiseaux. Ils sont représentés
par le MLV (Murin Leukemia Virus).

- Les Deltarétrovirus sont similaires aux gammarétrovirus en termes de morphologie
et d'assemblage. Ils sont représentés par le virus de la leucémie bovine (BLV pour "Bovin
Leukemia Virus") ou les virus HTLV (Human T-cell Leukemia Virus). Les HTLV ont été
identifiés a la fin des années 1970 chez des patients atteints de leucémie T ou de lymphome
cutané (HTLV-1), puis chez un patient atteint d'une leucémie 2 tricholeucocytes (HTLV-2).
Ces virus possédent un pouvoir transformant sur les lymphocytes T CD4+ in vitro.

- Les Epsilonrétrovirus sont des virus affectant les poissons, comme le virus WDSV
(pour "Walleye Dermal Sarcoma Virus").

- Les Spumavirus ont un core central et sphérique. L'assemblage de la capside se fait

dans le cytoplasme. Ils ne sont pour l'instant associés a aucune pathologie, ni chez 'nomme, ni



chez l'animal, mais induisent une vacuolisation des cellules en culture, comme HEV (pour
"Human Foavy Virus").

- Les Lentivirus ont un core particulier de structure icosaédrique. Ces virus infectent
de nombreuses espéces animales telles que les primates (SIV pour "Simian Immunodeficiency
Virus"), les chévres, les chevaux, les chats, et le bétail. Ils provoquent des infections
persistantes et générent des maladies  évolution lente et chronique. Les HIV, responsables du
SIDA chez I'homme, appartiennent a ce genre. Deux virus ont été identifiés 4 ce jour. Le
HIV-1 est répandu en Europe, aux Etats-Unis, en Afrique centrale et orientale, et en Asie. Le
HIV-2, quant a lui, est surtout présent en Afrique de ['Ouest. L'organisation génétique de ces 2
virus est similaire. Seules quelques protéines dites "auxiliaires ou accessoires" different. Le
genre Lentivirus est caractérisé par une trés grande variabilité génétique comme nous le

verrons ci-dessous.
2. Morphologie et structure du HIV
2.1. Morphologie du HIV-1

Les particules de HIV-1, observées en microscopie électronique, ont un aspect sphérique
(Barre-Sanoussi 2001). Leur diameétre est de 90 a 120 nanométres (nm) (Figure 2). |
Le HIV-1 est un virus enveloppé. Son enveloppe phospholipidique se forme par
bourgeonnement aux dépens de la membrane de la cellule héte infectée. On y retrouve 2
protéines d'origine virale ancrées, la glycoprotéine d'enveloppe externe gpl20 et une protéine
transmembranaire gp41 (TM). Ces deux protéines sont associées de fagon non covalente et
proviennent du clivage enzymatique d'un méme précurseur glycoprotéique, gp160.

L'intérieur de la particule virale est tapissé des protéines de la matrice pl17-18 (MA) et
contient également la protéase virale p12 (PR).

La nucléocapside, de forme trapézoidale, est constituée de la protéine p24 (CA). On y trouve
la protéine de nucléocapside p7 (NC), 2 des 3 enzymes virales (la transcriptase inverse p68 ou
RT, et l'intégrase p34 ou INT), et le matériel génétique viral sous la forme de 2 molécules

d'ARN identiques.
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Figure2: Structure du HIV (d'aprés F. Barré-Sanoussi, Les VIH, rappel virologique, Impact
Meédecin Guide Infection 4 HI'V 2001, 17-26, illustration : P. Imbach).

2.2. Morphologie du HIV-2

L'organisation générale du HIV-2 est identique & celle du HIV-1. Cependant, le HIV-2 est
plus proche du virus simien SIVmac (72 % d'homologie), que du HIV-1 (42 % d'homologie).
Cela implique !'existence de protéines de poids moléculaire différent entre HIV-1 et HIV-2,
qu'il s'agisse des protéines internes ou des protéines d'enveloppe.

Ainsi, on retrouve pour le HIV-2, une glycoprotéine d'enveloppe externe gp105 (au lieu de
gp120 pour le HIV-1) et une protéine transmembranaire gp36 (au lieu de gp41 pour le HIV-
1).

L'intérieur de la particule virale est tapissé des protéines de la matrice pl6 et contient
également la protéase virale p12 (PR).

La nucléocapside, de forme trapézoidale, est constitu€e de la protéine p26. On y trouve la
protéine de nucléocapside p7 (NC), 2 des 3 enzymes virales (la transcriptase inverse p68 ou

RT, et l'intégrase p34 ou int), et le matériel génétique viral sous la forme de 2 molécules

d'ARN identiques.



2.3. Structure du génome

L'organisation du génome du HIV est commune & tous les rétrovirus. Chf;Que niélécule
d'ARN possede a ses extrémités une région répétitive appelée R, importante poﬁf;l’intég;ation
du virus & I'ADN cellulaire, et des régions appelées US et U3. Ces régions rép%i?dent
également 4 la dénomination de séquences LTR ("Long Terminal Repeat"). Une mofééule
d'ARN d'une longueur d'environ 9000 nucléotides comprend les 3 génes gag (group antigen),
pol (polymérase), et env (enveloppe) de l'extrémité 5' & l'extrémité 3', soit une séquence
linéaire du type 5'LTR-gag-pol-env-LTR3' (Figure 3).

Le gene gag code un précurseur protéique pS5 gag dont le clivage par la protéase virale donne
naissance aux protéines pl7-18 MA (matrice), p24 CA (capside), et p15 (nucléocapside)
généralement dissociée en p9 et p7.

Le géne Prc;-Pol code un précurseur polypeptidique p160 gag-ProPol qui est clivé en protéines
p12 PR (protéase responsable du clivage des protéines gag et pol), p51-66 RT (hétérodimére
de la transcriptase inverse, les 2 sous-unités différant par la présence sur I'une d'elle de la
RNase H), et p32 (integrase).

Le geéne env code un précurseur glycoprotéique gpl60 env qui est clivé par des protéases
cellulaires en glycoprotéines d'enveloppe gp120 et gp41 (TM).

Cependant, la présence de nombreux geénes de régulation différencie les HIV des autres
rétrovirus. En effet, ceux-ci contiennent au moins 6 genes supplémentaires qui codent des
protéines de régulation : vif, vpr, tat, rev, vpu, et nef.

Le geéne vif ("virion infectivity factor") code une protéine p23-24 qui augmenterait le pouvoir
infectieux du virus pour les cellules cibles.

Le géne vpr ("virion protein ') code une protéine pl5 qui activerait le transport de 'ADN
viral vers le noyau et stopperait le cycle cellulaire en phase G2/M.

Le geéne tat ("transactivator") code une protéine pl4 qui agit sur la transcription. Elle
activerait une séquence cible TAR située sur 'ARN viral, dans la région LTR en 5', apres le
site d'amorgage de la transcriptase inverse. Cette méme protéine tat aurait également un réle
sur le transport post-transcriptionnel des ARN messagers (ARNm) viraux.

Le geéne rev ("regulator of virion proteins") code une protéine pl9 qui stabiliserait et
faciliterait le transport des ARNm longs des protéines gag, pol et env.

Le géne vpu ou vpx pour le HIV-2 ("virion protein u" ou "x"), code une protéine pl6
phosphorylée qui jouerait un rble dans la dégradation du lymphocyte T CD4+, et dans

l'assemblage et la sortie de la particule virale.
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Figure 3 : Organisation du génome du HIV-1. Les deux molécules d’ ARN formant le
génome du HIV-1 sont identiques. Chacune de ces molécules a une longueur d’environ 9000
nucléotides. Elle comporte de 5* en 3’ les génes gag, pol et env et & chaque extrémité une
région appelée LTR. Chaque géne code un précurseur protéique, qui est ensuite clivé par des
protéases cellulaires ou virales (d'aprés J. Erickson, HIV Resistance and Implications for
Therapy, 2°% édition, Section 1 : Virology, Gilead Science).



Le geéne nef ("negative factor") code une protéine p27-28 qui ralentit l'expression virale in
vitro. La réplication des virus mutés, défectifs en géne nef, est 2 & 10 fois plus importante que

celle des virus non mutés.
2.4. La transcriptase inverse (ou reverse transcriptase ou RT)

La transcriptase inverse est une enzyme spécifique des Rétrovirus. Elle intervient au début du
cycle de réplication du HIV, des que le virus se retrouve dans le cytoplasme de la cellule hote.
C'est une ADN polymérase ARN et ADN dépendante qui catalyse la synthése d'ADN proviral
a partir de I'ARN génomique du HIV, permettant ainsi son intégration dans le génome
cellulaire. La synthése de I'ADN viral est uniquement réalisée par la RT qﬁi a un rdle triple :
ADN polymérase ARN dépendante, RNase H (hydrolyse d'un brin d'ARN hybridé & un brin
d'ADN) e‘t ADN polymérase ADN dépendante.

Elle se présente sous la forme d'un hétérodimere multifonctionnel composé de 2 sous-unités.
Une sous unité de 66 kDa et 560 acides aminés (appelée p66), responsable de l'activité
enzymatique, et une sous-unité de 51 kDa et 440 acides aminés (appelée p51), sans activité

enzymatique mais nécessaire au fonctionnement de la RT.

2.5. La protéase (PR)

La protéase du HIV (PR), contrairement a la RT qui intervient au tout début du cycle de
réplication, joue un rdle dans les étapes post-transcriptionnelles. Elle est requise pour
l'assemblage et l'infectivité des particules virales. Elle découpe les précurseurs polyprotéiques
des protéines de structure et des enzymes de réplication du virus, donnant naissance a des

protéines matures, fonctionnelles et infecticuses.

2.5.1. Classification des protéases virales
Les protéases virales sont des endopeptidases. Ces enzymes reconnaissent et se lient aux
acides aminés entourant un site de clivage spécifique. La classification des protéases repose

sur leur mécanisme d'action. On distingue 2 groupes : les Sérine/Cystéine protéases et les

Aspartate protéases (Bazan et al. 1988).
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Dans le cas des Sérine/Cystéine protéases, un résidu sérine ou cystéine de l'enzyme est
important pour 'activité catalytique. Dans le cas des aspartate protéases, on retrouve toujours
I’association des acides aminés Aspartate (Asp ou D)-Thréonine (Thr ou T) / Sérine (Ser ou
S)-Glycine (Gly ou G. Les protéases virales ne contiennent qu'un seul motif DTG et leur
séquence est moitié moins longue. Les protéases du HIV appartiennent a cette famille des

protéases aspartiques.
2.5.2. Structure de la protéase du HIV

Elle est constituée de deux monoméres apportant chacun la séquence caractéristique Asp®-
Thr®®-Gly*'. Seule la forme dimérique est active. Elle se présente 'sbus la forme d'un
homodim?re constitué de 2 polypeptides identiques de 99 acides aminés qui s'assemblent pour
former le site actif de l'enzyme (Figure 4). Les 2 sous-unités sont associées de fagon non
covalente et liées entre elles par l'intermédiaire de 4 feuillets antiparalléles 8 impliquant les
extrémités N et C terminales. Chaque polypeptide comporte une Proline en N-terminal et une
Phénylalanine en C-terminal. Repliée dans l'espace, la séquence polypeptidique d'un
monomere s'organise en 9 feuillets plissés (3 et une petite hélice o

Le site actif est constitué par une excavation centrale située a l'interface des 2 sous-unités. I1
forme un tunnel de 23 A de long qui permet une interaction avec 7 & 9 acides aminés des
substrats protéiques. Ce tunnel est recouvert par des structures en épingle a cheveux, appelées
volets ou "flaps", riches en glycine. Sous sa forme apoenzyme de la protéase, les volets
adoptent une conformation ouverte et sont distants de 7 A du site catalytique. L'interaction
avec le substrat provoque des modifications dans la structure de l'enzyme. L'ouverture des
volets permet l'entrée des substrats et la sortie des produits clivés de l'excavation centrale du
site actif (Gustchina et al. 1990). Au niveau du plancher du site actif, on retrouve le site
catalytique de la protéase caractérisé par les 2 séquences AspzS-ThrZ‘s-Glyﬂ, chacune située
sur une boucle d'un monomeére. La substitution d'un résidu du site actif, par exemple en
asparagine (D25N) (Darke et al. 1989; Kohl ez al. 1988) ou en sérine (A28S et T26S) (Mous

et al. 1988; Seelmeier ez al. 1988) provoque une baisse de 'activité de la protéase.
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Figure 4 : Structure de la protéase du HIV-1. La protéase se présente comme un
homodimére constitué de 2 polypeptides identiques de 99 acides aminés. Repliée dans
I'espace, la séquence polypeptidique d'un monomere s'organise en 9 feuillets plissés et une
petite hélice a. Le site actif est une excavation centrale située a I'interface des 2 sous-unités. Il
forme un tunnel de 23 A de long qui permet une interaction avec 7 a 9 acides aminés des
substrats protéiques. Les volets sont des structures en épingle qui, selon leur conformation,
permettent 'entrée des substrats et la sortie des produits clivés du site actif (Abbott

Pharmacie, 1998).
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Plusieurs régions sont bien conservées entre les protéases des rétrovirus : les acides aminés 1
a 9 (séquence N terminale), 21 & 32 (séquence autour du site catalytique), 47 4 56 (volets), 78
4 88 (région de la liaison avec le substrat) et 94 a3 99 (séquence C terminale) (Fontenot et aZ
1992). L'homologie entre les protéases du HIV-1 et du HIV-2 est d'environ 50 %. Toutefois,

les structures secondaires et tertiaires sont majoritairement conservées entre les 2 enzymes.
2.5.3. Biochimie de la protéase du HIV

La protéase est une aspartate-protéase, cette dénomination est en rapport avec la présence de 2
aspartates catalytiques au niveau du site actif de 'enzyme respectivement en position 25 et 25'
de chacun des 2 monoméres. Malgré la nature symétrique de l'enzyme, le substrat peptidique
est, quant & lui, asymétrique. Il se lie donc de fagon pseudosymétrique dans la cavité du site
actif. Cette interaction est stabilisée par des liaisons non covalentes (liaisons hydrogénes ou
hydrophobes).

Le mécanisme de catalyse de la liaison peptidique par la protéase est classique. La molécule
d'eau, activée par I'aspartate Asp” déprotoné, réalise une attaque nucléophile du carbonyle de
la liaison peptidique scissile (figure 5). II se forme transitoirement un intermédiaire
tétraédrique zwittérionique, 1'aspartate ayant cédé un proton a l'azote de la liaison amide. Cet
intermédiaire instable se décompose pour conduire aux 2 produits de la réaction, l'acide et

l'amine. La coupure de la liaison C-N est considérée comme l'étape lente de la réaction.,

13



H
S H o HO -Q HO -0 [sostére hydroxysthyiéne
[s}

Asps Asp?s’ Asp? Asp?s’
Intermédiaire étraédrique

Figure 5 : A. Mécanisme postulé pour I'hydrolyse des liaisons peptidiques catalysée par
la PR. La molécule d'eau liée aux aspartates Asp” et Asp® par des liaisons hydrogenes,
réalise une attaque nucléophile du carbonyle de la liaison peptidique scissile. L'intermédiaire
tétraédrique  zwittérionique formé transitoirement est représenté. B. Isostére
hydroxyéthyléne mimant 1'état de transition (d'apres N. Boggetto et M Reboud-Ravaux, La
protéase du HIV et le développement d'inhibiteurs, Virologie 2001, 5 : S9-18).
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La protéase reconnait douze sites de coupure, onze différents au niveau des polyprotéines gag
et gag-pol et un au niveau de la proteine nef. Elle réalise des coupures entre un acide aminé
aromatique, Tyrosine (Tyr) ou Phénylalanine (Phe), et une proline (Pro). Les endopeptidases
de mammiferes (rénine, pepsine) ne pouvant couper de telles liaisons peptidiques, on a
développé des molécules comportant un mime de la liaison Tyr/Phe-Pro afin d'obtenir des
inhibiteurs spécifiques de la PR. Celle-ci coupe également d'autres liaisons peptidiques
notamment la liaison Leucine (Leu) - Alanine (Ala) proche de la liaison Leu'®-val'! de
I'angiotensinogéne coupée par la rénine. D'ou I'idée d'utiliser des inhibiteurs de la rénine ou
des molécules dérivées pour inhiber la PR. Il existe une troisiéme catégorie de sites de
coupure. Il s'agit de s€quences ayant une symétrie de part et d'autre de la liaison coupée. La
coupure a lieu entre 2 acides aminés hydrophobes, Méthionine (Met) - Méthionine (Met),
Phe-Leu et .Leu-Phe‘ Cela a conduit a la recherche d'inhibiteurs symétriques.

Tout changement des acides aminés tapissant la face interne du site actif de la protéase est
susceptible de décroitre l'affinité de l'inhibiteur pour sa cible tout en restant tolérable pour la
fonction de la protéase. Cela constituera un avantage sélectif pour la réplication du virus en

présence de cet inhibiteur.
3. Cycle de réplication du HIV
Le cycle de réplication du HIV peut étre schématiquement séparé en 2 phases. Une phase

précoce, correspondant a l'intégration du génome viral dans le génome cellulaire, et une

phase plus tardive qui aboutit a la formation de nouveaux virions infectants (Figure 6).
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Figure 6 : Cycle de réplication des HIV (d'aprés F. Barré-Sanoussi, Les VIH, rappel
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M. Bui).
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3.1. Evénements précoces du cycle de réplication du HIV
Ils comportent 3 temps majeurs :
3.1.1. Reconnaissance et entrée du virus dans la cellule cible

L'entrée du virus dans la cellule cible résulte, dans un premier temps, de la reconnaissance
spécifique et forte entre la glycoprotéine extra-membranaire gp120 (SU) du HIV et la
molécule CD4, qui est son récepteur de haute affinité, a la surface du lymphocyte T (Figure
7. V

Cette reconnaissance va provoquer, dans un second temps, un changement conformationnel
de la gpl120 (SU). Ce changement va permetire & une région particuliere de la gpl120
(notamment le domaine V3) d'entrer en contact avec des co-récepteurs présents a la surface de
la cellule cible. Une quinzaine de co-récepteurs ont été décrits dans le cadre de l'infection a
HIV, les 2 principaux sont le CCR5 et le CXCR4, tous deux récepteurs de chimiokines en
temps normal.

L'interaction entre la gp120 et le co-récepteur va provoquer la fusion de l'enveloppe virale
avec l'enveloppe cellulaire, et ce par l'intermédiaire de la gp41 (TM).

Le résultat de cette fusion est la pénétration de la nucléocapside du HIV dans le cytoplasme

de la cellule cible,

3.1.2. Rétrotranscription de I'ARN viral en ADN viral complémentaire

Il s'agit d'une étape essentielle du cycle de réplication du HIV. Elle a lieu dés que la
nucléocapside se retrouve dans le cytoplasme de la cellule cible. Elle consiste en la
rétrotranscription de 'ARN viral en ADNc grice & une enzyme virale : la transcriptase inverse
(RT). Le brin d'ADN de polarité négative ainsi produit sert de matrice pour la synthése d'un

brin de polarité positive.
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CD4 receptor

Figure 7 : Représentation de I'interaction des glycoprotéines d'enveloppe du HIV-1 avec
le récepteur CD4. La reconnaissance entre la gpl20 du HIV-1 et la molécule CD4 du
lymphocyte entraine une modification conformationnelle de la gpl20 permettant son
interaction avec des co-récepteurs puis la fusion des enveloppes virale et cellulaire (d'aprés J.

2nde

Erickson, HIV Resistance and Implications for Therapy, édition, Section 1 : Virology,

Gilead Science).
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3.1.3. Import nucléaire et intégration de I'ADN viral a I'ADN cellulaire

L'import nucléaire de I'ADN est une propriété essentielle des lentivirus. Cette famille de
rétrovirus est capable d'infecter les cellules indépendamment de la division cellulaire et donc
de la mitose.L'indépendance de l'intégration du HIV vis-a-vis de la mitose implique que le
génome viral, imbriqué dans un complexe de préintégration soit importé activement dans le
noyau en 2 étapes : le routage vers le noyau et la translocation a travers les pores nucléaires
(Bukrinsky et al. 1992). Ce complexe est formé de protéines virales et de protéines
cellulaires, comme les importines qui permettent & 'ADN viral d'accéder a l'intérieur du
noyau de la cellule. .

L'intégration du génome viral se fait ensuite au hasard dans le génome cellulaire au niveau de
sites non spécifiques avec, cependant, une prédilection pour les zones de faible condensation
chromosomique. |

Pour cela, l'intégrase virale clive ' ADN cellulaire et 'ADN viral au niveau des séquences
LTR, permettant l'intégration proprement dite du génome viral au génome de la cellule. Cette
intégration se fait en 3 étapes. L'enzyme reconnait les séquences terminales de I'ADN viral
situées dans les 2 LTR et retire les dinucléotides terminaux en 3' par une activité
endonucléase. Puis, ces 2 extrémités 3' de I'ADN viral se lient de fagon covalente avec 'ADN
cellulaire (transfert de brin). Les régions simple brin sont ensuite réparées par des mécanismes

cellulaires, et également viraux. L'ADN viral prend alors le nom de provirus.
3.2. Evénements tardifs du cycle de réplication du HIV
3.2.1. Etapes transcriptionnelles

La transcription de I'ADN proviral en ARN est réalisée grice & une enzyme cellulaire : I'ARN
polymérase I1. La synthése de ' ARN proviral débute a l'extrémité 5' et se termine a l'extrémité
3' qui contient les signaux permettant l'arrét de la transcription et la maturation des ARN
néosynthétisés par attachement d'une queue polyA en 3'. L'expression du provirus est liée, en
partie a des signaux cellulaires, et en partie & des signaux viraux.

Le LTR en 5' sert de promoteur a cette synthése lorsqu'il interagit avec des facteurs cellulaires
comme le NF Kappa B. La présence de ces facteurs au niveau des noyaux dépend de I'état

d'activation des cellules. En effet, lorsque la cellule infectée interagit avec une autre cellule de
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son environnement, ou lorsquelle est stimulée par un facteur soluble (lymphokine ou
cytokine), elle s'active et des signaux sont émis, permettant le passage de facteurs tels que le
NF Kappa B au niveau du noyau. Ainsi, la réplication virale est directement liée a I'état
d'activation de la cellule infectée.

Des protéines virales jouent également un réle important dans la synthése de ' ARN viral. La
protéine régulatrice tat du HIV se fixe sur la séquence TAR (Transactivating Response
FElement), présente a l'extrémité 5' des ARN en cours de synthése, augmentant le taux de
transcription 100 & 1000 fois. Quant a la protéine rev, elle facilite le transport de I'ARN (sous
forme compléte de 9000 nucléotides et sous forme réduite) dans le cytoplasme de la cellule

infectée.
3.2.2. Etapes post-transcriptionnelles

Les ARNm viraux formés subissent, comme les ARNm cellulaires, des modifications post-
transcriptionnelles : épissage, addition d'une coiffe en 5', polyadénylation en 3.

I1s sont traduits en protéines virales dans le cytoplasme grace a 1a machinerie cellulaire.

Les ARNm de petite taille donnent naissance aux protéines de régulation du HIV. Les ARNm
de taille moyenne et de taille plus importante, comportant les génes gag, pol, et env, générent
les protéines constitutives du HIV. Ces protéines sont synthétisées sous forme de protéines de
fusion (polyprotéines) qui vont étre clivées par la protéase virale ou par des protéases
cellulaires dans un second temps. Chez tous les rétrovirus, les trois principales polyprotéines
Gag (p55), Gag-Pol (p160) et Env (gp160) doivent subir des modifications protéolytiques
indispensables au pouvoir infectieux du virus. Contrairement au précurseur gpl60 qui est
clivé par les protéases cellulaires dans I'appareil de golgi, les précurseurs polypeptidiques Gag
et Gag-Pol sont clivés par la protéase virale. Le précurseur Gag libére les protéines
structurales : la matrice (p17), la capside (p24), la nucléocapside (p7) et le peptide p6. Le
précurseur Gag-Pol libére également les protéines structurales mais aussi les protéines
enzymatiques : la protéase (p12), la transcriptase inverse (p66/p51) et l'intégrase (p32). Le
précurseur gpl60-Env des glycoprotéines d'enveloppe est synthétis€é au niveau des
polyribososmes associés au réticulum endoplasmique granuleux.

De fagon concomitante & ces clivages, la transcription complete du génome produit I'ARN
génomique viral.

Les derniers stades du cycle de réplication du HIV comprennent 2 temps. Dans un premier

temps, il se produit l'assemblage des précurseurs des protéines virales avec 2 molécules
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d'ARN viral a proximité de la membrane cellulaire. Dans un second temps, ce processus
d'assemblage aboutit a la sortie des virus par bourgeonnement des particules virales a la
surface de la cellule infectée. Les virus ainsi produits et libérés dans le plasma sont
immatures. Ce n'est donc qu'a l'extérieur de la cellule, lorsque la protéase clive les précurseurs
Gag et Gag-Pol, que les virus deviennent matures et donc infectieux. Les virus défectifs pour

le géne de la protéase produisent des virus immatures et donc non infectieux.

4. Tropisme cellulaire des HIV : role des co-récepteurs

L'entrée du HIV dans sa cellule cible est possible grice a la liaison spécifique et de forte
affinité entre une gp120 virale et une molécule CD4 de la surface cellulaire. Cette molécule
CD4 est présente en grande quantité a la surface des lymphocytes T auxiliaires ou "helpers".
Mais elle est également exprimée, en plus faible quantité, a la surface de nombreuses cellules
présentatrices d'antigénes (CPA) : monocytes, macrophages, cellules dendritiques, cellules de
Langerhans. Cependant, d'autres molécules sont nécessaires a la pénétration du virus dans la
cellule. Ces récepteurs accessoires, ou co-récepteurs, sont, a I'état normal, des récepteurs de
chimiokines. Une quinzaine de co-récepteurs du HIV ont été décrits, mais les deux principaux
sont le CCRS et le CXCR4.

Le HIV infecte surtout les lymphocytes CD4+ dans le sang et, 2 un degré bien moindre, les
CPA dans les tissus. Mais, méme si la réplication du HIV est peu importante dans les CPA,
ces cellules représentent un réservoir permanent de virus. Les CPA pourraient donc étre

impliquées dans la "latence" du virus (Agut 2000).
III. IMMUNOPATHOLOGIE DE L'INFECTION A HIV
1. Déficit immunitaire associé a l'infection 4 HIV

Il est d'autant plus important que l'infection est ancienne. 1l s'agit d'abord d'un déficit qualitatif
et quantitatif des lymphocytes CD4+. Les lymphocytes du sang circulant ne représentent que
2 % des lymphocytes totaux. Le taux normal de lymphocytes CD4+ dans le sang circulant est
de 500 4 2000 / mm>, soit 35 % & 45 % des lymphocytes T matures périphériques. Le taux
normal de lymphocytes CD8+ est deux fois moindre. Le principal signe du déficit
immunitaire est représenté par la lymphopénie CD4 et l'inversion du rapport CD4 / CD§ qui
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devient inférieur 4 un. Cette lymphopénie est progressive, elle se majore au fur et 2 mesure de
la progression de la maladie pour devenir maximale 6 a 10 ans aprés la primo-infection. La
perte en lymphocytes CD4+ est évaluée & 50 cellules / mm” par jour soit 10° cellules, avec des
variations interindividuelles importantes (Carcelain ef al. 2001a). Le mécanisme exact
responsable de la destruction du systéme immunitaire n'est pas encore totalement élucidé. On
pense qu'll s'agirait de 'association de l'effet cytopathogéne du HIV (mais I'importance réelle
de cet effet reste inconnue) et d'une augmentation de I'apoptose. Les CD4 sont les premiers
touchés, cela explique la disparition souvent trés précoce des réactions d'hypersensibilité
retardée cutanée. De nombreuses autres anomalies fonctionnelles apparaissent par la suite et
ont pour conséquences une sensibilité accrue aux infections, une mauvaise réponse aux

vaccinations et un développement plus fréquent de néoplasies.

2. Evolution immunologique naturelle de l'infection a HIV

Durant les premiers stades de l'infection, le niveau de réplication virale est maintenu bas par
le systéme immunitaire. Lors de 1'évolution de la maladie, l'atteinte quantitative et qualitative
du systéme immunitaire va entrainer une augmentation du niveau de réplication virale qui
devient maximal en fin de maladie. La cinétique de cette atteinte du systéme immunitaire peut

étre schématiquement divisée en trois phases (Amiel 2001; Carcelain et al. 2001a).

2.1.  Phase initiale : primo-infection

La primo-infection constitue la phase aigué de l'infection. Elle peut étre cliniquement
asymptomatique ou symptomatique. Biologiquement, la charge virale et l'antigénémie p24
sont respectivement détectables dés les 9°™ et 14°™ jours suivant le contage. La charge virale
augmente rapidement et de fagon trés importante, attestant de l'absence de toute réponse
immunitaire. Cette production virale majeure et non contrdlée va étre a l'origine de la
dissémination du virus dans tout l'organisme.

Lors de la primo-infection, l'immunité non spécifique (innée) est débordée par la tres
importante production de virus et I'immunité spécifique se met en place. Durant cette phase,
les lymphocytes T helpers (CD4+) spécifiques du HIV sont rapidement détruits, entrainant

une lymphopénie brusque et plus ou moins profonde selon les cas. La chute des lymphocytes
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CD4+ est généralement rapide, transitoire et relative, les cellules étant & la limite inférieure de
la normale (500 a 2000 / mm’ dans le sang circulant). Cependant, dans 2 % des cas, on
observe une lymphopénie absolue entre 500 et 200 CD4 / mm’. Cette lymphopénie peut
persister et aboutir rapidement au stade SIDA. On parle alors de patient progresseur a court
terme. Petit & petit, les particules virales se retrouvent dans les ganglions, au niveau des
centres germinatifs. Il va donc se produire une hyperplasie folliculaire avec des adénopathies

cliniquement palpables.

2.2. Phase secondaire : réponse immunitaire

Cette seconde phase correspond a la mise en place de la réponse immunitaire (humorale et
cellulaire) et a la latence clinique. Les anticorps anti-HIV sont détectables dans le sérum a
partir du 21°™ jour suivant le contage (fenétre sérologique) et généralement dans un délai de 6
a 8 semaines suivant la contamination (3 mois au maximum) (Figure 8). Les premiers
anticorps synthétisés ont pour cible des antigenes d'enveloppe (1a gp120 et 1a gp41), puis les
anticorps dirigés contre les autres protéines virales apparaissent rapidement. La production
des anticorps persiste en plateau jusqu'a la phase terminale de la maladie pendant laquelle
celle-ci diminue réguliérement. Parallelement & l'apparition des anticorps, on observe une
diminution brutale de la charge virale plasmatique. I1 s'établit alors une période de latence
pendant laquelle la charge virale plasmatique est relativement stable et les lymphocytes CD4+
diminuent progressivement. Le taux de CD4 se situe entre 350 et 500 / mm’. Le virus se
réplique alors essentiellement dans les organes lymphoides. La mesure de la charge virale
plasmatique, en dehors de tout traitement antirétroviral, constitue alors un important marqueur
pronostic de I'évolution vers le stade SIDA. En effet, plus la CV plasmatique est importante a
ce moment de l'infection, plus I'évolution vers le stade SIDA sera rapide.

La réponse a médiation cellulaire se met également en place avec la génération de
lymphocytes cytotoxiques CD8+. Cependant, I'activation des CD8+ nécessitant des cytokines

secrétées par les lymphocytes CD4+, leur fonction va étre altérée au fur et 3 mesure de la

progression du déficit immunitaire.
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2.3.  Phase terminale : déficitaire immunitaire profond

Cette phase correspond a l'entrée dans la phase symptomatique de l'infection : c'est le stade
SIDA. Le statut immunitaire du patient s'effondre et la lymphopénie CD4 profonde
s'accompagne de CV plasmatiques de plus en plus élevées et d'une altération de 1'état général
du patient. Cet état devient propice au développement d'infections opportunistes, de
néoplasies et d'encéphalites &8 HIV. La durée d'évolution vers le stade SIDA est variable selon
les patients. On distingue trois groupes de patients : les "progresseurs rapides" qui évoluent
vers le SIDA en 3 & 4 ans, les "progresseurs classiques”, et les "non progresseurs a long
terme" (5 % de la population infectée) qui, en I'absence de tout traitement, n'évoluent pas vers
le stade SIDA aprés 10 ans de contamination. /

Lors de la phase terminale, les souches virales forment des syncitia ir vitro, elles se répliquent
de fagon rapide et intense. Du point de vue immunologique, le profil de sécrétion des
cytokines s'inverse. Initialemvent, le profil est de type Thl avec la sécrétion d'IL-2, de TNF-«
et d'interféron-y. Au cours de la maladie, le profil s'inverse et devient de type Th2 a la phase

terminale avec sécrétion d'TL-4 et d'TL-10.
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Figure 8 : Evolution des lymphocytes CD4+, de la charge virale plasmatique et de la
réponse cellulaire humorale au cours de I'infection 4 HIV-1. On peut distinguer 3 phases.
La primo-infection se caractérise par une CV élevée, une baisse des CD4 et une réponse
immunitaire faible. La phase secondaire correspond a la mise en place de la réponse
immunitaire qui entraine une chute de la CV et une réascension des CD4+. La production des
anticorps persiste en plateau jusqu'a la phase terminale de la maladie, le stade SIDA ou le
statut immunitaire du patient s'effondre et la lymphopénie CD4 profonde s'accompagne de CV
plasmatiques de plus en plus élevées (d'aprés C. Amiel, Histoire naturelle immunologique de
l'infection &4 HIV-1, Impact Médecin Guide Infection & HIV 2001, 79-85 )
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3. Restauration du systéme immunitaire sous traitement antirétroviral combiné

Lorsque le systéme immunitaire est atteint, il est difficile de récupérer les taux initiaux de
lymphocytes CD4+. Sous traitement antirétroviral inhibant efficacement la réplication virale,
la baisse de la charge virale plasmatique est rapide. En revanche la restauration du systéme
immunitaire est lente et incomplete (Carcelain et al. 2001b).

Les traitements antirétroviraux combinés permettent donc une récupération immune partielle
et de ce fait une protection centre les pathogeénes opportunistes. Cependant, cette récupération

est uniquement possible si la réplication virale est controlée de fagon durable et efficace.
IV. . DIAGNOSTIC VIROLOGIQUE D'UNE INFECTION A HIV

Le diagnostic d'une infection & HIV consiste, dans un premier temps, en un test sérologique
de dépistage. Tout résultat positif ou douteux lors du test de dépistage devra étre confirmé par
Western-Blot (WB) (Agut er al. 2001). Dans certaines situations plus délicates, telles que la
primo-infection ou bien l'infection & HIV-2 ou & HIV-1 de sous-types moins fréquents, il

faudra recourir & d'autres outils virologiques.
1. Diagnostic virologique indirect

Les tests indirects sont des tests détectant la présence des anticorps sériques dirigés contre les

protéines constitutives du virus.
1.1.  Tests de dépistage

La sérologie HIV associe obligatoirement 2 tests ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay) différents qui détectent les anticorps anti-HIV. Les tests ELISA de premiére
génération utilisaient comme antigénes des lysats de cellules infectées contenant des protéines
virales et cellulaires, et occasionnant des réactions faussement positives. Quant aux tests de
deuxiéme génération, ils utilisaient comme antigénes des peptides synthétiques ou des
protéines de recombinaison génétique. Ils permettaient une détection plus précoce des
séroconversions de 10 jours par rapport aux tests de premiére génération. Les tests de

premiére et de deuxiéme génération ne détectaient que les immunoglobulines d'isotype G. Les
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tests de troisitme génération, arrivés quelques années plus tard, détectent les
immunoglobulines de type G et M. Ils dépistent de ce fait les séroconversions 5 jours plus tot
que les tests de deuxiéme génération. Enfin, les tests de quatrieme génération, apparus sur le
marché en 1998, permettent la détection combinée de la protéine de capside p24 du HIV-1 et
des anticorps anti-HIV-1 et anti-HIV-2. Toutes les trousses ELISA commercialisées
actuellement en France doivent permettre la détection des anticorps dirigés contre les HIV-1
des groupes M et O, et tous les sous types de HIV-2. L'ELISA constitue une technique rapide,
automatisable et donnant des résultats reproductibles. L'agrément des kits commercialisés en
France privilégie une sensibilité proche de 100 % a la spécificité afin d'éviter les résultats
faussement négatifs. Le pourcentage de faux positifs toléré, correspondant a des situations
physiologiques ou pathologiques particuli¢res, est de 0,5 %. '

Les anticorps spécifiques du HIV ne sont pas présents au début de la phase aigué de
linfection. Ils ne sont pas détectables dans le sérum avant le 21°™ jour suivant le contage. 11
convient donc d'interpréter les résultats des tests de dépistage avec prudence et en fonction du
contexte clinico-biologique du patient afin d’éviter le piege de la fenétre sérologique.

Les tests de dépistage comportent des risques de résultats faussement positifs. De ce fait, en
cas de résultat positif ou de discordance entre les 2 tests de dépistage pratiqués, il faudra

recourir a un test de confirmation.
1.2.  Tests de confirmation

La technique de référence est le Western blot.

Il est effectué sur le second prélévement d’un patient ayant des résultats sérologiques positifs
ou discordants en ELISA. Le principe du WB consiste a séparer par électrophorése les
protéines virales obtenues aprés culture, puis 2 les transférer sur une membrane de
nitrocellulose. La présence d'anticorps contre une protéine donnée est révélée par une réaction
immuno-enzymatique qui matérialise la position de la protéine sous la forme d'une bande
colorée. Les autres tests, appelés immunoblots, sont fabriqués & partir de protéines virales

recombinantes déposées en lignes séparées. Ils sont comparables au WB.
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2. Diagnostic virelogique direct

Les tests directs détectent la présence du virus entier ou de parties de virus (protéines ou

génome viraux) dans un échantillon.
2.1.  Détection de I'antigéne p24

Les antigenes viraux circulants correspondent aux particules et aux protéines virales libres.
Les méthodes ELISA commercialisées dosent la protéine p24 du HIV-1 dans le plasma et le
sérum. L'antigénémie p24 représente un témoin de la réplication virale. C'est une technique
simple, rapide (3 a 4 heures) et peu onéreuse. Sa sensibilité est de l'ordre de 10 pg/ml et sa
valeur prédictive positive (VPP) est élevée. La positivité de la réaction peut €tre confirmée par
un test de neutralisation qui inhibe spécifiquement la détection de l'antigéne et permet
d'exclure un faux positif. |

L'antigénémie p24 est détectable dans le sérum en moyenne 14 jours aprés le contage (de J12
a J26). Cette positivité précéde celle des anticorps, qui n'apparaissent pas avant le 21°™
suivant le contage au minimum. La détermination de l'antigénémie p24 est essentiellement
indiquée chez le nouveau-né de mére séropositive pour le HIV-1 et en cas de suspicion de
primo-infection (permettant ainsi de réduire I'écueil de la fenétre sérologique). Les autres

indications sont le diagnostic en cas de conduite 3 risque récente et la confirmation, au

laboratoire, des sérologies discordantes et des profils de WB ininterprétables.
2.2. Isolement du HIV : co-culture lymphocytaire

La culture du HIV-1 est un technique longue, cofiteuse et nécessitant des laboratoires de haute
sécurité (niveau P2/P3). Le principe de la technique repose sur la co-culture de cellules
mononucléées du sang périphérique (PBMC) de donneurs sains avec les PBMC d'un patient
infecté. La multiplication virale est appréciée par la détermination de I'antigénémie p24 et/ou
la recherche d'une activité enzymatique de type transcriptase inverse dans les surnageants de
co-culture. La culture cellulaire est entretenue et étudiée pendant plusieurs semaines. Le HIV-

2 est isolé par une technique identique.
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2.3. Détection des acides nucléiques viraux

Les méthodes moléculaires de détection du HIV sont plus lourdes et plus onéreuses que la
détermination de l'antigénémie p24, mais nettement plus rapides et moins onéreuses que
lisolement viral. Elles présentent également 'avantage d'étre plus sensibles et plus précoces
que l'antigénémie p24. Elles permettent enfin la quantification des particules virales dans le
plasma d'un sujet infecté.

Ces méthodes appartiennent a 2 groupes : celles basées sur l'amplification du génome viral et
celles basées sur I'hybridation amplifiée, sans amplification génique préalable.

L'amplification génique (PCR ou amplification multi-enzymatique de type NASBA) permet
de détecter I'ADN proviral intégré a I'ADN cellulaire ou bien, aprés une étape de
rétrotranseription préalable, 'ARN génomique contenu dans les particules virales. Cette
technique présente des risques de faux positifs (contamination de 'ADN amplifié en cours de
manipulation) et de faux négatifs (variations génétiques de la région amplifiée, faible nombre
de copies d'acide nucléique, ou présence d'inhibiteurs non spécifiques dans I'échantillon).

La technique d'hybridation amplifiée sans amplification génique est fondée sur l'utilisation de
sondes ramifiées (technique dite de I'""ADN branché"). Elle a une sensibilité proche des
techniques avec amplification génique mais elle présente 2 avantages par rapport a ces
derniéres : une meilleure reproductibilité, et une sensibilit¢ moindre aux problémes de
contamination et de variabilité génétique. L'inconvénient de cette technique est de nécessiter
de plus grands volumes d'échantillon biologique.

La charge virale ARN HIV plasmatique (CV) se positive dés le 12°™ jour aprés le contage.
Elle est alors trés élevée et correspond a une réplication virale maximale initiale lors de la
primo-infection en l'absence de toute réponse immunitaire. La CV baisse ensuite lors de la
mise en place de la réponse immunitaire pour atteindre un état d'équilibre, environ 6 mois
aprés le contage.

La variabilité de la méthode est de 0,2 4 0,3 log. Une différence entre 2 charges virales est
qualifiée de significative lorsque I'écart est de 0,5 log.

Les principales indications de la CV sont le bilan initial et le suivi thérapeutique (en pratique
tous les 3 mois). Dans le cas particulier de la primo-infection, la CV peut également étre utile
pour affirmer le diagnostic, parallélement au WB et a I'antigénémie p24.

L'interprétation de la CV nécessite quelques précisions :
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- les infections intercurrentes ou les vaccinations occasionnent des augmentations

transitoires de la CV, il convient donc d'éviter de pratiquer cet examen pendant cette

période et le mois qui suit, afin de ne pas faussement interpréter le résultat,

- il faut savoir que l'on sous-estime la CV lorsque 'on réalise l'examen dans le sérum par

rapport au plasma.
Chez un sujet infecté, le suivi repose sur l'évolution des lymphocytes CD4+ et la
quantification de 1'ARN plasmatique viral (charge virale). Les variations de ces deux
marqueurs sont étroitement liées. En effet, une élévation de la CV annonce une diminution du
nombre de CD4+, elle méme en rapport avec la progression de la maladie vers le stade SIDA.
On réalisera donc un bilan initial complet comprenant, entre autres, un dosage des
lymphocytes CD4+ / CD8+ et une CV avant tout traitement antirétroviral. On suivra ces deux
paramétres de fagon réguliére, en pratique tous les 3 mois, pour le suivi thérapeutique.
L’évalue;tion trimestrielle des CD4+ et de la CV est utile pour affirmer l'efficacité ou
l'inefficacité d'un traitement antirétroviral, et permet de définir les échecs immunologiques

(diminution du nombre de CD4+) et virologique (augmentation significative de la CV).
V. LES THERAPIES ANTIRETROVIRALES CONTRE LE HIV

Le traitement étiologique de l'infection par le HIV repose sur les antirétroviraux (ARV). I
doit étre instauré de fagon concomitante au traitement symptomatique de la primo-infection,
et a un traitement préventif et curatif des pathologies associées & la phase tardive de
I'nfection, qu'elles soient opportunistes ou tumorales.

La connaissance approfondie du cycle de réplication du HIV a permis, malgré sa complexité,
de fournir des cibles potentielles a des agents pharmacologiques. Les deux cibles de

prédilection des ARV actuellement commercialisés sont la transcriptase inverse et la protéase.
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Depuis 1987, année d'obtention de 'AMM pour I'AZT, plus d'une quinzaine de molécules
sont disponibles, réparties en 5 classes selon leur mécanisme d'action :

- les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (NRTI),

- les inhibiteurs nucléotidiques de la transcriptase inverse,

- les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (NNRTT),

- les inhibiteurs de la protéase (IP),

- les inhibiteurs d'attachement / fusion du virus avec les cellules cibles.

L'émergence de mutants résistants, directement liée aux hautes capacités réplicatives du HIV,
explique la nécessité d'exercer une activité antirétrovirale trés puissante pour empécher
I'émergence de souches mutantes résistantes par pression de sélection. Une activité
antirétrovirale trés puissante est obtenue en associant différentes molécules afin d'obtenir un
effet additif, voire synergique sur le virus. Cela permet également de minimiser les chances
du virus de trouver une combinaison de mutations compatible avec sa survie. La prévention
de I'¢mergence de virus résistants suppose donc que la réplication virale soit la plus faible
possible, le plus longtemps possible.

Nous ¢étudierons ci-dessous successivement les différentes classes d'antirétroviraux
actuellement disponibles, en précisant a chaque fois les mécanismes d'action et les principales

caractéristiques des molécules commercialisées.

1. Les inhibiteurs de la transcriptase inverse

La RT représente une cible privilégiée pour le traitement antirétroviral, en raison de son rdle
indispensable dans la réplication virale, mais aussi parce qu'elle est absente chez 'homme.
Les inhibiteurs de la RT sont divisés en deux classes basées sur leur structure et leur mode

d'action : les analogues nucléosidiques et non nucléosidiques.
1.1.  Les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (NRTI)
1.1.1. Mécanisme d'action des NRTI
Les NRTI (Nucleosidic Analog Reverse Transcriptase Inhibitor) dérivent des nucléosides

naturels. Ils ont constitué la premiere classe d'ARV disponibies avec la mise sur le marché de

I'AZT en 1987. Actuellement, 6 molécules de cette classe sont utilisées en thérapeutique.
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L'AZT (Zidovudine, Rétrovir™) et le D4T (Stavudine, Zerit®) sont des analogues de la
thymidine, le ddC (Zalcitabine, Hivid®) et le 3TC (Lamivudine, Epivir®) sont des analogues
de la cytidine, I'abacavir (Ziagen®) est un analogue de la guanosine, et le ddI (Didanosine,
Videx®) est un analogue de I'adénosine. Cette analogie avec les nucléosides naturels est & la
base méme de leur activité antirétrovirale. Ils constituent des prodrogues et devront &tre
triphosphorylés & l'intérieur de la cellule grice aux kinases cellulaires pour &tre actifs.
L'activité des kinases est différente selon les cetlules et selon leur état d'activation. La
triphosphorylation se fait de fagon séquentielle, par addition successive de 3 groupements
phosphates & I'extrémité 5' du résidu déoxyribose. Puis, les NRTI triphosphorylés entrent en
compétition avec les déoxynucléosides triphosphates (ANTP) naturels pour la liaison 2 la
transcriptase inverse. Ils vont ainsi étre incorporés 4 la chaine d'ADN viral en cours de
formation.‘Or, les NRTI ne possédent plus de groupement hydroxyle en 3'. Il a été remplacé
par un atome d'azote pour 'AZT, par un atome de soufre pour le 3TC et par un atome
hydrogéne pour tous les autres NRTI. L'absence de groupement hydroxyle en 3' empéche
I'incorporation de toute nouvelle base a leur suite par la transcriptase inverse. Ce sont donc
des terminateurs de I'¢longation de la chaine d'ADN viral naissante (Guedj 1999). D'autre
part, les NRTI agissent également sur les ADN polymérases cellulaires, mais l'affinité de ces
molécules est plus grande pour la RT que pour les polymérases cellulaires.

Les NRTI, comme tous les autres ARV, sont virustatiques et non virucides. Ils n'ont aucune
efficacité sur les virus déja intégrés au génome des cellules cibles. Leurs effets sont limités et
transitoires, surtout s'ils sont utilisés en monothérapie, car des souches virales mutées sur le

géne de la transcriptase inverse émergent alors trés rapidement.
1.1.2. Principales caractéristiques des NRTI commercialisés

Les principales caractéristiques des NRTI actuellement commercialisés sont rassemblées dans

le Tableau 1.
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DCI Zidovudine Didanosine Zalcitabine Stavudine Lamivudine Abacavir
(AZT, ZDV) (ddI) (ddC) (d4T) (3TC) (ABC)
Nom commercial Retrovir® Videx® Hivid® Zerit® Epivir® Ziagen®
Présentation Géla 100,250 ou Cp & | Cp. solubles 2 25, |Cp. 20,375 et GéEla15,20,30et |Cpa150mg Cp 2300 mg
300 mg 50, 100 et 150 mg 0,750 mg 40 mg Solperos a Sol perosa
Sol. peros 10 mg/ml | Gél 125, 200, 250 Sol. per os & 10 mg/ml 20 mg/ml
Flacon pour perf a 200 |et 400 mg 1 mg /ml
mg/ml - |Solperosa 2eta
4g
Posologie 200mgx 3 1253200mgx2 |0,75mgx3,x2 |DelSmgx1la 150mgx2oux1 |300mgx2ajeun
moyenne 250 ou 300 mg x 2 2502400mgx 1 |oux1selonla 40 mg x 2 selon le | selon la clairance |d'alcool
(adulte /24 h) a jeun selon le clairance de la poids et la de la créatinine
poids et Ia créatinine clairance de la
clairance de la créatinine
créatinine
Biodisponibilit¢ |60 % 40 % 85 % 86 % 86 % 83 %
Demi-vie I,1h 1,6h 1,2h lh 3a6h 1,5h
plasmatique
Demi-vie 3h 25440h 3h 3,5h 12h 3,3h
intracellulaire
Métabolisme | Glucuronoconjuguaison | excrétion rénale | excrétion rénale  |excrétionrénale |excrétionrénale |excrétion rénale
(50 a 80 %) puis (50 %) (70 %) (40 %) sous forme | sous forme (82 %)*
excrétion rénale inchangée inchangée
Principaux effets | Myélotoxicité : anémie, | Diarthée Neuropathie Neuropathie Myélotoxicité en | Réactions
secondaires neutropénie Pancréatite périphérique périphérique association avec | d'hypersensibilité
Myalgies, céphalées, | Neuropathie Pancréatite Pancréatite AZT (fievre, rash,
nausées périphérique Stomatite Elévation des nauseées,
Acidose lactique** Acidose Acidose transaminases vomissements,
lactique** lactique** Acidose asthénie)
) lactique**

* Métabolisation par l'alcool déshydrogénase et la glucuronyl-transférase. Elimination urinaire a 82 % dont 66 % de métabolites.
** L'acidose lactique associée & une stéatose hépatique est une complication rare, mais potentiellement fatale.

Tableau 1 : Principales caractéristiques des inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse
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1.2.  Les inhibiteurs nucléotidiques de la transcriptase inverse

Les inhibiteurs nucléotidiques de la transcriptase inverse fonctionnent de la méme maniére
que les inhibiteurs nucléosidiques, a la différence prés qu'ils sont déja monophosphorylés et
que les charges négatives des phosphates sont masquées pour le franchissement de la
membrane cellulaire. Ces molécules permettent de contourner les étapes limitantes de la
phosphorylation intracellulaire des NRTI, la premiére phosphorylation étant souvent limitante
(sauf pour I'AZT ot c'est la seconde).

Une seule molécule de cette classe est actuellement commercialisée, il s'agit du PMPA
(Ténofovir®). Le Ténofovir® est un analogue nucléotidique de l'adénine. Le Ténofovir® est

également actif sur le HIV-2 et sur le virus de 'hépatite B.
1.3.  Les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (NNRTI)
1.3.1. Mécanisme d'action des NNRTI

Les analogues non nucléosidiques de la transcriptase NNRTI ont une structure différente de
celle des NRTI. Ce sont des inhibiteurs non compétitifs de la transcriptase inverse (RT). Ils
n'ont pas besoin de modification chimique préalable pour étre actifs. Leur action est donc
indépendante des capacités de phosphorylation intracellulaire, contrairement aux NRTI. Les
NNRTI se fixent au niveau d'une poche hydrophobe de la sous-unité p66 de la RT constituée
par les résidus aromatiques des acides aminés 181 et 188. Une interaction au niveau de ces 2
acides aminés, proches du site catalytique de la RT, affecte la mobilité du site polymérasique,
inhibant ainsi la polymérisation des acides nucléiques viraux.

Cette famille regroupe des molécules trés diverses : la névirapine (NVP, Viramune®),

'éfavirenz (EFV, DMP266, Sustiva®), et la delavirdine (DLV, Rescriptor®)
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Les NNRTI sont exclusivement actifs sur les HIV-1 du groupe M et n'ont d'activité ni sur les
HIV-1 des groupes O et N, ni sur le HIV-2.

La principale limitation dans l'utilisation des NNRTI réside dans le développement trés rapide
de mutations de résistance. Or, une seule mutation peut suffire & conférer une résistance de
niveau élevé a toutes les molécules de cette classe. D'ou la nécessité de toujours utiliser les

NNRTI en association avec des ARV des autres classes.
1.3.2. Principales caractéristiques des NNRTI commercialisés

Les principales caractéristiques des NNRTI actuellement commercialisés sont rassemblées

dans le Tableau 2.
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DCI Névirapine Efavirenz Delavirdine
T p ® ® P ®
Nom commercial Viramune Sustiva Rescriptor
Stocrine® {disponible en ATU nominative)

Présentation

Comprimés a 200 mg
Suspension per os & S0 mg / 5 ml

Gélules & 50, 100, et 200 mg

Comprimés pelliculés 2 100 mg,
dispersibles
Comprimés & 200 mg, non dispersibles

Posologie moyenne (aduite / 24h)

200 mg x 1 pendant 14 jours puis 200 mg
X2

600 mg x 1 au coucher

400mgx 3

Biodisponibilité >90 % Absorption peu modifiée par un repas 85 %
normal, augmentée de 50 % aprés un
repas riche en lipides.
Demi-vie plasmatique 25330h 403455h 58h

Meétabolisme

Meétabolisé par le cytochrome P450
(CYP)
Excrétion urinaire (80 %) et fécale (10 %)

Meétabolisé par le cytochrome P450
Excrétion urinaire (14 4 34 %) et fécale
(16261 %)

Métabolisé par le cytochrome P450
Excrétion urinaire (51 %) et fécale (44 %)

Interactions médicamenteuses

Inducteur du CYP3A
Médicaments dont la concentration est

Inhibiteur / inducteur mixte du CYP3A
Médicaments contre-indiqués :

diminuée : carbamazépine,
déxaméthasone, lansoprazole,
phénobarbital, phénytoine, prednisone,
primidone, rifabutine, rifampicine,
éthinylestradiol, clindamycine
Médicaments dont les effets indésirables
sont aecrus ¢ azolés, cimétidine,
macrolides ,

astémizole, terfénadine, cisapride,
midazolam, triazolam, ergotamine
Médicaments dont la concentration est
modifiée ; clarythromycine, rifabutine
(diminuée), ethinylestradiol (augmentée),
lopinavir (diminuée)

Inhibiteur du CYP3A Médicaments
contre-indiqués : astémizole, terfénadine,
cisapride, midazolam, triazolam,
ergotamine, simvastatine, rifampicine,
rifabutine, inhibiteurs calciques
Médicaments diminuant la concentration
de Delavirdine : rifabutine, rifampicine,
carbamazépine, phénobarbital
Médicaments dont la concentration est
augmentée : clarythromycine, dapsone,
rifabutine, quinidine, warfarine, indinavir,
saquinavir

Principaux effets secondaires

Eruptions et rashs cutanés
Hépatites
Figvre, nausées, vomissements, céphalées

Eruptions cutanées (dans les 2 premiéres
semaines)

Troubles neuro-sensoriels (50 % dans les
premires semaines)

Augmentation des transaminases

Eruptions cutanées
Céphalées
Augmentation des transaminases

Tableau 2 : Principales caractéristiques des inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse




2. Les inhibiteurs de la protéase (IP)
2.1. Mécanisme d'action des IP

Contrairement aux NRTI et aux NNRTI, qui agissent a la phase précoce du cycle de
réplication du HIV, les IP agissent pendant la phase tardive, en empéchant la production de
particules virales matures a partir des cellules infectées. L'inhibition de la protéase aboutit a la
production de nouvelles particules virales défectueuses et incapables d'infecter de nouvelles
cellules cibles. La protéase virale est de structure différente des nombreuses protéases
humaines qui existent. Les IP n'interférent donc pas avec les protéases humaines. Cette
observation est a la base du principe du traitement par des IP spécifiques de virus.

Tous les inhibiteurs de protéase actuellement commercialisés sont des peptidomimétiques qui
se lient de fﬁu;on compétitive et avec une forte affinité au site actif de la protéase (Figure 9).
Ils sont au nombre de 6, divisés en 3 classes : (1) les analogues de transition : saquinavir
(R0-31-8959, Invirase®, Fortovase®), indinavir (MK-639 ou L -735.534, Crixivan®), ritonavir
(ABT-538, Norvir®), (2) les inhibiteurs non peptidiques : nelfinavir (AG-1343, Viracept®),
amprénavir (VX-478 ou 141 W94, Agenerase®), et (3) le lopinavir. D'autres inhibiteurs

sont en cours d'évaluation clinique, comme l'atazanavir et le tipranavir (figure 10).
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Figure 9 : Représentation de I'interaction d'un IP avec le site actif de la protéase du
HIV-1. Les IP sont des peptidomimétiques qui se lient de fagon compétitive et avec une forte
affinité au site actif de la protéase. Cette enzyme virale est responsable du clivage des
précurseurs protéiques Gag et Pol. Son inhibition conduit a la production de particules virales
défectueuses incapables d’infecter de nouvelles celluies (Abbott Pharmacie, 1998).
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Les IP possedent des caractéristiques pharmacocinétiques qui déterminent leur action
antirétrovirale. Ils doivent &tre administrés a des doses relativement élevées, et avec un
rythme d'administration fréquent (en pratique 2 a 3 prises par jour). Ce demier point est en
rapport avec une demi-vie plasmatique courte (inférieure a 10 heures). Ils subissent un
important métabolisme pré-systémique (intestinal et hépatique) par l'intermédiaire des
isoenzymes du cytochrome P450 (CYP1A2, CYP2D6, CYP2C19, CYP2C9 et CYP 3A4). lls
induisent des interactions médicamenteuses complexes et réciproques. Ils présentent une
variabilité inter et intra-individuelle trés importante, ainsi qu'une marge thérapeutique
relativement étroite. Certains médicaments sont donc contre-indiqués avec les IP, d'autres
nécessitent des ajustements de posologie. Les associations entre IP, ou entre IP et NNRTI
peuvent également nécessiter des ajustements de posologie. Leur usagéest associé, a des
degrés divers, & une redistribution des graisses en rapport avec l'apparition de lipodystrophies,
a des troubles de la glycorégulation et & une hyperlipidémie.

Tout comme les ARV des autres classes, les IP sont virustatiques, ¢t ils n'ont aucune action

sur les virus déja intégrés au génome cellulaire hote.
2.2.  Les IP analogues de I'état de transition

Les premiéres recherches sur la production des antiprotéases du HIV-1 ont été fondées sur la
création de peptides courts, ressemblant aux substrats naturels, mais au sein desquels la
liaison peptidique hydrolysée a été remplacée par une liaison non hydrolysable contenant un
groupement hydroxyle au niveau de l'intermédiaire de transition (modification de la liaison

CO-NH) (Dreyer et al. 1989; Tomasselli ef al. 2000).
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Figure 10 : Représentation des inhibiteurs de la PR. 1. Epoxyde sulfoné, inhibiteur
irréversible ; 2. Halopérnidol ; 3. diaqua[bis(2-pyridylcarbonyl)amido]cuivre (II) nitrate
dihydrate ; 4 4 8 : IP de premiére génération ; 9 a 12 : IP de deuxiéme génération (d'apres N.
Boggetto et M Reboud-Ravaux, La protéase du HIV et le développement d'inhibiteurs,
Virologie 2001, 5 : S9-18).
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La formule du premier IP, le saquinavir (SQV), a été publiée par le laboratoire Roche en
1990. Cette molécule a été commercialisée en 1995. Elle se compose de 5 acides aminés
(Leu-Asn-Phe-Pro-Ile). Des modifications ont été apportées par la suite afin d'optimiser sa
solubilité, sa stabilité et son activité antirétrovirale. Néanmoins, le SQV présente une trés
mauvaise biodisponibilité, et il est dégradé par le cytochrome P450.

C'est pourquoi il doit étre maintenant prescrit avec le ritonavir (RTV). Le RTV constitue le
deuxieéme IP apparu sur le marché en 1996, commercialisé par le laboratoire Abbott. La
construction du RTV est basée sur la symétrie du site actif de la protéase et l'absence de
symétrie des protéases cellulaires, permettant ainsi de n'inhiber que la protéase virale. Sa
biodisponibilité aprés prise orale (600 mg) est d'au moins 60 %. Il est lié & 98 % a 99 % aux
protéines plasmatiques, et sa demi-vie plasmatique est de l'ordre de 3 4 5 heures. Du fait d'une
haute ai:ﬁm'té pour plusieurs isoenzymes du cytochrome P450, cet antiprotéase présente de
nombreuses interactions avec d'autres médicaments conduisant, soit 3 une baisse d'activité des
molécules qui sont inductrices du CYP3A (carbamazépine, déxaméthasone, phénobarbital,
prédnisone, rifabutine, rifampicine, ...), ou substrats du CYP3A (Ethinylestradiol, Morphine,
Meéthadone, ...) ; soit & une augmentation des effets secondaires du Ritonavir (cimétidine,
interféron alpha, fluoxétine) ou des autres substrats du CYP3A. Certaines associations seront
donc contre-indiquées, d'autres nécessiteront des adaptations posologiques.

En monothérapie, le RTV est assez bien toléré et a un puissant effet antirétroviral, objectivé
par une baisse de la virémie dans le plasma aprés 4 semaines de traitement et par une
remontée significative du nombre de CD4 (Danner et al. 1995; Lea et al. 1996; Markowitz et
al. 1995). |

L'interaction du RTV avec les autres IP, liée & une action inhibitrice trés importante du
CYP3A4, a des répercussions cliniques importantes. Prescrit & de faibles doses, le RTV
favorise la diminution de la clairance hépatique des autres IP. Prescrit en association a des
doses de l'ordre de 100 mg, il permet de réduire le nombre de prises (augmentation de
l'intervalle des prises) et de comprimés (diminution des doses unitaires d'Indinavir), tout en
s'affranchissant de la plupart de ses effets indésirables (qui dépendent des doses et des
concentrations plasmatiques). Cette indication permet également d'augmenter les
concentrations plasmatiques des autres IP associés. Ceci est en rapport avec un ralentissement

de I'élimination hépatique, une augmentation de leurs demi-vies et de leurs biodisponibilités.

L'Indinavir (IDV) a été développé peu aprés par la firme Merck, en 1996. En association a

d'autres ARV, l'efficacité de cet IP a été démontrée dans de trés nombreux essais (Bani-Sadr

41



et al. 2001; Gulick et al. 1997, Hammer et al. 1997, Plosker et al. 1999; Roberts 1995; Vacca
et al. 1994). V
2.3.  Les IP non peptidiques

Ces inhibiteurs n'ont pas les inconvénients des peptides en terme d'absorption orale ou de
stabilité. Parmi les IP, le Nelfinavir est la quatrieme molécule a avoir été mise sur le marché
en 1997. Structurellement, cet IP ressemble au SQV mais avec des liaisons non peptidiques au
niveau des chaines latérales. Il emprunte également la voie métabolique hépatique du
cytochrome P450, de fagon comparable au SQV, mais moindre que 'TDV et le RTV. 11 existe
un métabolite hépatique "MS8" du Nelfinavir qui est également doté dune activité
antirétrovirale. |

L'Amprénavir est également un inhibiteur non peptidique de la protéase, développé par le
laboratoire VERTEX et commercialisé en 1998-1999. 11 se présente sous forme de solution
buvable (15 mg/ml) ou de capsules molles de 50 mg ou 150 mg. C'est une molécule
hydrosoluble dont la biodisponibilité est supérieure a 70 %. De plus, sa demi-vie est
relativement longue (7 & 10 h), autorisant des prises moins fréquentes que les autres IP. Il est
actif sur Ie HIV-1 et sur le HIV-2.

La posologie recommandée chez 1’adulte est de 1200 mg 2 fois par jour. En cas de co-
administration de ritonavir, il est recommandé de réduire la posologie d’amprénavir (600 mg
2 fois par jour) avec administration de faibles doses de ritonavir (100 mg 2 fois par jour).
Mais il existe de grandes variations interindividuelles obligeant parfois a effectuer des
dosages pharmacologiques pour adapter la posologie. La concentration moyenne cible
résiduelle est de 1250 ng/ml.

Chez des patients prétraités par des IP, en utilisant la corrélation entre le phénotype et le
génotype des souches virales, Schmidt et al. a proposé un score utilisant la mutation 84V
et/ou deux parmi les mutations suivantes (10U/R/V/F, 461/L, 54L/V et 90M) pour prédire la
résistance a I’APV (Schmidt et al. 2000). Cependant, les résultats obtenus ir vitro n’ont pas
été confirmés in vivo. D’auntre part, en utilisant sa base de données, ’ANRS, a récemment
proposé un score génotypique basé sur la corrélation entre le génotype et la réponse
virologique. Selon ce score, la présence de plus 4 parmi les mutations suivantes (L101, V32I,
M46Y/L, 147V, 154V, G73S, V82A/F/T/S, 184V) est associée a une mauvaise réponse
virologique chez les patients lourdement prétraités recevant de I’APV (Descamps et al. 2001).
En combinant les paramétres virologiques et pharmacologiques, Marcelin et al. a défini chez

des patients prétraités par des IP et en échec virologique, un quotient dénommé «Genotypic
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Inhibitory Quotient » (GIQ) représenté par le rapport entre le nombre de mutations sur le géne
de la protéase avant la mise sous amprénavir et la concentration résiduelle plasmatique
d’amprénavir a la 8% semaine (Marcelin et al. 2003) . Ce quotient est prédicteur de la réponse
au traitement 3 la 12° semaine : les patients qui ont un GIQ élevé avaient une bonne réponse

au traitement.

GIQ= Concentration minimale d’ APV associée 3 une diminution de plus de 1 log de CV
Nombre de mutations dans le gene de la protéase associce a une diminution de plus de
1logde CV.

=>» Pour ’APV, le GIQ associé¢ a une dgiminution de CV HIV = logl0 =1250/5

=>» Les patients sont classés comme ayant 1 x GIQ, 2 x GIQ, 3 x GIQ or 4 x GIQ.
L’amprénavir est principalement métabolisé dans le foie par le cytochrome P450 3A4 dont il
est a la fois substrat et inhibiteur. Par conséquent, les médicaments qui utilisent cette méme
voie métabolique ou qui modifient ’activité du cytochrome P450 3A4 peuvent entrainer des
modifications des parametres pharmacocinétiques de ’amprénavir. Les effets secondaires
fréquemment associés a la prise d’amprénavir sont représentés par une éruption cutanée et des
troubles gastro-intestinaux. Contrairement 4 d’autres IP comme !’indinavir, ’amprénavir
entraine rarement des symptdmes liés a une redistribution anormale de la masse graisseusé

(bosse de bison, atrophie graisseuse).
2.4. Lelopinavir

Le Lopinavir est un IP disponible depuis le début de I'année 2000. 1l a la méme structure
centrale que le RTV mais avec des chaines latérales peptidiques modifiées. Ces modifications
entrainent la perte d'interaction entre le résidu valine en position 82 (V82) de la protéase et
l'inhibiteur. L'activité de cet inhibiteur est moins affectée par la liaison aux protéines
plasmatiques que celle du RTV et il est approximativement 10 fois plus efficace in vitro
(Sham et al. 1998). D'autre part, sa biodisponibilité est relativement basse (25 %) lorsqu'il est
prescrit seul. En revanche elle augmente de fagon significative en cas de coadministration

avec de faibles doses de RTV (Lopinavir + RTV = Kaletra™) (Sham et al. 1998).
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2.5.  Principales caractéristiques des [P commercialisés

Les principales caractéristiques des IP actuellement commercialisés sont rassemblées dans le

Tableau 3.
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DCI Indinavir Ritonavir Saquinavir HGC | Saquinavir SGC Nelfinavir Amprénavir ABT378/r
(Lopinavir / r)
Nom commercial Crixivan® Norvir® Tnvirase® Fortovase® Viracept® Agénéran:@ Kaletra
Présentation Géla 200 et Gél 4 100 mg Gél a 200 mg Gél 4 200 mg Cpa250mg Cp2150 mg Capsules contenant
400 mg Sol perosa Poudre & Sol peros a 133,3 mg de lopinavir et 33,3
600 mg /7,5 ml S50mg/lg 15 mg / ml mg de ritonavir
: Sol per os 80 mg/m! lopi. + 20
mg/ml de ritonavir
Posologie moyenne {800 mgx 3 ajeun {600mgx2(dose |600mgx3 1200 mg x 3 au 750 mg x 3 au cours | 1200 mg x 2 éviter |3 capsules x 2
(adulte / 24 h) ou repas léger et croissante les 14 cours d'un repas d'un repas ou 1250 | les repas trés gras
avec un apport prefniers jours) mgx2
hydrique 2 1,51/
24h
Biodisponibilitt 130260 % > 60 % 4% ? 20280 % >70 % ?
Demi-vie 1,522h 3a5h 1a2h 1a2h 3,5a5h 7,1310,6 h 3a5h
plasmatique 3 4 6 h avec le ritonavir
Métabolisme Hépatique par le Hépatique par le Hépatique par le Hépatique par le Hépatique par le Hépatique par le Hépatique par le cytochrome
cytochrome P450 | cytochrome P450 | cytochrome P450, | cytochrome P450, | cytochrome P450, |cytochrome P450, |P450
Inhibition du Inhibition du élimination biliaire | élimination biliaire | élimination biliaire | élimination biliaire | Inhibition du CYP3A4
CYP3A4 CYP3A4, du Inhibition du Inhibition du Inhibition du Inhibition du
CYP2D6 et du CYP3A4 CYP3A4 CYP3A4 CYP3a4
CYP2C9/10 ‘
Conservation Température Réfrigérateur Température Température fraiche | Température Température
ambiante ambiante ambiante ambiante
Principaux effets | Lithiases rénales Troubles digestifs | Troubles digestifs | Troubles digestifs | Diarrhée Troubles digestifs | Troubles digestifs (diarrhée,
secondaires Augmentation de la | (diarrhée, Céphalées (diarrhée, nausées, | Rashs cutanés {(diarrhée, nausées, | nausées, vomissements)
bilirubine indirecte | vomissements) Augmentation des | vomissements, Augmentation des | vomissements) Eruptions cutanées
Troubles digestifs | Paresthésies péri- | transaminases douleurs) transaminases et Eruptions cutanées | Augmentation des
Anémie orales Céphalées des CPK Paresthésies orales | transaminases, amylase et
hémolytique Dysgneusies Augmentation des | Lipodystrophie Anomalies du bilan | GGT
Augmente acide Lipodystrophie transaminases Neutropénie hépatique
urique, Augmentation des
transaminases CPK | transaminases

Tableau 3 : Principales caractéristiques des inhibiteurs de la protéase du HIV-1.




3. Les inhibiteurs de fusion

De structure peptidique, le T20 (phase II / III) et le T-1249 (phase I) se lient a la gp4l
(inhibition compétitive) et bloquent ainsi la fusion du HIV avec la membrane cellulaire. Ce
blocage a lieu car le peptide produit une interférence dans les réarrangements structuraux
requis pour permettre au HIV de rentrer dans la cellule. Ils inhibent donc la fusion entre le
HIV (ou une cellule infectée par le HIV) et une cellule non infectée, réduisant ainsi la
réplication virale.

Des études sont actuellement en cours afin de définir les principales caractéristiques
pharmacologiques, ainsi que les profils de résistance, associés a ces deux peptides.

Cette nouvelle voie thérapeutique présente, a priori, l'intérét de ne pas étre concernée par les
mutations de résistance observées avec les inhibiteurs de la transcriptase inverse et les IP. Le

T20 est actuellement en essai clinique sous forme injectable.
4. Principes et objectifs d'un traitement antirétroviral

Les deux objectifs principaux d'un traitement antirétroviral sont d'une part un contrble
efficace et durable de la réplication virale, et d'autre part la préservation du plus large éventail
possible d'options thérapeutiques ultérieures en évitant I'émergence de mutants résistants. I
est également important de retarder I'évolution vers le stade SIDA en préservant le systéme
immunitaire.

En pratique, le traitement antirétroviral doit rendre la CV plasmatique indétectable, c'est-a-
dire inférieure au seuil de détection de 1a technique utilisée par le laboratoire assurant le suivi
virologique, car il existe une relation linéaire entre le degré de réduction de la CV et le
bénéfice clinique.

Les monothérapies ayant fait 1a preuve de leur inefficacité du fait d'un contréle trés partiel de
la réplication virale, toutes les molécules sont utilisées aujourd’hui au sein de bithérapies ou
de multithérapies (HAART : traitements antirétroviraux hautement efficaces), le plus souvent

des trithérapies.
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V. MECANISMES DE RESISTANCE AUX TRAITEMENTS
ANTIRETROVIRAUX ET MUTATIONS ASSOCIEES

La résistance virale peut étre définie comme la capacité du virus a se multiplier en présence
d'une molécule antirétrovirale a des concentrations qui normalement inhibent la réplication
d'un virus sensible. Elle est fortement associée a I'échec thérapeutique mais n'explique pas a
elle seule tous les échappements retrouvés en clinique. De 20 a 60 % des patients traités par
une combinaison d'antirétroviraux comportant un IP, présentent un échappement
thérapeutique (Ledergerber et al. 1999; Lucas et al. 1999). En effet, les difficultés
d'observance, dues surtout & une galénique peu maniable et & des effets secondaires mal

supportés, constituent une cause majeure de l'échec thérapeutique.
1. Meécanisme général de la résistance virale

Il existe plusieurs manifestations de la résistance : la résistance génotypique, phénotypique
et biochimique (Erickson et al. 1999). La résistance génotypique est liée a la présence de
mutations sur les génes de la RT et/ou de la protéase. En modifiant ces enzymes, ces
mutations rendent alors les souches virales insensibles aux antirétroviraux concernés. Dans
la majorité des cas (> 80 %), la résistance est due a l'apparition de mutations dans la
séquence du génome viral (Erickson et al. 1999). La résistance phénotypique est définie
comme l'augmentation de la concentration d'inhibiteurs nécessaire pour inhiber un certain
pourcentage de la réplication du virus dans les tissus en culture. Enfin, la résistance
biochimique est définie comme la réduction de l'affinité de la liaison entre le mutant et
I'inhibiteur.

Cette résistance virale peut se manifester par un rebond de 'ARN viral dans le plasma
(échec virologique) et/ou par une baisse des CD4 (échec immunologique). Cette résistance
est le reflet de nombreux mécanismes médiés par le virus et le patient & un niveau

génétique, biochimique, cellulaire et pharmacologique.
1.1.  Variabilité génétique des HIV

La variabilité génétique des HIV a été décrite peu de temps apres leur découverte. Les virus
isolés chez différents patients varient génétiquement entre eux et chez un méme patient, il

existe de multiples formes virales. On parle de quasi-espéces de virus.
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La base moléculaire de cette variabilité est supportée par la transcriptase inverse. En effet,
cette enzyme virale commet beaucoup d'erreurs lors de la réplication du génome viral.
L'enzyme a une vitesse d'élongation 10 a 1000 fois inférieure a celle des autres ADN
polymérases ADN dépendantes. Son fonctionnement est irrégulier, marqué par des pauses
avant l'incorporation de nouveaux nucléotides. De ce fait, elle peut se décrocher facilement de
la matrice, interrompant la synthése du nouveau brin d'ADN en cours de formation. Les
mutations qui apparaissent dans le génome viral sont des substitutions, des insertions et des
délétions. Or, le HIV ne posséde pas d'exonucléase capable de corriger ces erreurs. Cela
signifie qu'elles vont subsister de maniére définitive dans le génome car la matrice (ARN
génomique viral) a disparu, hydrolysée par 'ARNase H. Ces modifications peuvent étre
muettes (sans changement dans les protéines virales), neutres (sans retentissement sur les
capacités fie réplication du virus) ou au contraire létales (mutations interrompant la
séquence virale ou modifiant les protéines). En moyenne, la transcriptase inverse commet
une erreur toutes les 10* paires de bases, soit environ une erreur par génome et par cycle de
réplication. Un grand nombre de variants va donc étre créé puisqu'un sujet infecté produit, en
moyenne, 10'° particules virales par jour.

Les génes viraux vont étre atteints par les mutations avec des fréquences différentes. Les
zones conservées du génome sont généralement peu touchées, contrairement aux zones
variables, comme par exemple le géne codant la glycoprotéine d'enveloppe gpl60, et plus
particulierement la partie du géne codant la gp120 qui est 3 fois plus variable que celle codant
la gp41. Les génes gag et pol semblent moins étre le siége de mutations que le géne env.

Il existe un second mécanisme pouvant expliquer la genése de variants. Il s'agit de la
recombinaison rétrovirale. Lorsque 2 ARN génomiques coinfectent une cellule, la
transcriptase inverse, lors de I'étape de rétrotranscription, va créer des ADN hybrides en
transférant un brin d'ADN naissant d'un virus sur le brin de l'autre virus. Le génome viral
résultant est un hybride des 2 génomes présents simultanément dans la cellule. Il s'agit donc
d'un nouveau variant.

Le fait que le HIV produise un grand nombre de variants lors de sa réplication le rend capable
de s'adapter rapidement & un changement de la pression de sélection. Cela constitue
actuellement un probléme majeur en thérapeutique.

Les analyses de séquences nucléotidiques, associées aux résultats des sérotypages, ont permis
de classer les HIV en types et sous-types.

Le groupe des HIV-1 est subdivisé en 3 groupes comportant chacun différentes souches

virales : les HIV-1 du groupe M (Major), correspondant aux virus les plus répandus dans le
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monde, les HIV-1 du groupe O (Outlier), et les HIV-1 du groupe N (New). A ce jour, 11 sous-
types distincts de HIV-1 ont été identifiés a l'intérieur du groupe M (notés de A a K) (figures
11 et 12).

En 1999, on a montré que les HIV-1 des groupes M, N et O étaient proches d'une souche
simienne SIV,, (Simian Immunodeficiency Virus) de chimpanzé Pan troglodytes
troglodytes. Cette souche pourrait étre a 'origine de l'introduction du virus dans la population

humaine (Miiller-Trutwin et al. 1999).
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j |groupe Nl|groupe OJ{ sous-types du groupe M,
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VIH-2 ViH-1

Figure 11 : Arbre généalogique des HIV. Deux virus responsables du SIDA chez I’homme
ont été identifiés, le HIV-1 et le HIV-2. Trois groupes de HIV-1 ont été identifiés : les HIV-1
du groupe M, ceux du groupe O et ceux du groupe N. Plusieurs sous-types de HIV-2 ont
également été décrits (d'aprés F. Barré-Sinoussi, Les VIH, rappel virologique, Impact
Médecin Guide Infection a HIV 2001, 17-26, illustration : M. Bui).

Figure 12 : Distribution des HIV-1 dans le monde. Les HIV-1 sont ubiquitaires. Les HIV-1
du groupe M sont les virus les plus répandus dans le monde (d'aprés F. Barré-Sinoussi, Les
VIH, rappel virologique, Impact Médecin Guide Infection a HIV 2001, 17-26, illustration : M.

Bui).
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La situation est encore plus complexe en ce qui concerne le HIV-2. Ce virus montre
¢galement une grande diversité génétique avec 6 sous-types décrits a ce jour (de A a F). Le
HIV-2 est trés proche de souches simiennes, notamment SIVy, retrouvée chez le singe
mangabé et SIVp,. chez le macaque. Ces arguments plaident, comme dans le cas du HIV-1,

en faveur d'une probable origine simienne de I'infection humaine a HIV.
1.2.  Avantage sélectif des variants mutés (sélection et amplification)

L'émergence de mutants résistants et la variabilité génétique sont étroitement liées.
L'émergence des mutations de résistance dépend de trois facteurs : sa fréquence dans la
population virale, son avantage sélectif par rapport aux virus saux}ages et aux autres
mutations. Cet avantage sélectif peut étre affecté par la nature de cette mutation, par les
mutations‘ préexistantes dans le génome viral ou par le traitement lui-méme (nature,
concentration, nombre ou différentes combinaisons des inhibiteurs).

En d'autres termes, certaines des mutations préexistantes sont sélectionnées, en présence
d'inhibiteur, parce qu'elles conférent un avantage réplicatif au virus muté qui va prendre le
dessus sur le virus sauvage. En revanche, ces mémes mutations ne sont pas sélectionnées en

absence d'inhibiteur, car elles n'entrainent pas d'avantage pour le virus mais souvent au

contraire un désavantage.
2. Les tests de résistance aux antirétroviraux

La résistance des virus a un role direct dans les échecs virologiques, d'ou l'utilité de disposer
de tests permettant de prédire la réponse au traitement 4 partir des mutations observées. Les
tests de résistance ont donc un intérét prospectif dans la prise en charge thérapeutique du
patient (Brun-Vezinet et al. 2001).

Les tests de résistance aux antirétroviraux appartiennent a 2 groupes : les tests phénotypiques

et les tests génotypiques.
2.1.  Tests phénotypiques de résistance in vitro

In vitro, les tests phénotypiques de résistance sont basés sur la capacité d'un virus & se
multiplier en présence d'un inhibiteur en comparaison avec une souche virale dite sauvage et

sensible 4 cet inhibiteur.
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Cette susceptibilité in vitro a un inhibiteur est définie par la concentration inhibant 50 %
(CI50) ou 90 % (CI90) de la réplication virale. Plusieurs types de tests ont été adaptés a partir

de ce principe de base.
2.1.1. Tests de réduction du nombre de foyers infectieux

Le principe de cette technique est simple. Des isolats de HIV-1 sont cultivés, dans un premier
temps, sur des PBMC provenant de sujets séronégatifs et utilisés, dans un second temps, pour
infecter une monocouche de cellules Hel.a CD4+ en présence et en absence d'inhibiteur,
Apres 3 jours d'incubation, les cellules sont fixées par du formaldéhyde et colorées par du
cristal violet afin de visualiser les foyers infectieux. La CI50 est déduite directement en
établissant un rapport en le nombre de foyers infectieux en présence et en absence de
molécule antirétrovirale.

Ce test est quantitatif et précis, mais il présente l'inconvénient de ne pas détecter certaines
souches virales. Cet inconvénient devrait disparaitre, du moins en partie, avec l'utilisation de

lignées cellulaires exprimant a la fois le CD4 et le co-récepteur CCRS.

2.1.2. Tests d'inhibition de la production d'antigéne p24 ou

d'activité transcriptase inverse par les PBMC

Le principe de cette technique consiste en l'utilisation d'isolats de HIV-1 mis en culture dans
des PBMC provenant de sujets séronégatifs et préalablement stimulées par la
phytohémagglutinine (PHA). La mise en culture a lieu en I'absence et en présence d'inhibiteur
a différentes concentrations. On mesure ensuite l'antigénémie p24 ou la présence d'une
activité transcriptase inverse dans les surnageants de culture.

Ce test présente l'inconvénient d'étre long (4 a 6 semaines en moyenne) et cofiteux a réaliser.
De plus, il a ét¢ démontré que des sous-populations virales de variants HIV-1 peuvent €tre
sélectionnées in vitro, introduisant un biais potentiel dans la technique. Ce biais existe
d'ailleurs avec toute technique de culture cellulaire procédant a plus d'un cycle de réplication
virale.

L'avantage de la technique est la possibilité de tester 1'intégralité du matériel génétique viral

présent dans le prélevement d'un patient.
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2.1.3. Production de virus recombinant 3 partir de I'ARN viral

plasmatique (Recombinant virus assay ou RVA)

Ces techniques font partie de la deuxieme génération de tests phénotypiques, introduits a
partir de 1993. Les seuls tests phénotypiques utilisés actuellement sont basés sur la technique
RVA. Le RVA repose sur I'emploi de la recombinaison génétique pour produire un stock de
virus utilisé par la suite pour tester la sensibilité a différentes molécules.

Le principe de cette technique est le suivant. On récupére, a partir des PBMC d'un patient, un
pool de séquences d'ARN viral codant la transcriptase inverse (RT) et/ou la protéase. Ce pool
est rétrotranscrit en ADNc, amplifié par PCR, et placé, par recombinaison dans des lignées
cellulaires T, dans un clone proviral déficient en transcriptase inverse. La population virale
obtenue est une population de clones d'ADN HIV complet et infectieux, contenant des
séquences de la protéase et/ou de la RT provenant de 'ARN plasmatique du patient. Cette
population de clones est ensuite mise en culture in vitro dans des cellules permissives. Le
virus recombinant infectieux obtenu est alors cultivé en présence de différentes concentrations
de l'antirétroviral dans une lignée de cellules contenant un gene cellulaire rapporteur dont
l'activité est induite par la réplication virale. Une autre firme utilise la technique du clonage
pour insérer les génes de la protéase et de la RT de 'ARN viral plasmatique du patient dans
un vecteur HIV-1 modifié qui porte le géne de la luciférase a la place du gene d'enveloppe. La
réplication en présence d'inhibiteurs est évaluée en mesurant l'expression du géne de la
luciférase.

Le RVA présente de nombreux avantages. Elle permet I'étude d'un grand nombre de souches
virales. La variabilité est bien moindre qu'avec les techniques utilisant une culture en PBMC,
peut-&tre parce que les lignées cellulaires sont moins variables que les PBMC provenant de
différents donneurs. Un autre avantage de la RVA est qu'elle permet I'étude directe de I'ARN
viral plasmatique aprés RT-PCR, permettant de ce fait une évaluation directe du phénotype

viral a partir du méme prélevement que la CV.
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2.2.  Tests génotypiques de résistance

Le génotype de résistance peut étre défini comme la comparaison de la séquence en
nucléotides et en acides aminés d'une souche virale par rapport a la séquence d'une souche de
référence sauvage. Tout changement de nucléotide par rapport a la séquence de référence est
traduit en acide aminé, ce qui engendre dans certains cas des mutations au niveau du codon,
Par exemple, le changement ATG en GTG dans le génotype au niveau du codon 184 du géne
de la transcriptase inverse sera rapporté comme le remplacement de la méthionine par un
résidu valine en position 184. En utilisant la nomenclature internationale, cette mutation sera
notée M184V,

Les tests génotypiques de résistance aux antirétroviraux étudient généralement les génes de la
transcriptase.invcrse et de la protéase qui sont les 2 principales cibles des molécules utilisées
en thérapeutique. 11 faut rappeler ici que ces tests génotypiques ne permettent pas d'étudier des
souches virales minoritaires représentant moins de 20 % de la population virale totale.

On distingue 2 groupes de tests génotypiques : les tests de séquengage de 'ADN et les tests

recherchant une mutation en un point particulier d'une séquence cible (Calvez 1998).
2.2.1. Tests de séquencgage de I'ADN

Le séquencage de I'ADN fournit des informations sur tous les nucléotides de la région

séquencée (RT et PR en pratique courante).
2.2.2.1. Méthode enzymatique des didéoxynucléotides

Lors d'une étape préalable, 'ARN est rétrotranscrit en ADNc et les segments d’ADNc codant
la transcriptase inverse et la protéase sont amplifiés par PCR afin d'en obtenir une quantité
suffisante pour le séquencage.

Quatre réactions sont ensuite conduites parallélement. Pour chaque réaction, le milieu
comprend une amorce, le fragment d'ADN étudié, une polymérase, un mélange des 4
nucléosides triphosphates naturels, et, pour chaque réaction, un des 4 dideoxynucléotides
(ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP). Chaque dideoxynucléotide (ddNTP) agit comme un
terminateur de chalne. Lorsqu'il est incorporé dans la chaine d'ADN, la synthése s'interrompt
puisqu'il ne posséde pas de groupement hydroxyle en 3', aucune élongation n'est donc plus

possible aprés son incorporation. Cette incorporation se faisant & différents moments de la
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synthése, on obtient des fragments d'ADN de longueur différente. Dans cette réaction, la
synthése d'un brin d'ADN commence a I'amorce et s'interrompt lors de l'incorporation d'un
ddNTP. Les brins néosynthétisés sont marqués par des ANTP radioactifs ou par une amorce
fluorescente ou enfin par des ddNTP fluorescents. La demiére évolution de cette technique
utilise des marqueurs fluorescents de différentes couleurs, une pour chaque ddNTP. Cela
autorise la réalisation simultanée des 4 réactions dans le méme tube, et leur séquengage sur la
méme piste du gel de polyacrylamide. Les différents brins sont alors distingués par la couleur
de leur fluorescence correspondant aux 4 ddNTP.

Les ddNTP utilisés dans cette technique sont en concentration telle, par rapport aux dNTP,
qu'apres incorporation par 'ADN polymérase on obtient des fragments dont la longueur ne
differe que d'un nucléotide. Ces ddNTP sont porteurs d'une 6-carboxyﬂudréscéine associée de
fagon spécifique pour chaque base (adénosine, guanosine, cytosine, thymine) & un radical
dichlororhodamine différent et ayant un spectre d'émission propre. Ainsi, lors de la migration
électrophorétique, chaque brin d'ADN est séparé selon sa taille (nombre de INTP incorporés
avant le ddNTP), et en passant devant un faisceau laser, la longueur d'onde de la fluorescence
émise permet de différencier le nucléotide terminal. Le séquenceur construit un fluorogramme
a partir des fluorescences lues. Chaque ddNTP fluorescent apparait sous la forme d'un pic. Il
est alors possible de déterminer la séquence du brin d'ADN originel.

Dans la plupart des cas, le séquencage est automatisé et un programme informatique
interpréte la séquence du brin originel a partir de I'image du gel d'électrophorése. La lecture
s'effectue en analysant chaque position connue comme associée & des mutations de résistance,
par rapport a une séquence de référence ; la population virale a ce codon peut étre sauvage,

mutée ou mixte.
2.2.2.2. Séquencage sur puces a3 ADN ("gene chip sequencing")

Le séquengage ADN conventionnel établit la séquence des génes nucléotide aprés nucléotide.
Le séquengage sur puces 8 ADN, par contraste, évalue simultanément plusieurs changements
de base grace a I'hybridation de cibles d'ADN avec une librairie de sondes oligonucléotidiques
contenues sur des petites puces en silice. On fixe par photolithographie environ 409 000
oligodeoxynucléotides sur une puce de 1,28 cm®. Ces sondes sont fixées & des endroits précis
sur la puce. La puce est placée dans une cartouche en plastique qui sert de chambre
d'hybridation. Aprées RT-PCR du fragment d'ARN étudié, le fragment d'’ADNc obtenu est

fragmenté et hybridé avec les sondes de la puce. Un rayon laser mesure ensuite la
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fluorescence qui apparait a différents endroits sur la puce, 12 ou il y a eu liaison entre 'ADN

et la sonde.

2.2.2. Tests recherchant une mutation en un point précis de la

séquence cible
2.2.2.1. PCR a amorces spécifiques (""Primer specific PCR")

Cette technique utilise des amorces oligonucléotidiques construites de telle fagon qu'elles se
lient spécifiquement a l'extrémité 3' d'une séquence cible. S'il y a concordance entre
l'extrémité 3' de l'amorce et celle du fragment d'ADN cible testé, il y a génération d'un
fragment d'ADN. En revanche, dans le cas ol les extrémités 3' ne concordent pas, il n'y pas de
brin d'ADl\i néosynthétisé. Lorsque les premiéres mutations entrainant une résistance ont ¢té
décrites, on a mis au point des amorces reconnaissant spécifiquement les séquences mutées. 11
est ainsi devenu possible de tester des patients, en recherchant si les virus les infectant
possedent telle ou telle mutation.

Cette technique a été validée par l'é¢tude de souches sauvages et résistantes de séquences
connues. Elle est applicable & un grand nombre d'individus pour dépister des mutations
connues entrainant une résistance au traitement. Cependant, elle devient impraticable lorsque

le nombre de positions du génome a explorer est trop €levé.
2.2.2.1. Hybridation différentielle

Cette technique a été introduite en 1995. Elle permet, grice a des sondes radiomarquées, de
détecter des séquences correspondant a des virus mutants et sauvages dans I'ARN HIV-1
plasmatique. Peu apres, on a développé une variante de cette technique utilisant une amorce
biotinylée et des sondes marquées par la phosphatase alcaline pour détecter les produits de
PCR par colorimétrie ou chémiluminescence en microplaques.

Cette méthode consiste & produire par PCR une séquence ADN cible biotinylée. Cette
séquence d'ADN est hybridée dans un second temps avec une sonde marquée par une enzyme.
Cette sonde, fixée aux puits d'une microplaque, est spécifique d'une séquence sauvage ou

mutée. Elle est détectée par chémiluminescence.
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Contrairement aux tests précédents peu aptes a distinguer de faibles quantités de virus
mutants, I'hybridation différentielle permet de tester rapidement de nombreux échantillons,

tout en détectant des sous-populations minoritaires de virus mutants.
2.3.  Indications des tests génotypiques

Elles ont été récemment précisées dans les recommandations d'un groupe d'experts (Pr
J.F.Delfraissy) en 1999 et réactualisées en 2002.

Les principales indications du génotypage dans l'infection a HIV-1 sont :

- La primo-infection et l'infection récente (date du contage inférieure 4 1 an) : la
recherche de mutations associées & une résistance primaire est recherchée en France dans le

cadre d'une surveillance épidémiologique nationale sous I'égide de ' ANRS.

- Un échec d'un traitement de premiére intention : méme si dans ce cas on incrimine
des problémes d'observance ou de puissance insuffisante des molécules plutét que la
résistance au traitement. Dans ce cas, le génotypage peut étre utile pour éliminer du traitement

de relais les antirétroviraux qui s'avéreraient inefficaces du fait de résistances croisées.

— Dans les échecs multiples, chez les patients multitraités, les tests génotypiques
peuvent sembler inutiles du fait des profils muitirésistants souvent observés. Ils peuvent
néanmoins servir a éliminer du traitement les molécules inefficaces mais responsables d'effets
indésirables. Ils mettent également en évidence des problémes d'observance ou de mauvaise
absorption de molécules (absence de mutations lors d'un échappement virologique). Enfin, le
génotypage aide au choix des combinaisons de molécules utilisées dans les méga et

gigathérapies.
3. Résistance aux inhibiteurs de la transcriptase inverse
3.1. Résistance aux inhibiteurs nucléosidiques
La résistance aux analogues nucléosidiques (NRTI) a été décrite pour la premiére fois en

1989 (Larder ef al. 1989) et reste un phénoméne complexe. Les variants résistants sont

sélectionnés pendant des thérapies prolongées et contiennent une série de substitutions et/ou
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d'insertions dans le géne de la RT. Les caractéristiques et les mécanismes de la résistance
varient selon les inhibiteurs. La résistance peut étre le résultat d'une simple mutation ou de

'accumulation progressive de plusieurs mutations.
3.1.1. Analyse génotypique

L'AZT a été le premier inhibiteur contre le VIH a obtenir 'AMM en 1987. Cette molécule
provoquait une forte inhibition de la réplication virale in vitro et une amélioration clinique
des patients traités. Pourtant, en moins d'un an de traitement, un développement de la
résistance a cet inhibiteur a été observé (Brun-Vezinet 1999; Loveday 2001). La résistance a
I'AZT est associée a au moins 6 mutations dans la RT : M41L, DQ67N; K70R, L210W,
T215F/Y et K219Q. Ces mutations apparaissent graduellement. La mutation T215Y
sélectionnée plus tardivement, engendre un fort niveau de résistance associée aux autres
mutations de résistance (Larder 1994).

Ces mutations de résistance a 'AZT sont également retrouvées dans les virus de patients
traités par d4T. C'est pourquoi, elles sont appelées TAMs ("Thymidine Associated
Mutations ") (Mouroux et al. 2000; Ross et al. 2001).

En revanche, ces TAMs difféerent des mutations de résistance au ddI (codons 65, 74, 184) et
au ddC (codons 65, 69, 74, 184). Cependant, I'accumulation des mutations de résistance
entraine une résistance croisée entre tous les inhibiteurs de cette classe.

Le nombre de mutations engendrant la résistance varie selon les inhibiteurs. Par exemple,
l'accumulation de multiples mutations est nécessaire pour conférer la résistance a I'AZT,
contrairement au 3TC ou une seule mutation suffit (M184V) (Boucher et al. 1993). En effet,
cette mutation suffit a elle seule & conférer un haut niveau de résistance au 3TC (augmentation
de 200 a 1000 fois de I'IC 50).

La résistance croisée peut étre définie comme la conséquence de la perte de la sensibilité du
virus résistant a un ou plusieurs antirétroviraux de la méme classe ne figurant pas dans le
traitement. Il n'y a pas de résistance croisée entre les différentes classes d'inhibiteurs (NRTIL,
NNRTI et IP). En revanche, au sein de chacune des classes, et particuliérement les IP, la
résistance croisée est fréquente chez les patients en échec de traitement (Race et al. 1999).
Deux profils génotypiques particuliers ont été décrits comme responsables d'une résistance
croisée entre les inhibiteurs nucléosidiques: les mutations MDR (multidrug resistance) et

l'insertion de plusieurs sérines entre les résidus 69 et 70 de la RT.
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3.1.2. Mécanisme de la résistance aux NRTI

Les NRTI agissent de maniére compétitive avec les déoxynucléosides naturels et
provoquent l'arrét de la synthése de la chaine d'ADN. Deux mécanismes biochimiques,
impliquant des mutations dans la RT, expliquent la résistance a ces inhibiteurs. Dans le
premier mécanisme, la RT résistante différencie les NRTI de leurs analogues naturels
(baisse d'affinité pour les NRTI), empéchant leur incorporation dans 'ADN (Huang et al.
1998; Selmi et al. 2001). Le second mécanisme implique une augmentation de l'excision des
NRTI, permettant de continuer la synthése de I'ADN viral malgré la présence de l'inhibiteur
(Arion et al. 1998; Gotte et al. 2000; Meyer et al. 1998; Selmi et al. 2001; Sluis-Cremer et
al. 2000). |

3.2. Résistance aux inhibiteurs non nucléosidiques

Les inhibiteurs non nucléosidiques (NNRTI) interagissent avec une poche hydrophobe proche
du site actif de la RT. Les mutations de résistance aux NNRTI sont toutes situées dans cette
poche ou se fait la liaison avec l'inhibiteur. Une seule mutation suffit & conférer un haut
niveau de résistance a un ou plusieurs NNRTI (Deeks 2001; Larder 2001). L'émergence de
ces variants résistants est rapide, suggérant la sélection de mutants préexistants. Ils remplacent
les virus sauvages en deux a trois semaines. De plus, contrairement aux inhibiteurs de la
protéase, ces mutations ne sont pas situées dans le site actif, et n'entrainent pratiquement pas
de baisse de la capacité réplicative du virus. D'autre part, méme si les NNRTI sont des
molécules biochimiquement différentes, toutes les mutations de résistance de l'ensemble de
ces composés sont localisées dans le méme endroit. Il n'est alors pas surprenant d'observer

une trés forte résistance croisée entre les différents NNRTIL.
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4, Résistance aux inhibiteurs de la protéase

Les inhibiteurs de la protéase (IP) sont parmi les molécules les plus actives et sont
largement prescrits dans les thérapies les plus efficaces (HAART) contre le HIV-1.
Toutefois, lorsque les IP n'arrivent pas & supprimer complétement la réplication du HIV-1,
de nombreux variants porteurs de mutations de résistance dans la protéase sont sélectionnés
(Condra et al. 1995; 1996; Molla et al. 1996; Shafer et al. 1999). Il existe au moins 21
positions dans la protéase qui sont impliquées dans la diminution de la réponse aux IP
(figure 28) (Boden et al. 1998; Shafer er al. 1999). Ces mutations sont situées, soit dans le
site actif de l'enzyme, soit a distance mais peuvent modifier son activité, C'est pourquoi
d'autres mutations compensatrices situées dans la protéase ou dans le précurseur Gag sont
sélectionnées par la suite.

.

4.1. Effet des mutations sur la sensibilité du HIV

En général, la résistance aux IP est un phénomeéne progressif et cumulatif. Cette
accumulation de mutations se fait par étapes, accompagnée d'une augmentation graduelle du
niveau de résistance (Condra et al. 1995; Erickson 1995; Molla et al. 1996, Tisdale et al.
1993).

Parfois, une mutation spécifique peut étre responsable de la résistance. C’est le cas de la
mutation I50V pour I'Amprénavir. (Partaledis et al. 1995). Cette mutation s'accompagne

ensuite de mutations secondaires.

La résistance croisée aux IP a été décrite dés 1995. Condra et al. a montré que cing
variants, isolés a partir de quatre patients en échappement de traitement a I'IDV, étaient
également résistants & 6 autres IP (Condra ef al. 1995). L'IDV n'est pas le seul inhibiteur
a engendrer une résistance croisée. En effet, dans une étude plus large incluant 6000
échantillons cliniques, 59 % a 80 % des virus de ces échantillons résistants & un IP sont

également résistants a un autre IP (Hertogs ef al. 2000).

Cependant, 'Amprénavir semble peu affecté par la résistance croisée. Chez les patients en
premiére ligne d’APV, 4 profils de mutations ont été décrits comme associés a
I’échappement. Ce sont les mutations IS0V, I54L/M, 184V ou V32I + 147V (Maguire et al.

2002). Chez ces patients, les mutations décrites comme associées aux autres IP ne sont pas
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retrouvées. Il n’existe pas de données concernant les profils d’échappement a ’APV chez
les patients prétraités par les IP.

A Tinverse, certains variants résistants a un IP peuvent étre hypersensibles aux autres IP
(Miller 2001). Par exemple, un virus porteur des mutations M46L/IS0V (sélectionnées par
I'’Amprénavir) est de 2 & 4 fois plus sensible au SQV et a I'IDV in vitro que le virus sauvage
(Tisdale et al. 1995). De méme, la mutation N88S entraine une hypersensibilité a
I'Amprénavir. Enfin, une autre étude clinique plus récente, menée par Larder et al., montre
que les virus contenant les mutations aux résidus 48 et 82 sont plus sensibles au Tipranavir

(Larder et al. 1999).

4.2. Effet des mutations sur les capacités réplicatives du HIV-1

Les mutations de résistance entrainent des changements dans la structure de la protéase qui
réduisent I'affinité entre l'inhibiteur et I'enzyme résistante. Plusieurs équipes ont montré que
ces variants, porteurs de mutations de résistance, sont moins infectieux que le virus sauvage
in vitro (Borman ef al. 1996; Croteau et al. 1997; Kaplan et al. 1993) et chez les patients
traités aux IP (Zennou et al. 1998; Zhang et al. 1997). En effet, la protéase du HIV est une
petite molécule compacte dont le site actif est de taille limitée et ne pourra alors supporter
qu'un nombre restreint de mutations compatibles avec la persistance de sa fonction
catalytique (Loeb et al. 1989). De plus, la plupart des résidus impliqués dans la résistance
sont hautement conservés pour les différents HIV, suggérant que ces résidus sont essentiels
pour une fonction optimale de l'enzyme (Barrie et al. 1996; Winslow et al. 1995). En
déstabilisant la structure de la protéase, ces mutations de résistance perturbent les
interactions entre I'enzyme résistante et le substrat et provoquent une maturation incompléte

des protéines structurales et enzymatiques du virus.

Certaines de ces substitutions, d'un ou plusieurs acides aminés, ont des effets plus drastiques
sur la capacité réplicative du virus (Clavel et al. 2000; Miller 2001). Ces mutations dites
"primaires" apparaissent assez t6t dans la résistance. Elles sont relativement spécifiques de
chacun des inhibiteurs et sont corrélées avec l'échec virologique (Kaufmann et al. 2001). La
majorité de ces mutations est située dans le site actif de 'enzyme (résidus 30, 48, 50, 82 et 84)
et diminue l'interaction de l'enzyme avec le substrat. D'autres mutations, comme celles

affectant le résidu 90, interagissent indirectement sur la conformation de I'enzyme et altérent
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ainsi la liaison entre l'enzyme et son substrat. D'autre part, toutes ces mutations sont
nécessaires mais pas suffisantes pour 1'émergence d'un haut niveau de résistance. Elles
conférent en effet une modeste réduction de la sensibilité aux IP (de 3 4 10 fois) (Jacobsen et
al. 1996). Ceci pourrait s'expliquer par le fait que ces mutations primaires entrainent une perte

de la capacité réplicative du virus ("fitness") (Erickson ef al. 1999).
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B. OBJECTIFS DE L'ETUDE
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Les inhibiteurs de protéase (IP), du fait de leur puissante activité anti-rétrovirale, ont
beaucoup amelioré le traitement de U'infection & HIV. Cette activité est en rapport avec une
diminution importante de la charge virale et une restauration immunitaire qui ont pour
conséquences une progression plus lente de la maladie et une amélioration de la survie des
patients. Cependant, ’émergence de souches virales mutantes résistant aux molécules
utilisées et la survenue de résistance croisée aux molécules auxquelles le patient n’avait
jamais €té exposé, entrainent un nombre croissant d’échec au traitement anti-rétroviral. Cela
rend difficile une prise en charge en 2° ou 3° ligne de traitement, avec des options
thérapeutiques restreintes. Actuellement, il est recommandé d’effectuer un génotype de
résistance avant tout changement thérapeutique pour échec virologique, afin d’adapter au
mieux le nouveau traitement antirétroviral (Delfraissy, 2002). C’est pourquoi, il est
indispensa{ble d’avoir des données sur les bases génétiques de la résistance aux
antirétroviraux, afin de comprendre les phénomenes d’émergence de mutants résistants et de
mieux traiter les patients. Récemment, un nouvel inhibiteur de protéase, I’APV, a été
développé et est utilisé dans de nombreux pays. Quelques études ont permis de caractériser
les profils de résistance a I’APV chez des patients n’ayant jamais regu d’IP auparavant
(Maguire, 2002). Cependant, peu d’études ont €té menées chez des patients prétraités par des

IP et en échec de traitement.

Cette étude se propose donc d'étudier les mutations de résistance sélectionnées par I’APV,
utilisé en association avec le Ritonavir (RTV) aprés 24 semaines de traitement chez des
patients prétraités par d’autres IP. Pour cela, nous avons utilisé les prélévements recueillis
pour le protocole GENOPHAR qui avait pour but d’évaluer I'intérét des tests de résistance et
des dosages pharmacologiques dans la prise en charge de patients en échec thérapeutique. On
s'attachera également & déterminer s'il existe des relations entre les mutations sélectionnées
sous APV, le niveau de la réplication virale (CV plasmatique) et les concentrations

plasmatiques d’APV.
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C. PATIENTS ET METHODES
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L PATIENTS

1. Protocole Génophar
L'étude Génophar s'est déroulée a I'Hopital de la Pitié Salpétriére a Paris entre novembre
1999 et juin 2000. Elle avait pour but d'évaluer ’apport des dosages pharmacologiques
associés a I’étude génotypique du HIV-1 dans I’adaptation des traitements antirétroviraux
chez les patients en échappement virologique (CV supérieure a 1000 copies/ml) notamment
dans le but d’une épargne de nouvelles molécules. Il s'agit d'une étude comparative, ouverte,
randomisée, prospective, monocentrique comportant deux groupes de patients traités pendant
6 mois. Les patients recevaient a JO, 2 ou 3 NRTI associés a 1 ou 2 IP. Le choix des NRTT et
des IP était basé sur le génotype de résistance du HIV-1 réalisé pendant le recrutement des
patients. La randomisation est faite a JO en deux bras :

Groupe 1 : résultats pharmacologiques immédiats

Dans ce groupe, 1’adaptation thérapeutique est faite & S4 en fonction des

résultats des dosages pharmacologiques des NRTI et des IP et de I’étude

génotypique réalisés a JO.

Groupe 2 : Résultats pharmacologiques différés
Dans ce groupe, 1’adaptation thérapeutique n’est faite qu’a S12 en fonction des
résultats des dosages pharmacologiques des NRTI et des IP a S8 et de I’étude

génotypique réalisés a JO.
1.1. Critére principal

L'efficacité du traitement antirétroviral était définie par une charge virale HIV-1 inférieure a

200 copies/ml a S12 et S24.
1.2. Critéres secondaires
Ils étaient au nombre de six :
- Le pourcentage de patients ayant une CV HIV-1 inférieure 2 200 copies/ml a S12 et S24.

- L’évolution de la CV entre la valeur a I’inclusion, S12 et S24.

- L’évolution des concentrations plasmatiques aprés modifications du traitement.
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- L'efficacité immunologique, jugée sur l'amplitude de la variation des taux de lymphocytes

CD4+ entre JO, S12 et S24.

- La tolérance clinique et biologique des associations utilisées.

- Le nombre de nouvelles molécules utilisées

1.3. Critéres d'éligibilité des patients de I'étude

1.3.1. Critéres d’inclusion

Les patients inclus répondent aux critéres suivants :

Patient agé d’au moins 18 ans, séropositif pour le VIH-1 confirmé par
Western Blot.

Patient traité par au moins une trithérapie non modifiée depuis au moins 3
mois, comprenant au moins un inhibiteur de la protéase et/ou un analogue
non nucléosidique de la transcriptase inverse.

Patient en échappement virologique défini par une CV supérieure a 1000
copies/ml évaluée en préinclusion.

Suivi possible pendant toute la durée de 1’étude

1.3.2. Critéres de non inclusion

Ne sont pas inclus dans 1’étude les patients :

participant a un autre essai thérapeutique

ayant une infection opportuniste en phase aigué

n’ayant pas eu d’étude génotypique antérieure

ayant une CV supérieure a 50000 copies/ml, un nombre de CD4 inférieur a

200/mm® depuis au moins 6 mois.

2. Sélection des patients pour notre étude

Parmi les patients inclus dans I’étude Génophar, nous avons sélectionné les patients prétraités

par IP, mais n’ayant jamais regu d’APV avant I’entrée dans 1’étude. Parmi ceux-ci, les

patients qui recevaient 2 ou 3 NRTI en association avec du RTV (100 mg x 2) et de I’APV

(600 mg x 2) ont été retenus. Cette combinaison d’antirétroviraux ne devait pas comporter

d’inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse (NNRTI). Au total, 49 patients

répondant a ces critéres ont été sélectionnés.

Les prélévements des patients étaient effectués a chaque visite durant les 6 mois du suivi du

protocole Génophar, c'est-a-dire JO, S8, S12, S18 et S24 et sur chaque prélévement, la charge
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virale plasmatique a été mesurée. Tous les patients ont bénéficié d’une étude génotypique
avant I’entrée dans 1’étude (JO) et nous avons réalisé un test génotypique pour tous les patients
qui présentaient une charge virale supérieure a 200 copies/ml & S24 afin de mettre en évidence
I’apparition de mutations de résistance sélectionnées par ’APV chez des patients qui
présentaient une réplication virale résiduelle sous pression de sélection antirétrovirale. Une
étude génotypique intermédiaire & S12 a également été effectuée sur les prélévements
provenant de patients ayant regu la combinaison RTV plus APV jusqu’a S12 et ayant changé
d’IP pour des raisons d’échec virologique ou plus rarement d’intolérance.

Des dosages pharmacologiques ont été systématiquement réalisés sur tous les prélévements

par le Dr G. Peytavin (Pharmacie, service du Pr Farinetti de I'hopital Bichat).

II. .TECHNIQUES VIROLOGIQUES

1. Charge virale HIV-1 plasmatique

La détermination de la CV plasmatique est réalisée sur un aliquot de 200 ul de plasma. La
trousse utilisée est I'Amplicor HIV-1 Monitor® v 1.5 des laboratoires Roche Diagnostic. C'est
une technique automatisée qui comprend 4 étapes :

- la lyse des particules virales par un agent chaotrope et l'extraction de I'ARN viral,

- la transcription inverse et 'amplification d'une séquence cible trés conservée du géne gag
avec des amorces biotinylées en 5',

- la dénaturation des amplicons, puis leur transfert dans des puits tapissés d'une sonde
oligonucléotidique spécifique,

- aprés lavage, l'ajout d'un conjugué avidine-péroxydase. La présence d'un complexe
amplicon / conjugué est révélée aprés addition d'un substrat chromogéne. L'intensité de la
coloration jaune qui apparait alors est évaluée par spectrophotométrie.

Un standard interne de quantification (QS) permet de déterminer la quantité d'’ARN viral

présente dans I'échantillon analysé en utilisant la formule suivante :

(DOuyv.1 / DOgs) x nombre de copies du QS par réaction de PCR x 40 = nombre de copies
d'ARN HIV-1/ml de I'échantillon analysé

Le scuil de détection de la technique est de 200 copies d'ARN viral / ml (2,3 log).
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2. Génotypage du HIV-1
2.1. Extraction des acides nucléiques viraux

Un volume de 1 ml d’échantillon est centrifugé 1 heure & 19200 tours / min et 4°C, puis le
culot obtenu est conservé a —80°C jusqu’a I’extraction des ARN viraux plasmatiques. Pour
cela, dans un premier temps, les particules virales sont lysées par mise en suspension puis
incubation de 10 min du culot dans 500 pl de tampon de lyse (HCV specimen preparation kit,
Amplicor). Dans un deuxieme temps, ’ARN viral est précipité par ajout de 500 ul
d'isopropanol. Apres centrifugation de ce mélange 15 min a 13000 tours / min et 20°C, le
culot obtenu est lavé dans 1 ml d'éthanol & 70 %, séché puis mis en suspension dans 50 pl
d’eau stérile (Fresenius, France Pharma). L’ARN extrait est conservé a -80°C jusqu’a son

amplification.
2.2. Amplification

L'amplification comprend 2 réactions successives de polymérisation en chaine (PCR)
effectuées sur thermocycleurs Biometra ou 9600 Perkin Elmer.

La premiére amplification (RT-PCR) consiste en la rétrotranscription de I'ARN viral extrait en
ADN complémentaire. Cette RT-PCR est suivie d'une PCR dite nichée, avec utilisation
d’amorces plus internes encadrant plus précisément le géne de la protéase que l'on désire

amplifier.

2.2.1. RT-PCR

Le milieu réactionnel de RT-PCR, d’un volume final de 45 pl, contient 5 ul d'ARN viral
extrait, 0,4 mM de chaque désoxynucléoside triphosphate 0,4 pM de chacune des deux
amorces, et les réactifs suivants du kit Titan™ One Tube RT-PCR System (Roche) : 24,5 pl
d'eau ultra pure, 2,5 pl de DTT, 10 pul de tampon, 1 pul d'inhibiteur de RNAses et 1 pl
d'enzyme. La réaction de RT-PCR comprend 40 cycles d’amplification (2 min de dénaturation
4 94°C, 30 s d’hybridation 4 55°C, 3 min d’élongation a 68°C) et une ¢longation finale (7 min
a 68°C). L’ADNc ainsi obtenu est conservé a -20°C jusqu’a son amplification par PCR

nichée.
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2.2.2. PCR nichée

Le milieu réactionnel de PCR, d’un volume final de 45 pl, contient 5 pl d'ADNc, 0,6 mM de
chaque désoxynucléoside triphosphate, 1 pM d’amorce sens, 0,2 uM d'amorce anti-sens,
24 pl d'eau ultra pure, 1ul d’ADN polymérase et 10 ul de tampon du kit TAQ DNA
polymerase (Roche). La réaction de PCR nichée comprend une étape de dénaturation initiale
(3 min a 94°C), 40 cycles d’amplification (1 min de dénaturation & 94°C, 1 min d’hybridation

a55°C, 1 min d’¢élongation & 72°C) et une élongation finale (7 min a 68°C).

La pureté de I’ADN amplifié et sa présence en quantité suffisante sont contrdlées en analysant
5 ul des produits de PCR par électrophorése dans un gel & 1,5 % d’agarose (Sigma) en tampon
TBE. Apres coloration du gel par le bromure d’éthidium, les produits d’amplification sont
visualisés sous lumiére ultraviolette a une taille respective de 750 pb pour la transcriptase
inverse et de 300 pb pour la protéase. L’intensité du signal observé est caractérisée comme
¢tant faible, moyenne ou forte. Les produits d'amplification sont congelés a —20°C jusqu’a

détermination de leur séquence nucléotidique.

2.3. Détermination de la séquence nucléotidique des produits de PCR
2.3.1. Purification des produits de PCR

La purification des ADN précédemment amplifiés est effectuée sur colonnes Microcon® 100
(Millipore). Les produits de PCR sont déposés sur la membrane d'une colonne qui est ensuite
centrifugée 20 min a 3000 tours / min et 4°C. Aprés ajout de 20 pl de tampon Tris HCI 5 mM
pHS, ce dernier est laissé en contact avec la membrane pendant 1 & 2 min. Puis, la colonne est
retournée et centrifugée 3 min a 3000 tours / min et 4°C. Les produits de PCR purifiés alors
obtenus sont dilués dans un volume de 50, 250 ou 500 pul d'eau, selon I’intensité du signal
respectivement faible, moyenne ou forte observée lors de leur analyse en gel d'agarose avant
purification. Les produits de PCR purifiés sont congelés a -20°C jusqu’a la réaction de

séquence.
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2.3.2. Réaction de séquence

Apreés purification des produits de PCR, on procéde a la réaction de séquence proprement dite.
La méthode utilisée dérive de la technique de Sanger utilisant des didéoxynucléotides
marqués avec des fluorochromes distincts.

La réaction d’élongation d’amorce nucléotidique sens ou anti-sens, effectuée sous un volume
de 7 pl contenant 3 pul d'ADN purifié, 1,6 pmol d'amorce et 2 ul de mélange réactionnel
(DNA Sequencing kit/ Big Dye Terminator Cycle Sequencing, Perking Elmer), comporte 25
cycles d’amplification (10s de dénaturation & 94°C, 10s d’hybridation a 55°C, 4 min
d’élongation a 60°C).

Les produits de séquence sont ensuite précipités par ajout de 25 ul d’éthanol absolu et 1 pl
d'acétate de sodium 3M pH 4,6 (Perkin Elmer). Apres 10 min d’incubation dans la glace, le
mélange p‘récédent est centrifugé 20 min a 13000 tours / min et 4°C. Le culot ainsi obtenu est
lavé avec 250 pl d'éthanol & 70 %, séché 1 min a 94°C de fagon a obtenir un résidu sec, puis

conservé a—20°C sans dépasser 10 jours.
2.4. Séquengage

Le gel de séquence est préparé extemporanément a partir du kit Long Ranger Single Pack
(TEBU) selon les recommandations du fabricant. Le gel est coulé entre deux plaques de verre
ABI 377 (Perkin Elmer), puis placé sur le séquenceur ABI 377 PE (Perkin Elmer). Les
échantillons & analyser sont préparés en remettant en suspension les culots obtenus aprés la
réaction de séquence dans 3 ul d'un mélange composé de 5 volumes de formamide désionisé
(Perkin Elmer) et d'un volume de bleu dextran (Perkin Elmer). Les échantillons sont ensuite
dénaturés en les plagant 2 min & 95°C puis, pour éviter une réhybridation des brins dénaturés,
immédiatement dans la glace. Ils sont ensuite déposés dans le gel de séquence a raison de 2 pl
par puits, puis soumis a une électrophorése pendant 9 heures dans les conditions préconisées

par le fabricant.
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2.5. Analyse des résultats

La gestion des réactions de séquence est effectuée par le logiciel ABI Prism 377 version 3.0
(Perkin Elmer), l'analyse des signaux de migration et leur transcription en fluorogrammes par
le logiciel Sequence Analysis.

L'interprétation des fluorogrammes est effectuée a l'aide des logiciels Sequence Navigator
(Perkin Elmer) et Edit View. Les séquences des produits de PCR a étudier sont ensuite
comparées a une séquence consensus B du HIV-1 qui regroupe les principaux variants

répertoriés.
III. DOSAGES PHARMACOLOGIQUES

Le dosage d'APV a été effectué par le Dr G. Peytavin dans le service de la Pharmacie de
I'hépital Bichat du Pr Farinetti.

Apres une extraction liquide/liquide & partir du plasma de patients infectés par le HIV, le
dosage de I’APV est effectué par chromatographie liquide haute performance (CLHP) en
polarités de phase inversées, avec une détection UV. La limite de quantification a été calculée

a environ 5 ng/ml (Marcelin et al. 2003).
IV. ANALYSE STATISTIQUE DES RESULTATS

L'ensemble des résultats a été analysé par le logiciel Statview. Un test non paramétrique de
Mann Whitney a été effectué pour étudier la relation entre le nombre de mutations a JO et
I’acquisition ou non de mutations. Nous avons également fait un test de corrélation de
Spearman pour étudier la relation entre la diminution de la charge virale et la concentration

plasmatique résiduelle d’APV. Le seuil de significativité de ces tests est a fixé a 5%.
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D. RESULTATS
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L Caractéristiques des patients

La plupart des patients inclus dans I’étude ont un passé thérapeutique relativement lourd (2 IP

recus en meédiane). Le virus présent chez ces patients est porteur d’un grand nombre de

mutations de résistance (en médiane 4 mutations dans le géne de la transcriptase inverse et 6

mutations dans le géne de la protéase). Les mutations de résistance qui ont été prises en

compte sont celles qui sont répertoriées par I’1AS (International AIDS Society, cf annexes).

Les caractéristiques des patients a ’entrée dans notre étude sont résumées dans le tableau 4:

Charge virale VIH-1 (log copies/ml)
Nombre médian de lymphocytes CD4 /mm’

Médiane du nombre d’IP regus dans les régimes antérieurs

RTV

DV

SQV

NFV
SQV/RTV

IDV/RTV

Médiane du nombre de mutations sur le géne de la protéase

Total des mutations = majeures + mineures

Majeures

Mineires

irverse

Médiane du nombre de mutations sur le géne de la transcriptase

Caractéristigues Valeur
Nombre de patients N=49
Sexe M/F = 44/5
. Age médian (années) 45 (28-57)

4.13 (3.0-5.2)
286 (48-700)

2 (1-6)

15

46

30

24

6 (1-10)
2 (0-4)
4(1-7)

4

Tableau 4: Caractéristiques des patients i I’entrée dans notre étude
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II. Réponse virologique

L’évolution de la CV chez les patients de notre étude est résumée ci-dessous :

Total des patients
N=49

/\

Perdus“de vue
N=3

Patients suivis

N=46
Changement 1/APV Sous 1/APV 4 524
N=9 N=37
CV>200 CV<200 CV>200 CV<200
N=2§ N=1 N=12 N=25
17% 3% 26% 54%

Figure 13 : Evolution de la CV chez les patients de notre étude.
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Sur les 49 patients sélectionnés, 46 ont €té suivis jusqu’a S24. Parmi eux, 37 sont restés sous
RTV plus APV (1/APV) jusqu’a S24, 8 ont regu du lopinavir (LPV) en remplacement de
I’APV aprés S12, et un patient a regu du saquinavir (SQV) en remplacement de I’APV aprés
S12. A S24, sur les 37 patients sous RTV plus APV, 25 ont une charge virale (CV)
indétectable avec la technique utilisée (< 200 copies/ml) et 12 ont une CV > 200 copies/ml.
Nous avons ¢tudié 1’émergence de mutations de résistance chez ces 12 patients par
séquencage du geéne de la protéase, en comparant la séquence a S24 a celle qui avait été
obtenue a JO. Parmi les 8 patients qui étaient sous LPV a S24, seul un patient était
indétectable & S24 et le patient qui était sous SQV avait une charge virale > 200 copies/ml a
S24.

Par ailleurs, la médiane de diminution de la CV chez ’ensemble des patiehts est de - 1.26 log
aS8,-1.321og aS12 et - 1.46 log a 524 (analyse en intention de traiter).

Parmi les patients qui ont regu la combinaison r/APV jusqu’a S24, il existe une corrélation
entre la diminution de la CV & S24 et la concentration résiduelle d’APV mesurée & S24
(r=0.35, p=0.05). C'est-a-dire que les patients qui avaient une concentration plasmatique
résiduelle d’APV élevée a S24 présentaient une diminution de CV plus importante que les

patients qui avaient une concentration d’ APV basse.
III. Résistance

Les mutations présentes dans le géne de la protéase avant ’entrée dans 1’étude chez les

patients qui ont une CV < 200 a S24 sont récapitulées dans le tableau 5.
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Patients Mutations présentes a JO chez les patients ayant une CV < 200 a S24
1 L10I E35D M361162V L63P A71V V82A 1.90M I93L
2 K20R E35D M361 R41K 162V L63P H69K A71V G73S 1.90M 193M
3 K20I E35D M461162V L63P A71V G738 1.90M
4 I15L D25V D30N E35V L63P V771 N88D
5 115V Le3P
6 L10IT13V M46L - * L63P A71T V82A
7 L10F S37D K43R M46L. © -+ L63P A71V V82A L.90M Q92K
8 K201 M461 L63P A71V G738 V771 L90M I93L
9 113V M46l D60E Q61D 162V L63P Q92E
10 ’ 113V D30N R41K M461 L63P A71T V771 N88D
11 L10F 113V D30N E35D M361 R41K Y59F 162V L63P N88D 193L
12 D30N L63P N88D
13 113V 115V K20T E35D M36L S37T 162V L63P 164V L90M [93L
14 L10IT13V L241 L33F M36I R41K "= 162V L63P A71V T74A V828
L10L E35D S37D K43T M46L - KS5R 162V L63P C67D A71V 172V V82A
15 L90M 193L
16 I3N T4S A28T D29V RS7K L63P 1931
17 L10T K14R R41K M46L L63P A71V V82T L90M I93L
18 LI10IT13V R41K G48V -+ L63P A7IT V82A 184V I93L
19 L10I K20R E35D M361 RS57K D60E 162V L63P V771 L.90M 193L
20 M461 Q61E L63P A71V -~ - 193L
21 L10I 115V R41K 162V L63T A71T 172T V82A 193L
22 S37D M461 RS7TK L63P H69Y A71V V771 L9OM 193L
23 L101 837D L63P G73S V771 L9OM 193L
24 101 E34K R41K G48W QO61E L63P K70R A71V V82A L90M I93L
25 L101 L63A A71V G738 V771 LY0OM 193L

‘T'nbleau 5: Mutations présentes a JO dans le géne de la protéase chez les patients ayant

une CV <200 4 S24 (en orange, les mutations classiquement associées a I’APV et en bleu

les mutations majeures aux autres IP).
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¥

Le séquencgage a JO du géne de la protéase du HIV-1 chez les patients qui ont une CV < 200

copies/ml montre que le virus présent chez ces patients est en général porteur de mutations

majeures classiquement décrites comme associées a la résistance

génération.

aux IP de premiere

Patients

Mutations a JO * Mutations acquises a 524

Reversion

10

11

12

L10I E35D M36V S37D M46L 154V RS7K
[62V LO3P 164V A71V 1+t L9OM PT non amplifiable

E35D S37TN R57TK L63P A71V G738 V771
L9OM 193L Pas d’acquisition

L10I E35D S37E M461 162V L63P A71V I72L
. G738 1L.9OM I93L L33F V82K

K20R % 01 E35D M361 S37D R41K M461
7% L3P ATIT V82ZA LY0M 193L Pas d’acquisition

S37C R41IK 7% L63P A71V V771 VB2A
L90M J93L L33F M46l. =i

113V L23IL33F S37N Md46L F53L %1+ L63P
ATIVVE2ZA 1 LOGM I93L L10I H69Y V771

LI10I I3V K14R 115V K20M E35D M361 S37D T12S E21Q L33F M461 v 7

R4IK <+ 162V L63P I66F AT1V VE2T Q92K LoOM

113V~ - M361 S37N M46L L63P A71V
L8V LY4M L3&W

LIGIKIM4RIISV E35D S37D M6l

L63P V82A 185V I93L
L101 37N R57K L63P N&8S
L10F 113V K 14R K20T D30N E35D M361 - D35E Md6L
S37D L63P 164V A71V N8SD 162V 166F LIOM

LIOI E35D S37D Md6L L63P A71V G738
L9OM D35E, D37TN

e

Pas de reversion

110L

Pas de reversion

Pas dc reversion

L53F

Pas de rcversion

Pas de reversion

R14K

[SLUN

N30D P63L D8SN

Pas de reversion

Tableau 6: Résultats du séquen¢age du géne de la protéase du HIV-1 chez les patients

sous APV jusqu’a 524.
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Les mutations acquises et les reversions de mutations sur e géne de la protéase chez les
patients restés sous APV jusqu’a S24 sont résumées dans le tableau 6.

La mutation M461/L est la mutation majeure le plus souvent acquise (3 fois). Les mutations
I84V et L9OM ont été retrouvées dans 2 souches virales. Un patient a acquis les mutations
IS0V et IS4V et un autre a acquis la mutation V82F. Par ailleurs, une ou plusicurs mutations
mineures ont été acquises par 8 patients. Parmi celles-ci, la mutation L33F est la plus
fréquemment retrouvée (3 fois). Trois patients ayant une CV détectable A S24 n’ont acquis
aucune mutation dans le geéne de la protéase. En revanche, les souches virnles de § patients
sont revenues & 1’état sauvage notamment au niveau des positions 10, 14, 30, 53, 63, 88.

Les patients étudiés ont donc sélectionné des mutations majeures impliquées dans les échecs 4
PAPV en premiere ligne (IS0V, 154V, 184V), ainsi que d’autres mutétfons classiquement
impliquées dans les échecs a d’autres IP.

Pour des raisons d’échec virologique ou plus rarement d’intolérance, certains patients ont regu
la combinaison RTV plus APV jusqu’a S12 et ont changé d’IP par la suite. Une étude
génotypique intermédiaire 4 S12 a également été effectuée sur les prélevements disponibles
pour ces patients. Les caractéristiques génotypiques du HIV-1 de ces patients sont réunies

dans le tableau 7.
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Patients Mutaticns a JO Mutations acquises a S12 Reversion
L101 K14R K20R E35D M36l
1 S37D M4e6l. i- 1 R57TK Q61N Pas de
L63P A71V T74S V82A L90OM tpin 1931 reversion
L101 K201 S37N D60E 162V
2 L63P A71V G73S V771 P79A 115V/1 GA40E/G M461/M 154M Pas de
init L9OM L89V/L reversion
L10I K20R v i1 E35D M361
3 S37N K43T M461 F53L 154V A82V
L63C I66F A71V V82A L90OM G16E/G 1331 ##4% F53L/F V8IL
Li0I % 2t E35D M361 S37E
4 M461 K55N 162V L63P 166F K20R/K L33F/L /¢ +: "1 I66F/1 Pas de
A71V V82A L89V LIOM V82A/V reversion
5 I13V 0 M361 S37N @ Non
L63P A71V L89V LS0OM Non disponible disponible
6 L10I S37N G48V "~ L63P G48V/IG - 162V/T s g Pas de
ATIV V771 V82A 1.90M 193L reversion
L10V S37N R41K F53L ina%
7 K55R D60OE L63P A71V V82VA Non
Non disponible disponible
8 L10V M36V S37D R41K M4e6L. Pas de
150% L63P 164V V82A 113V/1 K20R/K M361/V I85V/1 reversion

“Fablenn 7s Mutations acquises 2 S12 chez les patients pour lesquels r/APV a été

remplacé aprés S12 par un autre IP.

I.4 mutation

IS4A/L/M/V est la mutation majeure le plus souvent acquise (3 fois). Les

mutations M461, 150V, V82A et 184V n’ont été retrouvées qu’une fois. La mutation 4 la

position 90 n’est acquise chez aucun patient ; la plupart des patients possédant déja cette

mutation avant entrée dans I’étude. Chez 2 patients, on a obervé une resélection de la souche

savage notamment pour les positions 82 et 89.

80




IV. Relation pharmacologie et sélection de mutations

2750

p=10.10

2500 -

"APV & $24 (ng/ml)
A VS

d 8 B

& 8 8

1 i i

-
(%]
)

- —
[=] N
o [33]
o (o] 8
.
1

Concentration minimale

plasmatique d

750 -

[}

500 v
Acquisition de mutations Pas d’acquisition de mutations

Figure 14: Distribution de la concentration résiduelle d’APV a S24 en fonction de

Pacquisition ou non de mutations.

La médiane de la concentration minimale d’APV a S24 chez les patients qui ont acquis au
moins une mutation dans le géne de la protéase est de 1300 ng/ml. Cette médiane est
sensiblement inférieure a celle observée chez les patients qui n’ont pas acquis de mutations a

S24 (p= 0.10) figure 14.
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V. Relations entre mutations et échappement virologique a S24

7 p=0.13

Nombre de mutations a JO
dans le géne de la protéase
-

Changement IP Pas de changement IP

Figure 15: Relations entre le nombre de mutations dans le géne de la protéase a JO et le

changement de la combinaison r/APV par un autre IP.

L.'étude de la relation entre le nombre de mutations présentes sur le géne de la protéase a JO
ot le changement de la combinaison antiretrovirale t/APV pour un autre IP montre qu’il existe
une tendance a un plus nombre de changement thérapeutique avant $S24 chez les patients

Infoctés par les virus ayant un plus grand nombre de mutations (figure 15).
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E. DISCUSSION
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Les inhibiteurs de la protéase du HIV-1 (IP) sont parmi les antirétroviraux actuellement
utilisés les plus puissants contre ce virus. Ils permettent, en association avec les inhibiteurs de
la transcriptase inverse, une diminution profonde et durable de la CV plasmatique, ainsi
quune élévation du taux de lymphocytes CD4+ et une diminution trés significative des
infections opportunistes et du nombre de déces (Gulick et al. 1997 ; Schapiro et al. 1996).
Cependant, chez un certain nombre de patients traités, le déclin de la CV aprés la mise en
route du traitement antirétroviral, est parfois transitoire. Un défaut de puissance antirétrovirale
ou un défaut d’observance pourra alors étre a 1’origine de 1’émergence de souches virales
résistantes porteuses de mutations spécifiques dans le géne de la protéase.

Peu de données sont actuellement disponibles concernant les mutations de résistance
sélectionnées sous APV chez les sujets prétraités par d’autres IP. D'oﬁ l'intérét de mieux
caractériser les mutations sélectionnées par cet IP chez ces patients afin de mieux les traiter.
En effet: il est important de connaitre les profils d’échappement & une molécule notamment
afin de savoir s’il existe des résistances croisées avec d’autres IP dans le but de définir quels
traitements de relais proposer.

Dans cette étude, nous avons étudié les mutations apparues dans le géne de la protéase, chez
des sujets prétraités par des IP et mis sous une association APV (600 mg 2 fois par jour) et
RTV (100 mg 2 fois par jour). Nous avons également tenté de mettre en évidence les
éventuelles relations existant entre ces mutations de résistance, les CV plasmatiques et les
concentrations plasmatiques d’APV.

Nous avons tout d'abord retrouvé l'effet bénéfique de la mise en route de ’APV sur la CV
plasmatique. Dans notre étude, 54% des patients ont une CV < 200 copies/ml & S24. Cela
montre que I’APV garde une bonne efficacité méme chez des sujets multitraités et constitue
un IP utilisable aprés plusieurs lignes thérapeutiques. Cette efficacité est probablement en
rapport avec la plus faible fréquence de résistance croisée entre I’APV et les autres IP
(Schmidt et al.2000).

Nos résultats sont comparables a ceux observés dans une étude allemande. Dans cette étude,
Bogner et al. a retrouvé une CV < 400 copies/ml chez la moitié des sujets prétraités par des IP
aprés 24 semaines d’APV associé ou non au RTV (Bogner et al. 2003). Arvieux et al. &
Rennes (France) a retrouvé des résultats similaires : aprés 24 semaines de traitement, 53% des
patients prétraités par des IP et mis sous /APV avait une CV < 200 copies/ml (Arvieux et al,
2002).

La diminution de la CV observée dans notre étude (médiane = - 1.46 log a S24) est similaire &

celle trouvée par Bogner et al. (- 1.4 log) et DeJesus (- 1.50 log) qui ont étudié une population
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de patients semblable (Bogner et al.2003 ; DeJesus 2003). En revanche, chez les patients naifs
d’TP, les études montrent une réduction plus importante de la CV. Le pourcentage de patients
ayant une CV indétectable aprés 24 semaines d’APV associé ou non au RTV chez des
patients naifs d’IP varie selon les études entre 30 et 89% ( Nadler et al. 2003 ; Noble et Goa
2000 ; Haubrich et al.1999 ; Murphy et al.1998). Cela s’explique par I’hétérogénéité des
pationts étudiés ct des combinaisons d’antirétroviraux utilisés. D’autre part, aucune étude
phiarmacologique n’était présente dans ces travaux et certains aspects comme 1’observance
n'dtaient pas explorés. Murphy et al. a retrouvé une diminution de la CV de - 1.95 log tandis
quo Nadler a observé une diminution de - 2.2.log. Cette réduction plus importante de la CV
c¢hies les patients naifs d’IP montre que malgré la moindre fréquence de résistance croisée
ontre I'APV et les autres IP, Iefficacité d’APV est plus importante lorsque les patients n’ont
Jjamais été traités par des IP.

Dans notre étude de recherche d’acquisition de mutations de résistance sous 1/APV, nous
avons observé chez les patients étudiés que les mutations sélectionnées pouvaient étre celles
qui ont été décrites dans les échappements de premiere ligne a I’APV : I50V, IS4M/L, V321 +
147V et I84V (Maguire et al. 2002). ;

De plus, nous avons montré la possibilité de sélection de mutations classiquement associées a
I'échappement aux IP de premiére génération (IDV, NFV, SQV), comme les mutations L90OM
el M4GUL. Plusieurs hypothéses sont envisageables: I’APV peut lui-méme favoriser
I’émergence de ces mutations. En effet, elles peuvent étre déja présentes au sein des quasi-
cspéces virales et apparaitre sous la pression de sélection exercée par I’APV. Il n’est
également pas exclu que le RTV & faible dose puisse participer 2 la sélection de certaines de
ccs mutations ; ce qui expliquerait la présence de certaines positions mutées : 82 et 90, qui ont
été décrites dans les échappements au ritonavir lorsqu’il était utilisé a pleine dose (Markowitz
¢t al. 1995 ; Molla et al. 1996).

[.’analyse génotypique & S12 montre que la sélection de certaines mutations de résistance
chez les patients sous i/APV peut étre trés rapide. Ceci est dont trés différent de ce qui a €té
obscrvé chez des patients traités en premiére ligne par 1/APV (Mcmanus, 2003). Dans cette
étude, les patients qui recevaient une nouvelle formulation d’APV en association avec du
RTV ne présentaient en général pas de mutations au moment de I’échappement.

Nous avons également montré que les patients présentant des concentrations résiduelles
¢levées d’ APV avaient un taux de sélection de mutations plus faible. Ceci avait été montré en

monothérapie avec le ritonavir (Molla et al. 1996), mais n’avait jamais été décrit pour I’APV.



Enfin, nous avons montré qu’il existait une relation entre le nombre de mutations de
résistance présentes dans le géne de la protéase a JO et le nombre de changement
thérapeutique a S24. Les mutations prises en compte étaient celles qui avaient été inclues dans
un score génotypique qui permettait de prédire la réponse aprés 12 semaines de traitement par
r/APV (Marcelin et al. 2003). Dans cette étude, les patients qui avaient & JO plus de 5
mutations parmi L10F/I/R/V, K20M/R, E35D, R41K, 154V, 1L.63P, V82A/F/T/S, 184V avaient
unc moins bonne réponse virologique a S12 que les patients qui avaient moins de 5 mutations
4 J0. Ce score génotypique semble donc étre également prédicteur de ’échec a S24, car il
cxiste une tendance a plus de changement thérapeutique chez les patients porteurs de virus
ayant un plus grand nombre de mutations.

Si nous n’avons pas pu mettre en évidence de sélection de profils de résistance différents
sclon lc_:s concentrations résiduelles d’ APV, comme cela avait été suggéré par Elston et al. (2™
workshop on clinical pharmacology in HIV therapy, 2001, poster 5.1), nous avons en
revanche montré que de faibles taux résiduels d’APV mésurés & S24 s’accompagnaient
d’acquisitions de mutations de résistance et donc d’échec virologique.

En conclusion, cette étude montre que les patients prétraités par des IP et mis sous r/APV
sélectionnent aussi bien des mutations décrites dans les échappements a I’APV en premiére
ligne que les mutations classiquement associées a la résistance aux IP de premicre génération.
Enfin, nos résultats confirment les données de la littérature en montrant I’importance de la

relalion entre mutations de résistance, pharmacologie et réponse virologique.
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ANNEXE 1
LE CODE GENETIQUE ET LE SYMBOLISME DES ACIDES AMINES

2™ gusition A ata  alanine
1® sosition M ion -~
{extrémite S (ex're‘?mze " C cvs  cyswine
U c A G ' D asp  ac. asparuque
E glu__ ac. glutamique
N F phé  phénylalanine
Uy }p},e ucy AU ]M UGy J Cys U o -
u uuc UCC | g | UAC uGe c gly _glycine
o fuua ] lew | UCA UAA  Steg | yGA  Stop A H his__histidine
uug Ut UAG  Smp | UGG Trp ] I #e isoleucine
c ) T G s | OO u K s lysine
¢ ICUC | ey | CCC | p | CAC o € L teu leucine
CUA CCA CAA ) Gin | COA ; M met _mathionine
UG ccs £AG | fea , N asn__asparagine
AUY ACU AAU )Am AGU )sEr, v P pro _profine
A AUC J lie ACC | | MaC AGC C (0 g glutamine
AUA ACA | ARA )Lvs AGA ] Arg A R arg  arginine
AUG  Met | ACG J AAG AGG 6 . -
S sér sérine
GUU ) LU ) GAU } Asp | 66U U 1 e thréonine
G GUC | Vaf sgc Ala ggc ) Ggi } Giy g V val valine
GUA GCA A § Gl G
GUG 6CG J 636 ) 666 G W up rypeophane
Y ty tyrosine
Les codons stop représentent l'arrét de P'élongation de la chaine polypeptidique
R=AouG N=ACGouT
» Y=CouT B=CG,ouT
K=GouT D=AG,ouT
M=AouC H=A.C,ouT
S=GouC Vv=AC,ouG
W=AouT
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ANNEXE 2

Séquence consensus B nucléotidique de la souche sauvage du HIV-1 :
gene de la protéase.

10 20
] |

30 40 50
[ | |

1 HIV Prot

qCCTCAGATCA CTCTTTGGCA

60 70
l I

ACGACCCCTC GTCACAATAA AGATAGGGGG

80 90 100
| [ !

1 HIV Prot

4GCAACTAAAG GAAGCTCTAT

110 120
I ]

TAGATACAGG AGCAGATGAT ACAGTATTAG

130 140 150
n i i

i HIV Prot

dAAGAAATGAA TTTGCCAGGA

1?0 ' 1?0

AGATGGAAAC CAAAAATGAT AGGGGGAATT

1?9 1%0 2?0

1l HIV Prot

qGGAGGTTTTA TCAAAGTAAG

210 220
! |

ACAGTATGAT CAGATACTCA TAGAAATCTG

230 240 250
i i 1

[ HIV Prot

4TGGACATAAA GCTATAGGTA

2?0 2?0

CAGTATTAGT AGGACCTACA CCTGTCAACA

2?0 2?0 3?0

1l HIV Prot

qTAATTGGAAG ABATCTGTTG

ACTCAGATTG GTTGCACTTT AAATTTT
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Nom de Reéaction utilisant RT/ Sens / Tm | Taille Structure nucléotidique
" I'amorce I'amorce protéase | Antisens | °C (Pb)
M3 RT-PCR RT Sens 60 20 5-AGT AGGACCTAC ACCTGT CA-3
Mj4 RT-PCR RT Antisens | 48 21 5CTGTTA GTG CT TGG TTC CTC-3'
RTi8 RT-PCR 2°™ choix RT Sens 68 31 5'-GGA AAC CAA AAA TGA TAG GGG
GAA TTG GAG G-3'
RT21 RT-PCR 2™ choix RT Antisens 59 31 5-CTG TAT TTC TGC TAT TAA GTC TTT
TGA TGG G-3'
A35 Nested PCR et séquence RT Sens 64 35 5-TTG GTT GCA CTT TAAATT TTC CCA
TTA GTCCTATT-3'
NE135 Nested PCR et séquence RT Antisens 63 35 5-CCT ACT AAC TTC TGT ATGTCATTG
ACA GTC CAG CT-3'
RT1 Nested PCR 2™ choix et RT Sens 63 29 5'-CCA AAA GTT AAACAATGG CCATTG
séquence 2°™ choix ACA GA-3'
RT4 Nested PCR 2™ choix et RT Antisens 56 20 5-AGT TCA TAA CCC ATC CAA AG-3'
séquence 2°™ choix
5'protl RT-PCR protéase Sens 60 28 5“TAATTT TTT AGG GAA GAT CTG GCC
TTC C-3'
3'proti RT-PCR protéase | Antisens 58 30 5GCA AAT ACT GGA GTATTG TAT GGA
TTT TCA-3'
S5'prot2 Nested PCR et séquence | protéase Sens 72 28 5'-TCA GAG CAG ACC AGA GCC AAC AGC
CCC A3
3'prot2 Nested PCR et séquence | protéase | Antisens 60 30 5-AAT GCT TTT ATT TTT TCT TCT GTC
AAT GGC-3'

ANNEXE 3 : Caractéristiques des couples d'amorces utilisés pour la RT-PCR, Ia PCR nichée (Nested PCR), et Ia

réaction de séquence en fonction du fragment a amplifier.
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ANRS - AC 11 : GROUPE RESISTANCE

INTERPRITATION DU GENOTYPE : Analogues

nucHosidiques et nuckotidiques

Mutations associfes la resistance

Mutations associes une “rSistance possible™

AZT

T215YF

> 2 mutations parmi : M41L, DB7N, K70R, L210W, K213Q/E
Q151M

Insertion au codon 69

3TC

M184VA
insertion au codon 63

+ Q151M

ddl

L74V

> 2 TAMs dont T215Y/F
Q1514

Insertion au codon 63

+ K65R

ddc (1)

T69DINIS
Q151M
insertion au codon 89

« K6SR

4T

VISMISIAIT

T21SYiF*

Q151M

Insertion au codon 68

«  L210W et au moins 2 parmi’: M41l, D67N, KTOR,
K219G/E

ABC

o ¢ » ole o wle &« @ 26 2is w b @

> 5 mutations parmi’: M41L, K65R, DE7N, K70R, L74V, Y115F,
M1B4VIl, L210W, T215Y/F, 219Q/E

Q151M

s Insertion au codon 63

* 4 ou 5 mutations parmi’s M41L, KE5R, D67N,
K70R, L74V, Y115F, M184V/l, L210W, T215YJF,
218QVE

TOF

« Insertion au ¢odon 63
« 3 TAMs dont M411. ou L210W

« KB65R

(1)': mangue de donntes sur la resistance 1a  ddC si presence de mutations de Rsistance aux analogues nuckbsidiques.
TAMSs = M41L, DE7N, K70R, L210W, T215YIF, K219Q/E

INTERPRETATION DU GENOTYPE : Inhibiteurs non_nucléosidiques de fa RT

Mutations associfes la rfsistance

EFV

L1001

KI101E

K103N

Yi81CH

Y188CIL
GA90A/CIEIQISITIV
P225H

NVP

L1001

K101E

K103

V106A

Y181C/N

Y188C/HIL
G190AICIEIQISITIV

L1001
K101E
K103N
V1064
Y181C
Y188CH.
G190E
P236L

® & s 2 P 0t aln s 0 s 8 e 2ln e e v s e e

INTERPRTATION DU GENOTYPE :

Inhibiteurs de prot ase

; 7
Mutations associres la msistance

" e o hs
Mutations associfes  une risistance possible

DV

. MAQIIL

« VBIAIFISIT

o 184V

» L90M et au moins 2 parmi’: K20M/R, L24], V321, M38&l, 154V,
AT1VIT, GT35/A, VTT71

« LSOM

sav

GA8V
184V
LIoM

-

o VB2A/FIS/T et au moins 2 parmi™d54ViL, ATIVIT, G738,
V7T

NPV

D30N
184V
NBES/D
LI0M

» VB2AJFISIT et au molns 2 parml : M3GI, M4BUL, AT1VIT,
v77i

mv

VB2AFISIT
184V

« L90M et au moins 2 parml’: K20M/R, V321, L33F, M38i,
M4SHL, I54LIV, ATIVIT, VTTT

ABV

150v
» 3 mutations parmi’: L1061, V321, MAGUL, 47V, [54L/MIY,
G738, VB2AIFITIS, 184V, LSOM

o oi% sin o o

Apvinty

LBV

s 50V
« > 5mutations parmi’: L101, V32, M46IIL, 147V, I54LIMIV,
Q73S, VBZAIFIITIS, 84V, LOOM

« 27 mutations parmi’ L10FNRIV, K20M/R, L.241, MABI/L, 150V,
FOIL, I54LITIV, LEIP, ATTHLIVIT, VE2AIFIT, 184V, LSOM

« 6 ou 7 mutations parmi’: L10F/I/RV, K20M/R, L241,
MABUL, 1508V, FS3L, I154LITIV, LE3P, ATIHLVIT,
VB2AJFIT, 184V, LA0OM
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MUTATIONS IN THE PROTEASE GENE ASSOCIATED WITH RESISTANCE TO PROTEASE !NHIBITORS

Protease Inhibitors”

Multi-Protease 1 M } ¥ { L
inhibitor - - -
Resistance L ? kel 2. u *
(accumuiatiog f L ’?I % v M
of mutations) 5 L ;
L VoYL
Indinavie” 110 B DR S
a I e v
v
L Yoy o b
Ritonavir 19 TR N
X k f v -
v
L

Sacuinavir

Netfinavir

i
i L T i

Amprenavir

Lopinayiﬁ
Ritonavir

MUTATIONS
:nsertion

See Foolnote 18
Sae Foolnote 19
|

!
See Footnote 7

Vertcal pink Nes  yinor (ighttace t ; protease onl
nclicate NAMS Wi e P i

Amino Azid, Wild-Type

Amino Acid Position
Major (boldlace type; protease only)

Amino Acid, Substitution

Amino acid abbreviations are: A, slanine:
G cysteine; D aspartate; [, ghrtamate, F
phenylalamne; G, glycie, M. Wisticing,
isoleucine; K, Iwsine L. leucing, M, methion-
ine; N, asparagine; P profive Q ghitaming, R
argining; S, serive: T threoning. V. valing: W

tryptophen. ¥, tyrosine.
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