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Sommaire

Le travail décrit dans ce manuscrit vise a caractériser les voies de résistance aux
inhibiteurs de CCRS5. Lors d’'une premiére étape, nous avons développé un test
phénotypique clonal nous permettant d’'une part d’identifier le tropisme viral et
d’autre part de mesurer la résistance aux inhibiteurs des CCR5. Des virus a
tropisme R5 ou X4 représentant aussi peu que 0,4% d’'un mélange de populations
virales sont détectables par ce test, démontrant ainsi sa sensibilité. De plus, grace
a son approche clonale, cette technique permet de différencier les virus a tropisme

double de populations virales mixtes.

Par la suite, nous avons étudié I'impact des mutations dans les régions variables de
la protéine gp120 de I'enveloppe du virus VIH-1 sur la résistance aux inhibiteurs de
CCRS5. Pour ce faire, nous avons généré des virus résistants par passage des
isolats CC1/85 et BAL, en présence de concentrations sous-inhibitrices de
maraviroc (MVC) et vicriviroc (VCV). Aprés quelques passages du virus CC1/85 en
présence de MVC, certaines sont apparues dans differentes régions de la gp120.
Par la suite, nous avons sélectionné trois mutations dans les domaines variables de
la gp 120, V169M en V2, L317W en V3 et 1408T en V4 pour construire des virus
contenant des mutations simples, doubles et triples afin d’évaluer la contribution
des mutations individuelles ou combinées au phénotype de résistance. Nous avons
déterminé la sensibilité de chaque mutant a MVC et VCV, le pourcentage
d’infectivité et le tropisme viral par rapport au phénotype sauvage. Tous les
mutants ont conservé le tropisme RS et ont montré une diminution d’infectivité par
rapport au contréle. Nos résultats ont montré que les mutants qui portent des

mutations en V4 (1408T) ont eu le plus d'impact sur la susceptibilité au MVC.
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Finalement, nous avons voulu évaluer I'activité antivirale d’'un nouvel inhibiteur de
CCR5, VCH-286 avec d’autres inhibiteurs de CCR5 tels que MVC et VVC ainsi
que ses interactions avec des médicaments représentatifs de différentes classes
d’antirétroviraux ARV employés en clinique pour traiter le HIV/SIDA., afin d’évaluer
si ces médicaments pourraient étre utilisés dans un méme régime thérapeutique.
Nous avons tout d’abord évalué indépendamment l'activité antivirale des trois
inhibiteurs de CCR5 : VCH-286, MVC et VVC. Par la suite nous avons évalué les
interactions de VCH-286 avec MVC et VVC. Finalement nous avons évalué les
interactions de VCH-286 avec d’autres médicaments antirétroviraux. Ces études
ont montré que VCH-286 est un inhibiteur puissant de CCR5 avec une activité
antivirale in vitro de I'ordre du nanomolaire et des interactions médicamenteuses
favorables avec la majorité des ARV tels que les inhibiteurs de transcriptase
inverse, de protéase, d’intégrase, et de fusion employés en clinique pour traiter le
VIH/SIDA et des interactions allant de synergie a I'antagonisme avec les inhibiteurs

de CCRS.

Nos résultats montrent que la plasticité de I'enveloppe virale du VIH-1 a des
répercussions sur la résistance aux inhibiteurs de CCRS, le tropisme et la possible
utilisation de ces molécules en combinaison avec d’autres molécules appartenant a

la méme classe.

Mots-clés: VIH, résistance, inhibiteurs d’entrée, corécepteur CCRS.
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Abstract

The work described in this manuscript aimed to characterize the resistance
pathways to CCRS5 inhibitors. We first developed a phenotypic assay to identify
viral tropism and to measure the resistance to CCRS inhibitors. This assay detects
R5 tropic viruses or X4 when they represent as little as 0.4% in a mixture of viral
populations, demonstrating its robustness and sensitivity. Based on its clonal
approach, this assay can differentiate the truly dual-tropic viruses from mixed viral

populations.

We then studied the impact of mutations in the variable regions of gp120 envelope
protein of HIV-1 virus on resistance to CCRS5 inhibitors. To do this, resistant viruses
were generated by passage of CC1/85 and BAL isolates in the presence of sub-
inhibitory concentrations of maraviroc (MVC) and vicriviroc (VCV). Following some
passages of the CC1/85 virus in the presence of MVC, some mutations were
identified in differents regions of the gp120. We further selected three mutations in
the variable domains of gp120, V169M in V2, L317W in V3 and 1408T in V4 to
construct viruses containing single, double and triple mutations to assess the
contribution of individual or combined mutations in the resistance phenotype to
MVC and VCV. We determined the sensitivity of each mutant to MVC and VCV, the
tropism and the percentage of infectivity compared to wild type. Our results showed
that the sequences that carry mutations in the V4 domain 1408T, had the most

impact on susceptibility to MVC.
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Finally, we aimed to evaluate the antiviral activity of a new CCRS5 inhibitor, VCH-
286 and its interaction with representative drugs from different classes of
antiretroviral (ARVs) such as reverse transcriptase inhibitors, protease inhibitors,
integrase inhibitors and fusion inhibitors used in clinic to treat HIV/AIDS and other
CCRS5 inhibitors such as MVC and VVC to assess whether these drugs could be
used together within the same treatment regimen. To answer this question, we first
evaluated the antiviral activity of the three CCR5 inhibitors: VCH-286, MVC, and
VVC. We then evaluated the interactions of VCH -286 with MVC VVC. We finally

evaluated the interactions of VCH -286 with other ARV drugs

These studies showed that VCH-286 is a potent inhibitor of R5 viruses with antiviral
activity at the nanomolar range and favorable drug interactions with the majority of
ARVs such as reverse transcriptase, protease, integrase and fusion inhibitors
employed clinically to treat HIV/AIDS. The combinations of CCR5 inhibitors have

interactions ranging from synergy to antagonism.

Our results show that the plasticity of the viral envelope of HIV-1 affects resistance to

CCRS5 inhibitors, its tropism and the potential combination of these drugs.

Keywords: HIV, resistance, HIV inhibitors, coreceptor CCR5.
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Introduction



1. Introduction.

11 Les origines du VIH

Le Syndrome de I'lmmunodéficience Acquise (SIDA) a été reconnu comme une nouvelle maladie
en 1981 suite a I'observation d’'une augmentation de cas d’infections opportunistes rares comme
la pneumonie a Pneumocystis carinii ainsi que des cancers comme le sarcome de Kaposi [1]
chez des hommes homosexuels. Le Virus de I'lmmunodéficience Humaine type 1 (VIH-1) a été
identifié par la suite comme 'agent causal du SIDA. Depuis, cette infection est devenue une des
maladies contagieuses les plus dévastatrices de l'histoire [2]. En 1986, un nouveau virus
morphologiquement similaire, mais antigéniquement distinct causant aussi le SIDA a été
découvert en Afrique de I'Ouest. Il a été nommé le Virus de I'lmmunodéficience Humaine de
type 2 (VIH-2) [1]. L'analyse moléculaire du génome de divers types de VIH-1 montre que
certaines séquences de son génome sont similaires aux génomes trouvés dans le virus de
l'immunodéficience simienne (VIS) de chimpanzés (VIS cpz) (pan troglodytes) de I'Afrique de
'Ouest et Centrale. Les séquences du génome du VIH-2 quant a elles, sont similaires aux
séquences du VIS de singes mangabey (VIS sm) (cercocebus atys) de I'Afrique de I'Ouest. Cing
évidences ont été utilisées pour justifier la transmission zoonotique de lentivirus des primates [3-
5], les similarités dans [l'organisation du génome viral, la similitude phylogénétique, la
prédominance dans son héte naturel, 'association géographique et enfin les routes plausibles de

transmission [3, 6, 7] .

Les circonstances de la transmission interespéce des singes a 'homme restent inconnues, mais
les blessures accidentelles provenant des singes domestiqués [1], I'utilisation des grands singes

pour la pratique de rites, la déforestation suivant I'expansion de l'industrie forestiére et miniére

2



en Afrique Centrale, la commercialisation de la viande de brousse sont autant de facteurs
considérés [8]. L’hypothése plus probable est I'exposition de 'homme a des animaux infectés via
le contact avec le sang, des tissus ou des sécrétions infectées pendant la chasse ou la

préparation de viande [1, 9].

Des données phylogénétiques associent le groupe P au VIS gor (gorilles) et le goupe O au VIS
cpz ou le VIS gor. Les types M et N ont un réservoir commun soit le VIS cpz pan

troglodytes. [1]. Pour ces groupes, les premiers évenements de transmission semblent avoir eu
lieu dans le sud du Cameroun ou des réservoirs de virus ont été identifiés [4, 10]. Pour les types
O et P, l'origine de la transmission interespéce n’est pas encore identifiée, mais le fait que ces
deux virus soient liés plus étroitement au VIS cpz pan troglodytes troglodytes qu’au VIS cpz pan
troglodytes schweinfurthii suggére que les deux groupes sont originaires de la partie ouest de

I'’Afrique centrale, ceci étant cohérent avec leur distribution actuelle [1].

Des analyses phylogénétiques et statistiques suggérent que I'ancétre commun du groupe M du
VIH-1 est apparu entre 1910 et 1930. L’épidémie du VIH-1 aurait donc débuté a I'époque
coloniale et se serait propagée a bas bruit pendant 50 a 70 ans avant d’étre identifiee [11].
L’analyse génétique des échantillons de sang et de tissus infectés recueillis par des habitants de
Kinshasa en 1959 et 1960, alors appelée Léopoldville, a révélé que le VIH-1 était déja diversifié
en différents sous-types dés cette époque. Il a été également possible de retracer les voies de
migration de certains sous-types du groupe M du VIH-1 et de certaines formes circulantes

recombinantes (CRF) [1].



1.2 La pandémie de SIDA.

Le rapport du programme de 'ONUSIDA (Programme des Nations Unies sur le VIH et le SIDA)
de 2013 révéle que 35,000,000 de personnes vivaient avec le VIH dans le monde a la fin de
2013 (Figure 1). Le nombre de personnes nouvellement infectées est a la baisse au niveau
mondial. En effet, en 2012, environ 2,300,000 personnes ont été infectées par le VIH, ce qui est
inférieur de 33 % par rapport au taux de 2001. L’Afrique subsaharienne reste toutefois la région
la plus touchée, avec prés d’un adulte sur 20 (4,7 %) vivant avec le VIH, ce qui représente 69 %

du total mondial du nombre d’infections [12].

En 2013, 240,000 enfants ont été infectés par le VIH. Cela représente une baisse de 35 %
depuis 2009. Les services de prévention destinés aux femmes enceintes vivant avec le VIH
varient d’'une région a l'autre. L’humanité s’est engagée dans un effort historique pour mettre fin
aux nouvelles infections par le VIH chez les enfants et pour réduire le nombre de femmes qui
meurent de causes liées a la grossesse d’ici 2015 [12]. En 2011, plus de personnes ont
commencé une thérapie antirétrovirale que dans toutes les années précédentes; ainsi le nombre
de personnes vivant avec le VIH (PVVIH) et recevant un traitement est en hausse de 21 % par
rapport a 2010 [13]. Finalement 1,500,000 personnes sont décédées de causes liées au SIDA en

2013, ce qui représente une baisse de 35 % par rapport a 2005 [12, 13].



Figure 1. Prévalence mondiale du VIH en 2013.
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en rouge.

Le nombre de PVVIH au Canada continue d’augmenter, on estimait ce nombre a 64,000 en 2008
et a 76,275 en 2011 (12,4 % d’augmentation). Le nombre de nouvelles infections en 2012 a été
estimé a 2,062 ce qui répresente une dimunution de 7,8% par rapport a 2011 (2,237). Comme
pour les années précédentes, c’est 'Ontario qui comptait le nombre de cas le plus élevé (843),
suivi par le Québec (450), de I'Alberta (239), la Colombie-Britannique (238), et le Saskatchewan
(184). Le Saskatchewan est une province relativement peu peuplée, mais celle-ci a connu une
augmentation significative du nombre de cas de VIH attribués a [l'utilisation de drogues par

injection principalement chez les populations



Autochtones. En réponse a cette situation, le ministére de la Santé du Saskatchewan a lancé

des stratégies d’intervention pour tenter d’enrayer ce phénomeéne [14, 15].

1.3 Le virus du VIH

1.3.1. Les types et diversités du VIH

Il existe deux types de VIH: le VIH-1 et le VIH-2; ce dernier est moins virulent, moins
transmissible et limité géographiquement a I’Afrique de I'Ouest. On observe une quasi-absence

de transmission verticale pour le VIH-2 [8, 16].

Le VIH-1 est le type le plus commun et le plus largement distribué. Il est responsable de la
plupart des infections dans le monde [17]. Sa variabilité génétique est générée par I'absence de
mécanismes de réparation des erreurs de la transcriptase inverse (Tl), la réplication rapide du
VIH-1 in vivo, les pressions sélectives du systeme immunitaire et la recombinaison lors de la
réplication virale [18, 19]. En fonction de sa variabilité génétique, le VIH-1 est divisé en quatre
groupes : M (« majeur »), O (« outlier »), N (« non-M, non-O »). En 2009, un isolat humain
étroitement lié au virus de I'immunodéficience simienne des gorilles (VIS gor) a été isolé et
attribué a un nouveau groupe, le groupe P [20]. La grande majorité (plus de 90 %) des souches
de VIH-1 responsables de la pandémie mondiale de SIDA appartiennent au groupe M, qui a
évolué chez les humains pour former au moins neuf sous-types génétiques, appelés clades et
désignés par les lettres A, B, C, D, F, G, H, J et K. Les sous-types A et F sont aussi divisés en

sous sous-types, désignés par des chiffres (A1, A2, A3, A4, F1 et F2) [16, 20, 21].

Les progrés dans le séquencage du génome complet du VIH ont conduit a I'identification de

formes recombinantes (CRFs) et de formes recombinantes uniques (URFs). Celles-ci sont
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le résultat d’'une recombinaison entre différents sous-types au sein d’une personne surinfectée
et dont les formes recombinantes sont ensuite transmises a d’autres personnes. Les
descendants recombinants sont classés comme des formes recombinantes circulantes si elles
ont été identifiées au moins chez trois individus qui ne partagent pas de lien épidémiologique
direct; autrement, il s’agit plutét d’'une forme recombinante unique. Actuellement, 51 CFR sont

décrites, les plus fréquentes étant CRF02_AG et CRFO1_AE [20, 22] .

Des études d’épidémiologie moléculaire décrivent le modéle de distribution géographique des
groupes et des sous-types du VIH-1 (Figure 2). Dans le groupe M, le sous-type C est
principalement rencontré en Afrique orientale et Centrale, en Asie Centrale et Europe de I'Est. Il
est le sous-type plus répandu au monde, responsable de 48 % de toutes les infections [23]. Le
sous-type A, commun dans l'est et le centre de I'Afrique, en Asie Centrale et I'Europe de I'Est,
représente 12 % des infections. Le sous-type B est le sous-type le plus répandu dans les pays
industrialisés (Amérique du Nord, Europe, Asie et Australie). Il est responsable de 11 % des
infections. Le sous-type D quant a lui, est limité a I'Afrique de I'Est et centrale et représente
seulement 2 % des infections. Le sous-type F a été décrit en Afrique Centrale, en Amérique du
Sud et en Europe de I'Est, alors que le G a été observé en Afrique Occidentale, en Afrique de
'Est ainsi qu’en Europe Centrale. Le sous-type H s’observe en Afrique Centrale, le J en
Amérique Centrale et le K en République Démocratique du Congo et au Cameroun. Finalement,
les groupes O, N et P sont observés au Cameroun et d’autres pays proches. Le CRF02_AG est
responsable de 8 % des infections. Il est tres répandu en Afrique Occidentale; le CRF01_AE
prédomine dans le Sud-Est de ['Asie, et représente 5 % des infections. CRF0O7_BC et

CRF08_BC sont répandus en Chine [16, 24].



Figure 2. Distribution mondiale du VIH-1.
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Reproduit avec permission [25].

1.3.2 Généralités et structure du VIH-1.

Le virus du VIH fait partie de la famille des retroviridae, de la sous-famille lentivirinae et du genre
lentivirus. La famille des retroviridae regroupe des virus définis par la présence d’'un génome a
ARN lequel est rétrotranscrit en ADN grace a I'enzyme transcriptase inverse, pour ensuite
s’intégrer dans le génome de la cellule hbte. Cette famille est aussi divisée en trois sous-familles
sur la base des criteres de pathogénicité, les Oncovirinae (Oncovirus), les Spumavirinae
(Spumavirus) et les Lentivirinae (Lentivirus). Les lentivirus sont des virus cytopathiques

responsables de maladies a évolution lente. [26-28].



La structure du VIH-1 est typique de la famille retroviridae. Le virion mature est de forme

sphérique entouré d’'une bicouche lipidique externe, dont la taille est d’environ de 120-

200 nm de diamétre [29, 30] (Figure 3). La bicouche lipidique est parsemée de triméres de
protéine d’enveloppe (Env) et contient également plusieurs protéines membranaires provenant
de la cellule hote, comme les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité | et Il, [31] et

les protéines CD40L [32], ICAM-1[33], CD80 (B7.1), CD86 (B7.2) [34] et CD 45 [35]

La capside ou core est de forme conique et renferme: deux molécules d’ARN génomique
monocaténaire identiques d’environ 10 KB de polarité positive, entourées par la nucléocapside
(NC) et les enzymes virales telles que la protéase (PR), la transcriptase inverse (RT) et

l'intégrase (IN) [36].



Figure 3. Structure du VIH-1.
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janvier 2013.

10



1.3.3 Organisation du génome du VIH-1

Le génome du VIH-1 a une longueur de 9200 pb (paires de bases), et code pour toutes les
protéines structurelles et non structurelles communes & tous les rétrovirus (Figure 4). A I'intérieur
des I'extrémités 5' et 3' du génome se trouvent les trois génes, gag (de I'anglais group-specific
antigen), pol (polymérase), et env (enveloppe). Il existe aussi des génes accessoires ou
supplémentaires (vif, vpr, vpu, rev, tat et nef) qui codent pour des protéines qui participent a la
régulation du cycle viral du VIH et qui ont un réle a jouer dans le pouvoir infectieux des virions.
Le génome est encadré par deux séquences non codantes, les LTR de I'anglais long terminal
repeat [37]. Ce sont des séquences promotrices répétées d’environ 640 pb de longueur et sont
composeées de trois régions : U3 (pour extrémité unique 3'), R (pour répété) et U5 (pour extrémité
unique 5'). Les LTR 5’ dirigent la transcription virale, puisqu’ils comprennent le promoteur tandis
que les 3’ LTR sont nécessaires a une polyadénylation efficace [37]. lls contiennent plusieurs
sites actifs reconnus par la protéine virale Tat et divers facteurs de transcription cellulaires [38].
Citons par exemple, le facteur de transcription NF-kB, le facteur activateur des lymphocytes
(LEF-1), ou encore le facteur nucléaire des lymphocytes T activés (NF-AT) qui modulent la

transcription du VIH-1 [39].
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Figure 4. Structure du génome du VIH-1.
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Schéma du génome du VIH-1. Réproduit avec permission de [40]

Le géne gag code pour le précurseur polyprotéique Pr65Gag dont le nom est basé sur son poids
moléculaire [37, 41]. Le clivage de ce précurseur génére les protéines structurales incluant la
capside (p24), la matrice (p17), et la nucléocapside ou core (p6,p7) [42]. Le géne pol code pour
la polyprotéine Gag-Pol [43], précurseure des enzymes virales : transcriptase inverse (TI),
intégrase (IN) et protéase (PR). Enfin le gene env code pour les glycoprotéines d’enveloppe

gp 120 et gp 41 [42].

1.3.4. Les glycoprotéines d’enveloppe.

1.3.4.1. Synthése et maturation des glycoprotéines de I’enveloppe.

Les glycoprotéines d’enveloppe (Env) sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique
rugueux (RER) d’abord en un précurseur unique nommeé gp160 [44]. La gp160 est ensuite clivée
par des protéases cellulaires de type furine. Ce clivage donne naissance a la sous-unité de
surface (SU) gp120 et a la sous-unité transmembranaire (TM) gp41 qui restent associées par

des interactions non covalentes en un trimére [45]. La gp160 subit un processus de maturation
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en s’insérant dans la lumieére du RE pour former un oligomére [46, 47]; elle est ensuite
transportée vers I'appareil de Golgi ou elle sera clivée par une protéase cellulaire et générera les
deux glycoprotéines d’enveloppe matures, la gp120 et la gp41. Les complexes gp120/gp41 sont
transportés a travers les voies de sécrétion de la membrane plasmique et sont incorporés dans
les particules virales. Dans la membrane plasmique, la plupart des complexes sont endocytosés
dans des endosomes précoces et vont devenir matures dans des endosomes tardifs. Certaines

protéines d’Env sont recyclées a la membrane par les endosomes de recyclage [48-53].

1.3.4.2 Structure de la glycoprotéine gp120

La gp120 est une glycoprotéine d’environ 500 aa (acides aminés) pour un poids moléculaire de
120 kD. Elle est fortement glycosylée, les hydrates de carbone représentent environ 40 % a
50 % de son poids moléculaire [54]. Elle est composée de cinqg domaines conservés (C1-C5) et
cing domaines variables (V1-V5) (Figure 5). Les domaines conservés forment la base de la
gp120, tandis que les domaines variables sont situés prés de la surface de la molécule. Les
régions V1-V4 forment des «boucles» qui sont liées au niveau de sa base par des ponts
disulfures [54, 55] qui masquent les sites de liaison du récepteur CD4 et des
corécepteurs CXCR4 ou CCR5. Les domaines conservés contribuent au core de la gp120 et
forment des structures discontinues importantes dans les interactions avec I'ectodomaine de
gp41 et les récepteurs viraux a la surface cellulaire. Les domaines variables ainsi que de
nombreux sites de N-glycosylation sont situés prés de la surface de la molécule. Cette
glycoprotéine est responsable de l'attachement au récepteur CD4 et de linteraction avec les

corécepteurs CCR5 ou CXCR4 sur la cellule cible [56].
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Figure 5. Représentation schématique de la glycoprotéine de surface gp120
du VIH-1

QBG
S'}p‘.

B

(N)
.")
{3
(G) 380

‘i,v",l -

170 _
Y, 1) &)
Q

A)

ASAOROC
Cil S 90 CXP)

A

o £

D RGRGAINE (IN(ET .-.,,,h".’

Nature Reviews | Immunology

Schéma de la gp 120. Les régions conservées (C1-C5) et les boucles variables (V1V5). Reproduit avec permission [57]
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La complexité de la gp120 rend la protéine difficile a cristalliser dans son intégralité, mais
plusieurs structures ont été résolues sous forme de complexes CD4-gp120 ou CD4-gp120-
anticorps au cours des dernieres années. La premiére structure cristalline de la protéine gp120
du virus HXB2 a été réalisée en utilisant une forme tronquée de gp120 manquant les boucles V1,
V2 et V3, en complexe avec les domaines D1 et D2 de la molécule CD4, ainsi que la région Fab
de I'anticorps 17 b [58]. En 2000, la structure de I'enveloppe du virus YU2 a été déterminée [59]
et en 2005 I'enveloppe du VIH-1 dans un complexe avec la molécule CD4 et un anticorps

neutralisant ont permis d’élucider la structure de la boucle V3 [60].

Finalement en comparant toutes les structures cristallographiques [58, 60-62] ainsi que des
données thermodynamiques [63, 64], il a été possible d’élucider les changements de structure
de la gp120 du HIV-1 [58]. De cette structure il a été déduit que dans son état natif, non lié a la
molécule CD4, la gp120 contient deux régions distinctes : un domaine interne qui est impliqué
dans les interactions avec gp41 et la formation des spicules d’enveloppe trimériques et un
domaine externe fortement glycosylé qui forme une grande partie de la surface des spicules.
Cette structure est trés flexible et les boucles V1/V2 et V3 sont orientées en direction opposée
(Figure 6 A) [65]. La liaison du récepteur CD4 a la gp120 induit des changements
conformationnels qui conduisent a la formation du feuillet de liaison ou « bridging sheet » [58]. Il
se compose de deux paires de feuillets B antiparalléles (32-83 and $20-$21), formés a partir de
la région conservée (C4) de la gp120 et de la tige des boucles V1/V2. Il lie les domaines interne
et externe et avec la boucle V3, joue un réle majeur dans l'interaction avec les corécepteurs [65,
66]. Le domaine interne, dans son extrémité proximale contient deux hélices et cing brins B qui
participent a I'association avec la gp41 [67, 68]. De son extremité distale émane la tige V1/V2.

Elle est formée par les régions C1 et C5 et les boucles V1/V2 et est dépourvue de glycans [58,



66]. Elle est proche des points de contact avec la gp41 et des extrémités N et C-terminales de la
gp120. Le domaine externe est composé d’'un feuillet a six segments encadrant une hélice et
d’un feuillet a sept segments. Son extrémité proximale comprend aussi les boucles variables V4

et V5 [58].

Dans la structure cristallographique de la gp120 contenant la boucle V3 liée a la molécule CD4,
la boucle V3 s’eloigne et se projette en direction de la membrane cellulaire (Figure 6 B) [60]. La
structure d’'une variante de la gp120 du VIH-1 avec des extrémités intactes liées au CD4 soluble
et un fragment d’anticorps neutralisant [69] révéle que les parties N- et C-terminales de la gp120
se projettent du domaine interne vers la membrane virale, probablement en contactant
'ectodomaine de la gp41. Le site de fixation aux corécepteurs est formé et réorienté vers la
membrane cellulaire pour faciliter I'interaction avec les corécepteurs CXCR4 ou CCR5 [97]. Le
domaine externe est largement couvert par des glycans et se trouve exposé a c6té du domaine

interne [69].

16



Figure 6. Représentation de la structure tridimensionnelle de la gp120 du
VIH-1.
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Figure A. Le domaine interne (inner) est présenté en rouge, le domaine externe (outer) en jaune et le feuillet de liaison (bridging
sheet) en bleu. Reproduit avec permission [70]. Figure B. Le modéle de CCR/85 a été généré en utilisant le serveur de
modélisation par homologie automatisée Swiss Model [71-73] accessible a I'adresse : http://swissmodel.expasy.org/ et le
programme Pymol [74], basé sur la structure cristalline de la souche JR-FL du HIV-1 contenant la troisi€me région variable

complexée avec la molécule CD4 et I'anticorps X5 [60]. APB 2b4cG a été utilisé comme matrice.
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Les structures moléculaires quaternaires de I'Env et les changements conformationels qui
dérivent des liaisons avec le récepteur CD4 d’une part et de nombreux anticorps monoclonaux
d’autre part ont été analysés par tomographie cryoélectronique. Ces études ont identifié trois
conformations quaternaires distinctes de I'Env trimérique (Figure 7). Une conformation
« fermée », définie par le positionnement des boucles V1/V2 a proximité de la pointe (sommet)
des spicules viraux est observée lorsque I'Env trimérique est non liée ou quand elle est liée a
des anticorps neutralisants (VRC01, VRC02 et VRCO03) dirigés contre le site de liaison avec le
récepteur CD4 [75, 76]. Une deuxiéme conformation définie comme « partiellement ouverte » est
observée lorsque 'Env est liée a I'anticorps b12 dirigé contre le site de liaison avec le récepteur
CD4. Elle se caractérise par un léger déplacement vers I'extérieur et de la rotation des
monomeéres de la gp120 par rapport a I'axe central de la pointe [75]. Enfin, une troisiéme
conformation définie comme « complétement ouverte » de P'Env quaternaire comprenant
d’importants réarrangements de gp120 et gp41 est observée apres la liaison avec la

molécule CD4 soluble et I'anticorps 17 b [75-78].
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Figure 7. Représentation schématique des changements conformationels
dans la structure trimérique de I’Env.
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Dans la conformation fermée, la gp120 est représentée non liée (A) et liée & I'anticorps VRCO1 (B). Pour la conformation
partiellement ouverte, elle est représentée liée aux anticorps B12 (C) et A12 (D). Finalement dans sa conformation complétement
ouverte elle est représentée liée a la molécule CD4 soluble (E) et a I'anticorps 17 b (F). La gp120 est représentée en rouge, la

gp41 en bleu et le site de liaison a CD4 en jaune. Adapté et Imprimé avec la permission de [45].
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1.3.4.3 Structure de la glycoprotéine gp41

La glycoprotéine gp41 est une protéine de fusion virale de classe |. Les protéines de cette classe
subissent un clivage post-traductionnel qui donne naissance a un peptide de fusion dans la
partie amino-terminale. Des changements conformationels forment alors une structure
transitionnelle en forme de long faisceau ou encore en forme intermédiaire d’hélices torsadées.
Aprés ce réarrangement, il y a formation d’'un complexe a six hélices (six-helix bundle) dans
lequel le peptide de fusion et le domaine transmembranaire se trouvent localisés a la méme

extrémité et sont tous deux ancrés dans la membrane cellulaire issue de la fusion [79].

La gp41 est une protéine transmembranaire complexe de 345 aa, sa masse moléculaire est de
41 kDa, elle correspond a la séquence 512-862 du gene env basée sur la numérotation de la
souche de référence HXB2 (Figure 8). Elle est composée de trois domaines bien définis, la
région extracellulaire, appelée aussi ectodomaine, le domaine transmembranaire (TM) ainsi

gu’une longue queue cytoplasmique (CT) [52].

L’ectodomaine est composé d’une région hydrophobe N-terminale, le peptide de fusion (PF), une
région polaire et deux régions de répétition d’heptapeptides contigus HR1 (N-terminal ou NHR)
et HR2 (C-terminal ou CHR). Ces deux régions constituent la structure complexe a six hélices
torsadées (coiled coils) située au milieu de I'ectodomaine HR1 et comporte I'hélice N36
responsable de la trimérisation de la protéine d’Env. Dans la structure complexe a six hélices de
la gp41, chaque hélice C34 de la région HR2 se positionne de fagon antiparalléle dans les sillons
formés par les deux hélices N36 de la région HR1 (Figure 8) [56]. Ces régions sont impliquées

dans la fusion des membranes virales et cellulaires et seront décrites dans la section sur I'entrée
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du VIH-1. Une boucle hydrophile, connue aussi comme la boucle de connexion ou boucle
immunodominante, formée par un pont disulfure relie les deux régions de répétition
d’heptapeptides, une région riche en Trp connue sous le nom MPER (région externe membrane
proximale), un domaine transmembranaire, ainsi que la queue cytoplasmique. Immédiatement
aprés les régions de répétition d’heptapeptide HR1 et HR2 se trouve le peptide de fusion (PF)

[80].

Le PF correspond aux 15 premiers aa de la gp 41. Il est riche en résidus glycine et résidus
hydrophobes, et s’ancre dans la membrane cellulaire suivant I'activation des corécepteurs [81]. Il
est supposé que dans I'état non fusogéne de la gp41, le PF est enterré dans le complexe
quaternaire gp120/gp41 et est exposé uniquement de fagon transitoire pour les interactions avec
la membrane de la cellule héte aprés la liaison de la gp120 au récepteur CD4. L’'implication du
FP dans le déclenchement de la fusion de la membrane virale et de la membrane cellulaire a été
confirmée par des études de mutagéneése [82-84]. Il a été proposé que le FP provoque la
déstabilisation de la membrane par insertion oblique dans la membrane cellulaire, ce qui
entraine la fusion des membranes [85]. La région externe de la membrane proximale ou MPER
est exceptionnellement riche en résidus tryptophane; elle présente une conformation a
hélicoidale et est composée de résidus hydrophobes hautement conservés. Cette région
participe activement au regroupement de la gp41 et a la déstabilisation de I'architecture de la
bicouche lipidique. Récemment, il a été démontré que le motif LWYIK hautement conservé agit
comme un déterminant structurel dans la modulation des événements post-fusion. Le cholestérol
de la membrane plasmique ainsi que des microdomaines de radeaux lipidiques sont essentiels

pour I'entrée du VIH dans les macrophages [86] et les lymphocytes [87].
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Figure 8 Schéma de la gp41 du VIH-1.
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Schéma de la structure de la gp 41. Les aa hydrophobes sont indiqués par des cercles gris, les aa chargés par des cercles

blancs et les aa neutres par des cercles blancs a cercle noir. Les sites potentiels de glycosylation sont représentés par des traits
noirs ramifiés. Reproduit avec permission [57].
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Le domaine TM est I'une des régions les plus conservées de la séquence gp41 parmi les isolats
du VIH-1. |l est responsable de I'ancrage de I'Env dans la bicouche lipidique [52, 85]. Le
domaine cytoplasmique CT est exceptionnellement long (150 aa) pour une protéine
transmembranaire.ll est impliqué dans l'incorporation de I'Env dans le virus [88]. D’autres
fonctions, comme l'interaction avec la protéine de matrice virale et des interactions avec d’autres
protéines ont été décrites [85, 89, 90]. L’insertion du FP dans la membrane cellulaire conduit a la
formation d’une structure en super hélice (coiled coil). Ce processus provoque la dissociation de
la gp41 et de la gp120 puis la formation du complexe a six hélices (six-helix bundle), lequel est

nécessaire pour la fusion de I'enveloppe virale et la membrane plasmique [85].
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Figure 9. Structure du complexe des hélices N36 et C34 de gp 41.

A et B. Les hélices o du trimére central sont indiquées en bleu (HR1) et les hélices o de la région HR-2, sont indiquées en violet.
Reproduit avec permission [80]. C et D. Structure du complexe N36 et C34 du virus CC1/85. Les hélices a du trimere central sont
indiquées en bleu foncé, vert et orange (HR1) et les hélices a de la région HR-2, sont indiquées en rouge, bleu ciel et jaune. Vue
d’en haut A et C et vue de cété C et D. Le modele de CCR/85 a été généré grace au serveur de modélisation par homologie
automatisée Swiss Model [71-73] accessible a I'adresse : http://swissmodel.expasy.org/ et le programme Pymol [74], APB 2b4cG

a été utilisé comme matrice

1.4 L’entrée du VIH

La premiéere étape de I'entrée du virus nécessite I'attachement des particules virales a la surface
des cellules cibles. Plusieurs molécules peuvent étre impliquées selon les populations
cellulaires. Par exemple les protéoglycans héparans sulfates [91], les récepteurs des mannoses
sont présents sur les macrophages [92], et les récepteurs dendritic cell-specific intercellular
adhésion molécule grabbing non-integrin (DC-SIGN) sont présents sur les cellules dendritiques
et peuvent interagir avec des carbohydrates et des résidus sucrés riches en mannose de la

gp120 virale [93]. Le galactosyl ceramide (GalCer) est un glycosphingolipide présent a la surface
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apicale des cellules épithéliales et interagit avec la gp120 et la gp41[94]. Enfin l'intégrine a4p7
est utilisée dans le cas des lymphocytes T CD4 mémoires [93]. L’attachement peut aussi avoir
lieu grace a des interactions indépendantes de la gp120. Par exemple la molécule d’adhésion
intercellulaire ICAM-1 est une molécule qui est incorporée dans I'enveloppe et peut interagir
avec son ligand naturel LFA-1 sur la surface des cellules cibles, principalement les
lymphocytes T CD4 mémoires [95]. Le complexe VIH-1-anticorps anti-VIH peut aussi interagir
avec certaines molécules membranaires comme les récepteurs pour la portion Fc des
immunoglobulines (les RFcy), particuliérement le RFcylll présent sur la surface des cellules
épithéliales, des monocytes et des macrophages [96]. L’interaction avec les récepteurs du
complément des cellules cibles comme les macrophages avec des virus opsonisés par des

fragments du complément a été aussi proposée comme mécanisme d’entrée [96, 97],

La deuxieme étape de I'entrée du virus est la liaison de la gp120 de I'enveloppe virale a son
récepteur primaire CD4 sur la surface des macrophages ou des lymphocytes T [ 28] (Figure 10
A). La liaison initiale de la gp120 au CD4 se produit avec une haute affinité et déclenche un
changement de conformation de la gp120. Ces changements exposent les éléments structurels

pour engager I'un des deux récepteurs de chimiokines, le CCR5 ou le CXCR4 (Figure 10 B) [29].

La liaison aux corécepteurs permet la formation d’'un trimére de gp 41 ou chaque monomeére
expose son PF pour I'insérer dans la membrane de la cellule cible ce qui permet d’obtenir une
structure étendue. Le faisceau de six hélices est formé par la liaison antiparallele des
hélices C34 de la région HR2 et des hélices N36 de la région HR1 (Figure 10C-D) [98, 99]. Ceci
favorise la juxtaposition des membranes cellulaires et virales résultant en une structure

25



énergétiquement stable qui facilite la fusion entre les deux membranes (Figure 10E). La
formation de cette structure thermostable rapproche les membranes virales et cellulaires et

conduit a leur fusion [98].
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Figure 10. Entrée du VIH-1

A

Adapté de [30] avec la permission de Nature. Liaison de la glycoprotéine d’enveloppe virale gp120 au récepteur CD4 (A). Aprés
la fixation, un changement de conformation se produit dans la gp120, permettant son association avec des corécepteurs
cellulaires chimiokines CCR5 et/ou CXCR4 (B). Un autre changement de conformation, cette fois dans la glycoprotéine
d’enveloppe virale gp41 lui permet alors d’insérer son extrémité N-terminale hydrophobe, le peptide de fusion, dans la membrane
de la cellule héte(C) . En 'absence d’un inhibiteur de fusion, le domaine HR2 hélicoidal se replie sur lui-méme et s’associe a la
deuxieme structure hélicoidale, le domaine HR1 (D.). Ce processus conduit a la fusion des membranes cellulaires et virales et,

par conséquent a l'infection de la cellule cible (E).
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1.4.1 Les interactions de CD4 avec la glycoprotéine gp120

La molécule CD4 est une glycoprotéine de surface exprimée sur les lymphocytes T CD4+, les
cellules régulatrices T, les monocytes, les macrophages ainsi que sur certaines cellules
dendritiques. Elle est composée de trois régions: la région extracellulaire, la région
transmembranaire et la queue cytoplasmique. La région extracellulaire est composée de 4
domaines nommés de D1 a D4. Le domaine D1 est constitué de trois sous domaines, CDR1,
CDR2 et CDR3. La phénylalanine en position 43 (Phe43), I'arginine 59 (Arg59) ainsi que
d’autres résidus de charge positive de CDR2 sont essentiels a la liaison du récepteur CD4 avec
la gp120. Le récepteur CD4 stabilise la liaison du complexe majeur d’histocompatibilité de
classe Il (CMHII) par son attachement au domaine B2 du CMH Il. [58, 100, 101]. Une liaison
entre la molécule CD4 et la protéine gp120 se crée au niveau de la boucle de liaison du CD4 ou
“CD4 binding loop” située dans une dépression formée a l'interface des domaines externe et
interne avec le “feuillet de liaison® ou “bridging sheet” de la gp120 qui se forme de fagon stable
apres la liaison avec la molécule CD4 [58, 102]. La liaison de CD4 initie une séquence de
réarrangements structuraux dans I'Env qui révéle le site de liaison aux corécepteurs (Figure 10
B). Dans un premier temps la liaison de CD4 induit le mouvement de la tige V1/V2 de I'axe
central de symétrie en direction de la face latérale du trimére. Cela conduit & un réarrangement
de la boucle V3 et conséquemment a I'exposition d'une partie du site de liaison aux
corecepteurs. Par ailleurs, le dépassement de la tige de V3 vers I'extrémité distale du trimére
permet le rapprochement la membrane virale a la membrane de la cellule cible. Dans un
second temps, le feuillet de liaison est formé en amenant ensemble quatre feuillets B
antiparalléles, deux provenant du domaine interne et deux du domaine externe de la gp120.

Pour finir, le CD4 induit un mouvement de la gp120 pour provoquer une rotation vers I'extérieur
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de chaque monomeére gp120 ce qui révéle partiellement la tige de la gp41 [103]. Un modéle
récent suggére que les interactions CD4-gp120 font en sorte que la molécule CD4 se replie
comme une charniére entre ses deuxiéme et troisieme domaines de type immunoglobuline. Ce
repli rapproche grandement les membranes virales et cellulaires et contribue a limiter
d’avantage l'exposition du site de liaison des corécepteurs aux anticorps [75]. Tous ces

réarrangements conduisent a I'accessibilité du site de liaison aux corécepteurs [103].

1.4.2 Les interactions de la gp120 avec les corécepteurs

Bien que le VIH-1 puisse utiliser plusieurs récepteurs pour I'entrée cellulaire dans des modeles in
vitro, seulement deux récepteurs de chimiokines sont importants pour l'entrée in vivo: le
récepteur CXCR4 (initialement désigné fusine) et le récepteur CCR5. Ce sont tous deux des
récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés a la protéine G. Chacun dispose d’'une
extrémité N-terminale extracellulaire, trois boucles extracellulaires (LCE), trois boucles
intracellulaires et une queue cytoplasmique C-terminale [103]. Ces structures seront décrites

plus en détail dans le chapitre suivant.

Comme décrit au paragraphe précédent, I'exposition des sites de liaison aux corécepteurs
commence avec la liaison du CD4 et l'induction d'un mouvement des boucles V1/V2 pour
exposer la boucle V3. La boucle V3 est fortement glycosilée et hypervariable, mais posséde un
motif conservé Glycine-Proline-Glycine a son sommet. Elle est constituée en moyenne de 35 aa
(Figure 11 A) et sa composition varie selon les isolats viraux. Sa structure peut étre subdivisée
en trois régions: une base conserveée qui fait partie du domaine externe, une tige flexible qui
s’étend loin du reste de la protéine et une couronne dont le sommet (apex) est en forme
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d’épingle a cheveux (Figure 11 B). Elle forme une boucle grace a un pont disulfure entre les

cystéines aux positions 296 et 331.

Figure 11. Structure de la boucle V3

A. Séquence consensus des aa de la boucle V3. B. Structure tertiaire de la boucle V3 montrant ses trois régions structurelles, la
base (base), la tige (steam) et couronne donc I'apex (tip) est en forme d’épingle a cheveux . Reproduit avec permission [60].

Un modeéle d’interaction de la glycoprotéine gp120 avec le corécepteur CCR5 a été proposé
grace au cceur de la structure spatiale de la gp120 comprenant la boucle V3 liée a la
molécule CD4 ainsi qu’a I'anticorps neutralisant X5 (dont le réle est de relier I'épitope CD4i (CD4
induit). L’apex de la boucle V3 est dirigé vers la membrane de la cellule cible , il dépasse de 30 A
la base de la gp120 permettant a la boucle V3 d’agir comme un « crochet moléculaire » et de lier
la partie ECL2 de CCRS5 ainsi que les régions conservées du feuillet de liaison (bridging sheet.
La tige et la base de V3 vont interagir avec les tyrosines sulfatées de la partie N-terminale de
CCR5 (Figure 12 A) [60]. L’extrémité N-terminale de CCR5 comporte quatre résidus
sulfotyrosines aux positions 3, 10, 14, et 15; le résidu en position 15 étant le seul indispensable.
Cette extrémité comprend aussi des résidus acides qui facilitent la liaison aux sites de I'Env
chargés négativement (Figure 12 B-C) [103].
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Figure 12. Modéle d’interaction de la boucle V3 avec le corécepteur CCR5
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L’apex de la boucle V3 est lié la partie ECL2 de CCRS5 ainsi que les régions conservées du feuillet de liaison (bridging sheet).
La tige et la base de V3 vont interagir avec les tyrosines sulfatées de la partie N-terminale de CCR5. Reproduit avec
permission [60]. B. Les interactions de la boucle V3 de la gp120 (sa) avec la partie N terminale du corécepteur CCRS5 (violet)
C. Détail de ces interactions; un code couleur est indiqué, en saumon, les atomes de carbone; en rouge, les atomes d'oxygene;

en bleu foncé, les atomes d'azote et en orange, les ponts disulfures. Reproduit avec permission [104].
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1.4.3 Différents mécanismes d’entrée du VIH dans la cellule

1.4.3.1 Entrée du VIH par endocytose

Le phénoméne d’endocytose est caractérisé par I'internalisation des molécules de la surface de
la cellule vers des compartiments intracellulaires. Elle peut s’effectuer grace a plusieurs
mécanismes : la phagocytose, la pinocytose et 'endocytose médiée par récepteurs. Ces voies
different au niveau de plusieurs propriétés telles que la taille vésiculaire et les mécanismes de

régulation [105].

La phagocytose est un mécanisme qui permet I'ingestion de particules solides de diametre
supérieur ou égal a 5 um, telles que des bactéries, des parasites, des champignons, des corps
étrangers, des cellules tumorales ou encore des corps apoptotiques a éliminer de I'organisme.
Ce moyen de défense de notre systeme immunitaire est non spécifique. La phagocytose
implique la reconnaissance et la liaison des particules par des récepteurs comme le récepteur
aux fragments Fc des immunoglobulines et le récepteur du complément CR3i. Elle est exécutée
par des phagocytes professionnels tels que les neutrophiles, les macrophages et les cellules
dendritiques. Le processus se déroule en trois étapes : 'adhésion, I'ingestion puis la digestion du
matériel phagocyté. La phagocytose est une premiére ligne de défense de notre organisme
contre les infections et joue également un réle clé dans linitiation de la réponse immunitaire
adaptative par la libération de cytokines pro-inflammatoires ce qui a pour conséquence d’attirer

d’autres cellules nécessaires a la réponse immunitaire [106].

La pinocytose est un processus par lequel les cellules internalisent de grandes quantités de

liquides extracellulaire. Elle ne requiert pas la présence de récepteurs cellulaires [107]. Figure
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13. La pinocytose est divisée en micropinocytose et macropinocytose. La taille des vésicules lors
de la micropinocytose est inférieure a 0.1um et dans le cas de la macropinocytose est supérieure
a 0.2 um [108]. La macropinocytose est un processus dépendant de I'actine a partir de laquelle
se forment des invaginations de la membrane qui donnent lieu a de grandes vacuoles appelés
macropinosomes. La macropinocytose est importante dans de nombreux processus
physiologiques. C’est un mécanisme trés actif dans les macrophages et les cellules dendritiques
ou il est une voie majeure pour la capture d'antigénes. Une fois formés, les macropinosomes
subissent un processus de maturation, puis de fusion avec les lysosomes et finalement de fusion

avec la membrane plasmique afin de recycler leur contenu a l'extérieur de la cellule [109].

Deux voies principales d’endocytose médiée par récepteurs ont été identifiées: la voie classique
qui est une endocytose médiée par la clathrine et la voie non classique qui est indépendante de
la clathrine, laquelle est associée a des radeaux lipidiques [110]. L’endocytose médiée par la
clathrine est le mécanisme le mieux caractérisé. Au cours de ce processus, des récepteurs
spécifiques sont reconnus par la protéine adaptatrice 2, cela provoque la polymérisation de la
clathrine et la formation d'une vésicule contenant le récepteur de fagon interne. Lors de I'étape
suivante, la dynamine provoque la scission de la vésicule de la membrane cellulaire. Lorsque le
pH de la vésicule commence a s’acidifier, la clathrine est rétirée et le récepteur est recyclé vers
la membrane. Les endosomes vont fusionner avec le lysosome permettant I'hydrolyse compléte

du matériel endocyté.
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L’endocytose dépendante de la clathrine est importante dans le transport intracellulaire des
protéines extracellulaires et des protéines plasmatiques. Elle est également importante pour le
trafic intracellulaire au niveau du réseau trans-Golgi et les endosomes [111]. L’endocytose
indépendante de la clathrine est impliquée dans plusieurs processus biologiques, y compris la
médiation de I'entrée du virus dans les cellules hétes, l'internalisation des protéines ancrées par
glycophosphatidyl inositol et la régulation de certaines cascades de signalisation [112]. Parmi
'endocytose indépendante de la clathrine, 'endocytose médiée par cavéoles et une de plus

importantes [113-115].

Figure 13. L’entrée par Endocytose.

L’ingestion de grosses particules est faite par phagocytose, alors que l'ingestion des fluides se produit par pinocytose. Reproduit

avec permission [107].
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Plusieurs études ont démontré que le VIH-1 utilise 'endocytose pour entrer dans certains types
cellulaires, par exemple les lymphocytes T CD4, les monocytes, les macrophages [116, 117] ou

encore les cellules dendritiques [118].

Le VIH-1 utilise deux mécanismes d’endocytose pour pénétrer dans les lymphocytes T CD4
'endocytose meédiée par clathrine et I'endocytose médiée par cavéoles [119]. La queue
cytoplasmique du récepteur CD4 contient un motif dileucine, qui est un signal utilisé par le
mécanisme d’endocytose meédiée par clathrine [120-122]. Le blocage de I'acidification des
endosomes peut augmenter l'infection par le VIH-1 en empéchant la dégradation du virus dans
les lysosomes [123]. L'inhibition de I'endocytose médiée par la clathrine réduit I'efficacité de la
fusion entre les cellules et le VIH et par conséquent l'infection cellulaire [117]. Concernant les
macrophages, le mécanisme utilisé est la macropinocytose [116, 117], lors duquel les virions
sont absorbés dans des vésicules en méme temps que de grandes quantités de liquide
extracellulaire. Les cellules dendritiques quant a elles internalisent le VIH-1 en utilisant la
molécule DC-SIGN. Ce récepteur agit en tant que molécule d’adhésion pour le déclenchement
de I'endocytose. La queue intracytoplasmique contient deux motifs d’internalisation: le site de
liasison consensus YXX et une molécule adaptatrice qui déclenche linternalisation des motifs

dileucine et les vésicules endosomaux conduisant a la dégradation par le lysosome [118].
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1.4.3.2 L’entrée du VIH par le transfert de cellule a cellule

Les rétrovirus sont capables d’utiliser des synapses immunologiques existantes pour se
propager directement de cellule a cellule. lls peuvent également favoriser 'adhérence entre les
cellules infectées et non infectées qui normalement ne forment pas de contacts synaptiques.
[124]. En réponse aux antigénes appropriés présentés par une cellule présentatrice d’antigéne
(CPA), les cellules T se polarisent, formant une structure a l'interface de la cellule T et de la CPA
dénommée synapse immunologique (Sl). Les récepteurs membranaires et les molécules de
signalisation s’assemblent en une structure bien définie appelée le SMAC pour « Supra
Molecular Activation Cluster » qui est divisé en trois zones concentriques différenciées, la zone
centrale appelée cSMAC pour « central supra molecular activation cluster », la zone
périphérique pSMAC pour « peripheral supra molecular activation cluster » et la zone distale
dSMAC pour « distal supra molecular activation cluster » [125]. Le cSMAC englobe du cété de la
cellule T, le récepteur des cellules T (TCR)/CD3 qui est associé a des récepteurs de co-
stimulation (CD28), aux tyrosines kinases (Lck et ZAP-70), sérine kinases [protéine kinase C
(PKCB)] et les molécules adaptatrices (LAT, SLP76). Du c6té de la cellule présentatrice
d’antigénes le cSMAC expose le peptide présenté dans le contexte du MHC. Le pSMAC
comprend des molécules d’adhésion, telles que LFA-1 et ICAM-1, ainsi que des protéines du
cytosquelette telles que 'actine et la taline de chaque cété de la synapse [126]. Enfin, le pPSMAC
inclut des protéines de membranes composées de grands ectodomaines comme le CD43 et le

CD45 [125].

Les récepteurs de chimiokines CXCR4 et CCR5 sont recrutés et s’accumulent a la Sl par un
mécanisme de signalisation du récepteur de chimiokines via une voie indépendante G ai. Le

recrutement des ces récepteurs résulte en l'attraction plus forte des cellules T et des CPA, la
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réduction de la sensibilité des cellules T a des gradients chimiotactiques, et des niveaux plus

élevés de prolifération des lymphocytes T et de production d’'IFN [127].

La propagation directe de cellule a cellule du VIH-1 prend essentiellement place grace a des
structures de contact induites spécialisées appelées synapses virologiques (SV) qui agissent
comme des points chauds ou «hot spots» de la transmission du virus (Figure 14). La SV a été
nommeée ainsi en raison de leur ressemblance avec la Sl. Le terme SV a été créé pour décrire
une architecture de récepteur membranaire spécifique qui évolue suite a un contact intime entre
un lymphocyte T infecté par le VIH-1 et une cellule T cible non infectée. La propagation de
cellule a cellule du VIH-1 au niveau des synapses est une caractéristique généralisée de la
diffusion virale. La SV a été décrite entre les lymphocytes T CD4 infectés et non infectés, entre
les macrophages et cellules T CD4 infectés et entre les cellules dendritiques exposées aux virus

et cellules T CD4 [128].
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Figure 14. La synapse virologique.
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Reproduit avec permission de [129]. A linterface entre les cellules T infectée et non infectée, la protéine d’enveloppe sur la

cellule effectrice et le CD4 et les corécepteurs sur la cellule cible sont recrutés et concentrés.

En plus des mécanismes synaptiques, la propagation virale de cellule a cellule peut avoir lieu par
des mécanismes alternatifs grace a des filopodes ou des nanotubes [130-132]. Les filopodes
sont des extensions de la membrane plasmique soutenues par des filaments d’actine. lls sont
minces (0,1-0,3um) et en présentent une forme de doigt [131]. Le VIH-1 peut étre
unidirectionnellement transporté a la surface de ces structures et les utiliser pour sa transmission
de cellule a cellule et sa diffusion [124]. Leur réle est important dans plusieurs processus

cellulaires, y compris la chemomigration, la croissance des cdnes nerveux et la formation de

contacts cellule-cellule lors de la cicatrisation [131].
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La transmission intercellulaire du VIH-1 entre les cellules T a également été observée le long de
projections cellulaires appelés nanotubes membranaires. Ces nanotubes difféerent des filopodes

dans leur formation qui semble passive et peuvent étre jusqu’a 10 fois plus long. [132].

L'effet des inhibiteurs d’entrée sur lI'entrée du VIH-1 par endocytose est un sujet trés
controversé. Les agents qui bloquent la liaison du virus aux cellules T CD4+, comme par
exemple les anticorps monoclonaux anti-CD4+ et la protéine recombinante CD4-1gG2,
empéchent le transfert de virus de cellules infectées a des cellules non infectées [133, 134].
Inversement, des agents peuvent cibler une étape ultérieure dans le cycle viral, par exemple
linteraction gp120-CD4 par BMS-806, des antagonistes du corécepteur, des anticorps
neutralisants, ou méme des inhibiteurs de la transcriptase inverse, ne bloquent pas le transfert
du VIH-1 aux compartiments intracellulaires des cellules CD4+ T cibles [134, 135]. L'inhibiteur de
fusion enfuvirtide ne présente aucun effet mesurable sur le transfert par la synapse virologique,
ce qui suggéere que l'absorption du virus dans les cellules cibles ne déclenche pas
obligatoirement la fusion des membranes cellulaires et virales [134]. Il a été démontré que les
inhibiteurs de CCRS5 inhibent la formation de syncitia entre une cellule CD4+ infectée et une
cellule CD4+ non infectée, ce qui a été proposé comme une des causes de perte des
lymphocytes T CD4+ chez des patients infectés) [109]. Dans un modele in vitro utilisant des
cellules dérivées de tumeurs trophoblastiques, BeWo, les inhibiteurs de CCR5, TAK779 et SCH-
350581 bloquent efficacement le transfert de virus R5 a travers la monocouche BeWo. Toutefois,
ils sont moins efficaces pour bloquer la transmission d’un virus libre a une cellule non infectée

[106].
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1.4.3.3 L’entrée du VIH par transcytose.

Le VIH-1 a également la possibilité de passer d’un environnement a l'autre par transcytose
(Figure 15) [136]. La transcytose est un mécanisme de transport cellulaire qui permet au virus de
transiter du coté apical d’'une cellule polarisée vers son c6té basal. Une des caractéristiques de
la transcytose est que le passager transcytosé reste dans des vésicules entourées d'une
membrane qui empéche tout contact avec le cytosol de la cellule traversée. Le passager n’est

pas modifié par son transit transcellulaire et ressort intact au pdle opposé de son entrée [8].

En I'absence de perturbations dans la muqueuse provoquées par des traumatismes, les voies
d’entrée du VIH-1 dans la lamina propria sont les cellules épithéliales, cellules M ainsi que les
cellules dendritiques. Les cellules épithéliales forment une monocouche de cellules connectées
de maniére hermétique par des jonctions serrées. La structure formée est étanche aux
macromolécules, cellules ou pathogénes, entre la lumiére de la muqueuse et le milieu intérieur.
Les cellules M (pour I'anglais microfolds) sont présentes dans l'intestin gréle et le rectum, mais
pas dans la muqueuse génitale [137]. Ces cellules présentent morphologiquement une absence
de bordure en brosse dans leur membrane apicale, ainsi qu’une trés petite distance entre les
pbles muqueux ou apical faisant face a la lumiére de la muqueuse. La membrane basolatérale
fait face au milieu intérieur, elle est convexe et forme une structure similaire a une poche dans
laquelle viennent se loger des lymphocytes T CD4+ et des macrophages. La transcytose permet
aux particules virales de se déplacer dans des environnements riches en cellules immunitaires
comme les cellules dendritiques, les macrophages et les lymphocytes T CD4 effecteurs [138-

140].
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Dans l'intestin gréle, les cellules épithéliales CCR5+ endocytent les virus R5 libres a la surface
luminale par un mécanisme médié par le récepteur CCR5 ou récepteur galactosyl céramide qui
est présent dans des microdomaines des radeaux lipidiques. Les cellules épithéliales
n'expriment pas le CXCR4, ce qui expliquerait en partie la transmission préférentielle des
souches R5 a travers les couches épithéliales lors de la transmission de I'infection au niveau des
muqueuses. Le VIH-1 transporté a travers la barriére épithéliale jusqu’a la lamina propria peut
infecter les cellules cibles incluant les lymphocytes T CD4+, les macrophages et les cellules

dendritiques ce qui facilite la dissémination de l'infection [141].

Figure 15 L’infection des cellules épithéliales par le VIH
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Reproduit avec permission [141]
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1.5 Chimiokines et récepteurs de chimiokines.

Les chimiokines sont constituées d'environ 50 peptides. A ce jour 20 récepteurs ont été
identifiés chez I'homme [142]. Les chimiokines sont des cytokines chimiotactiques (~ 8-14 kDa)
impliquées dans divers processus : la migration des cellules immunitaires inflammatoires du
systéme vasculaire vers le site d’'inflammation, la phagocytose, la sécrétion de cytokines ainsi
que l'activation des cellules et la prolifération [143-145]. Elles ont une homologie de séquence
nucléotidiques de 20% a 95%. Traditionnellement, elles ont été regroupées en quatre sous-
familles, CXC (chimiokines a), CC (chimiokines 8), CX3C (chimiokines 8) et C (chimiokines vy),
selon la position des deux premieres cystéines trouvées proche de I'extrémité NH2. [144, 146,

147].

Les CC chimiokines constituent la plus grande sous-famille avec 28 chimiokines identifiées a
partir d'espéces de mammiferes [148, 149]. Elles médient la chimiotaxie des cellules
mononucléaires. Chez les neutrophiles le signal chimiotactique est assuré par les chimiokines
CXC [149]. Les CC chimiokines recrutent les cellules sanguines comme les monocytes et les
lymphocytes. Elles sont impliquées dans la régulation de l'angiogenése, le remodelage

vasculaire ainsi que dans le trafic cellulaire [147].

Une autre classification générale des chimiokines est basée sur des critéres fonctionnels: les
chimiokines inflammatoires sont exprimées par des leucocytes circulants et d'autres cellules lors
de l'activation, alors que les chimiokines homéostatiques sont constitutivement exprimées.
Cependant, certaines chimiokines se répartissent dans les deux catégories en fonction du

contexte biologique ou d'un état pathologique [150].
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Toutes les chimiokines ont une structure similaire, malgré leur diversité génomique [151]. Elles
possédent quatre résidus cystéine conservés liés par des liaisons disulfure.. Il y a une apparente
redondance dans le systéme, parce que beaucoup de chimiokines se lient aux multiples
récepteurs d'une méme classe, et plus qu'un récepteur peut interagir avec les chimiokines [152].
Les chimiokines exercent leurs activités biologiques a travers la liaison avec des récepteurs a
sept domaines transmembranaires et l'activation en aval des voies de signalisation intracellulaire

[144].

En 2000, dans une tentative de clarifier la nomenclature complexe des chimiokines, les Docteurs
Zlotnik et Yoshie ont mis au point une nomenclature dans laquelle chaque ligand et son
récepteur sont identifiés par sa sous-famille avec un numéro d'identification. L’adoption de ce
systéeme a été recommandée par le sous-comité de nomenclature de chimiokines de I'Union

Internationale des Societés d'Immunologie [148, 150, 153].
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Tableau 1. Les récepteurs de chimiokines et leurs ligands.

Récepteur Ligand

CCR1
CCL3,CCL5,CCL7,CCL13,CCL14,CCL15,CCL16,CCL23

CCR2 CCL2,CCL7,CCL8,CCL13,CCL16

CCR3 CCL5,CCL7,CCL8,CCL11,CCL13,CCL15,CCL16,CCL24,CCL26,CCL28

CCR4 CCL17,CCL22

CCR5 CCL3,CCL4,CCL5,CCL8,CCL11,CCL14,CCL16

CCRG6 CCL20

CCR7 CCL19,CCL21

CCR8 CCL1

CCR9 CCL25

CCR10 CCL27,CCL28

CXCR1 CXCL6,CXCL7,CXCL8

CXCR2 CXCL1,CXCL2,CXCL3,CXCL5,CXCL6,CXCL7,CXCL8

CXCRS3-A CXCL9,CXCL10,CXCL11

CXCR3-B CXCL4,CXCL9,CXCL10,CXCL11

CXCR4 CXCL12

CXCR5 CXCL13

CXCRG6 CXCL16

CXCR7 CXCL12

XCR1 XCL1,XCL2

CX3CR1 CX3CL1

CCX-CKR CCL19,CCL21,CCL25

D6 CCL2,CCL3L1,CCL4,CCL5,CCL7,CCL8,CCL11,CCL13,CCL14,CCL17,CCL22
CCL2,CCL7,CCL8,CCL11,CCL13,CCL14,CCL16,CCL17,CXCL1,CXCLS5,

DARC/Duffy CXCL6,CXCL7,CXCL8,CXCLY9,CXCL11,CXCL13

Adapté de [150].
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1.5.1. Structure des récepteurs de chimiokines

Les récepteurs de chimiokines sont des membres de la classe A de la famille "Rhodopsin like"
[154]. Ce sont des récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés a la protéine G.
Leurs caractéristiques les plus communes sont la présence d’'un domaine court N terminal
extracellulaire et une queue cytoplasmique C terminale. Le domaine C terminal contient les
résidus sérine et thréonine, qui sont phosphorylés lors de l'activation du récepteur et de la
transduction du signal. Les premiere et deuxieme boucles extracellulaires du récepteur sont
reliées par des ponts disulfures. La deuxiéme boucle extracellulaire contient également une
séquence conservée de neuf aa (DRYLAIVHA) qui est importante pour l'interaction de la protéine

G (Figure 16) [155].

Figure 16: La structure des récepteurs de chimiokines.
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Adapté a partir de la page web: http://www.york.ac.uk/cii/research/immunology.16 Janvier 2012.
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Chaque récepteur est désigné par le nom de la sous-famille des chimiokines (C, CC, CXC,
CX3C) suivie de la lettre "R" (pour "récepteur") et un nombre «n» en fonction de I'ordre
chronologique dans lequel il a été identifié. Ainsi, les récepteurs sont nommés CXCRn, CCRn,

CX3Rn et XCRn [153]. (Tableau 1).

1.6. Les corécepteurs du VIH -1 et le tropisme

Bien que la liaison au récepteur CD4 soit nécessaire, elle n'est pas suffisante pour I'entrée du
VIH-1 dans la cellule [137, 138]. En 1996, le groupe de Berger a été le premier a identifier le

corécepteur du VIH-1 pour I'entrée des souches T-tropique de VIH-1 alors désigné "fusine" [156].

1.6.1. Le récepteur de chimiokines CXC-4 (CXCR4)

Le CXCR4 (Fusine) a tout d'abord été cloné par Loetscher et al. en 1994 et a regu a cette
occasion I'acronyme LESTR [145]. Plus tard, il a été rebaptisé CXCR4, car il est un ligand
naturel du CXCL12 ou facteur cellulaire dérivé des cellules stromales 1 (SDF1) [157]. CXCR4 est
une protéine de 352 aa structurellement apparentée aux récepteurs des chimiokines appartenant
a la superfamille des récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés a la protéine G
(GPCR) (Figure 17). Il a une ample distribution dans les tissus et est présent a la surface
cellulaire de la plupart des populations de leucocytes; il est fortement exprimé sur les
lymphocytes T naifs, sur les cellules B et a un faible niveau sur les monocytes [158]. Il est
également présent a des niveaux plus élevés que les autres récepteurs des chimiokines dans les
cellules épithéliales et endothéliales intestinales et pulmonaires [159]. Dans le cerveau, le

récepteur CXCR4 est localisé dans I'endothélium de la barriére hémato-encéphalique, dans les
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microglies, les neurones et les astrocytes. Il joue un réle dans la prolifération cellulaire et la

migration de ces cellules [160].

Figure 17. Représentation schématique de la séquence CXCR4.

membrane

Cytoplasmique ou

intracelluaire

Représentation schématique du récepteur de chimiokine CXCR4, (Fusine). Les deux sites potentiels de N-glycosylation sont
également représentés par analogie avec d'autres récepteurs de chimiokines. Les résidus de cystéine dans les boucles
extracellulaires 1 et 2 forment un pont disulfure. Le premier pont disulfure se forme entre les cystéines 109 et 186 et le deuxiéme
entre une cystéine du domaine amino-terminal en position 28 et une cystéine de la troisieme boucle extracellulaire en position

274, ils sont representés ici par un astérisque. Reproduit avec permission [146].

Peu de temps aprés l'identification de CXCR4, le corécepteur CCR5 a également été confirmé

comme un corécepteur pour I'entrée des souches de VIH-1 M-tropique [161, 162].



1.6.2. Le récepteur de chimiokines CC- 5 (CCR5)

Le récepteur de chimiokines CC-5 (CCRS5) a été découvert en 1996 par Samson et al. [163]. |l
est composé de 352 aa pour une masse moléculaire de 40.6 kDa. Il partage 71% d'identité de
séquence avec le récepteur CCR2, la plupart des divergences étant situées au niveau des
domaines extracellulaires [164-166]. Il est composé de sept domaines transmembranaires
hydrophobes avec un domaine N-terminal extracellulaire, trois boucles extracellulaires (ECL1,
ECL2 et ECL3), trois boucles intracellulaires et une queue C-terminale cytoplasmique qui
contient des motifs structurels essentiels pour la signalisation, la désensibilisation et le trafic de
récepteur (Figure 18) [167]. Le CCRS contient une séquence DRYLAVHA conservée dans la
deuxiéme boucle intracellulaire, qui a été impliquée dans l'interaction avec la protéine G [166]. La
boucle extracellulaire 2 (ECL2) est essentielle pour la liaison avec une haute affinité de la
protéine inflammatoire de macrophage-1 (MIP-1a, MIP-1p ainsi qu’avec la protéine RANTES. La
boucle ECL2 joue un rdle important dans I'entrée du VIH-1 [168]. Il agit comme un récepteur
pour les CC-chimiokines CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-13) et CCL5 (RANTES) [169, 170]. CCL3,
CCL4 et CCL5 se lient efficacement au CCR5 et sont des agonistes complets, alors que CCL7,
CCL8 et CCL13 se lient de maniere moins efficace et présentent des capacités différentes
d'activation du récepteur. MCP-3/CCL7 se lie a CCR5 sans induire de signal et par conséquent a
été suggéré comme un antagoniste naturel [171, 172]. Le récepteur CCRS est exprimé dans le
systeme immunitaire, ou il se retrouve dans les cellules T mémoires CD4+, les cellules T
mémoires CCR5+ ayant une fréquence relativement élevée dans les tissus lymphoides associés
a l'intestin (GALT). Les sous-types cellulaires qui expriment les plus hauts niveaux de CCR5 sont

les CD4+CCR4+CCRG6+, les CXCR3+CCRG6+, les cellules T mémoires CCR6+CCR5Ngh  |es

48



macrophages dérivés de monocytes, les cellules dendritiques et les monocytes du sang

périphérique CD16+, principalement CD14+CD16+ [98].

Figure 18. Représentation schématique du corécepteur CCR5.

PEOVOYDM N-terminus

Les rectangles gris représentent les résidus des régions TM1 a TM7 Les ponts disulfures se forment entre les cystéines 20 et
269 et entre les cystéines 101 et 178. lls sont représentés par des lignes reliant ces cystéines. Les cercles gris indiquent les
résidus conservés. Les cercles noirs indiquent les résidus hautement conservés dans la famille rhodopsine des GPCR, Reproduit

avec permission [167].

1.6.3. La délétion de CCRS5 et ses conséquences

Le géne CCRS5 est situé sur le chromosome 3p21.3-p24 humain dans le groupe de genes des
récepteurs de chimiokines et contient trois exons qui s'étendent sur une région d'environ 6 kb
[173]. Certains polymorphismes de ce géne ont été décrits. La suppression de 32 pb (mutation
A32) dans I'exon 3 modifie le cadre de lecture ouvert de CCRS et il en résulte une protéine

tronquée non fonctionnelle [174] retenue dans le réticulum endoplasmique donc non exprimée a
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la surface des cellules. Les individus homozygotes (A32/ A32) pour cette mutation (fréquence de
0,5 a 1% dans la population caucasienne) sont protégés contre l'infection par le VIH concernant
des souches M-tropiques (R5) VIH-1, mais peuvent étre infectés par les souches T-tropiques.
Les individus hétérozygotes, quant a eux, ne sont pas résistants a l'infection, mais I'évolution de
l'infection vers le stade SIDA est plus lente. Cette association a été trouvée dans la plupart des
cohortes dans le monde [175-177]. Certaines études ont suggéré que les individus
hétérozygotes pourraient étre partiellement protégés contre l'infection par le VIH mais sans
confirmation. Les hétérozygotes peuvent représenter jusqu'a 10% dans certaines populations

[178].

Récemment, la guérison fonctionnelle d'un patient infecté par le VIH et atteint de leucémie
myéloide aigué traitée par une greffe de moélle osseuse utilisant des cellules provenant d'un
patient homozygote CCR5A32 a généré beaucoup d’intérét quant a la possibilité d'éradiquer
l'infection virale [179, 180]. La généralisation de cette approche demeure problématique. En
effet, la morbidité et la mortalité associées a une transplantation de cellules souches
hématopoiétiques, et la faible probabilité de trouver un donneur de cellules souches CCR5A32
homozygote tout en ayant des HLA identiques pour greffer des cellules souches a grande
échelle a amené les chercheurs a poursuivre d’autres voies d’inactivation du CCR5 [181]. Deux
autres techniques ont été utilisées pour diminuer I'expression du CCR5 dans les lymphocytes T
CD4+ ou dans les précurseurs hématopoiétiques CD24+. L'interférence de I'ARN (RNA
interférence) ou RNAI, qui interférent avec 'ARN messager complémentaire des cellules dans
lesquelles ils sont introduits, le dégradant et provoquant ainsi I'inactivation de la protéine

correspondante. Une autre possiblité est l'utilisation des nucléases type doigts de zinc, de
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I'anglais zinc finger (ZF) qui utilisent des enzymes de la classe des ZN nucléases, chaque doigt
de zinc reconnaissant trois nucléotides spécifiques. Elles permettent de découper 'ADN du géne
du corécepteur CCR5 de fagon précise et de linactiver dans des cellules progénitrices
hématopoiétiques humaines, leur conférant ainsi une résistance au VIH. Cette technique a été

récemment experimentée sur un modele de souris [182].

Il est aussi connu que les patients homozygotes A32 sont plus susceptibles de présenter des
formes symptomatiques d’infection a flavivirus comme le virus du Nil occidental (West Nile Virus)
que les individus hétérozygotes. Cette délétion a de plus un rdle protecteur dans la polyarthrite

rhumatoide et contre l'infarctus du myocarde [183].

Au niveau expérimental cette délétion a été associée a une réponse cellulaire et inflammatoire
diminuée dans des infections aigués au virus herpés simplex (HSV), a Cryptococcus
neoformans, Toxoplasma gondii et Trypanosoma cruzi da a la diminution de la production d’IL-12
et IFN-y. Un effet athéroprotecteur a été également observé possiblement secondaire a une
diminution de l'accumulation de macrophages dans la plaque d'athérome, a un plus grand
nombre de cellules progénitrices endothéliales et a un taux plus faible de cytokines/chimiokines
proathérogénes [91]. La délétion A32 a aussi été associée a l'augmentation du taux de survie

des receveurs d'allogreffe rénale [184]

1.6.4. Les corécepteurs alternatifs du VIH-1

Depuis la découverte de CCR5 et CXCR4 comme les principaux corécepteurs du VIH-1, un large

éventail de corécepteurs alternatifs pouvant soutenir I'entrée virale ont été identifiés. La liste est
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longue et comprend CCR1, CCR2b, CCR3, CCR4, CCR6, CCR8, APJ, CXCR6 (BONZO/StrI33
GPR1, GPR15 (BOB), CX3CR1, CMKLR1 (ChemR23), CXCR3 ou CXCR7 (RDC1). Récemment
des populations primaires de lymphocytes T CCR4pCCRG6-et-CCR4 CCR6p ont été démontrées
comme trés permissives pour la réplication du VIH-1. CCR8 a été démontré comme corécepteur
pour une proportion importante des isolats primaires VIH-1 et VIH-2 [185]. Le récepteur de
chimiokines CXCR7 a été associé a la transmission verticale du VIH-1 [186]. Le VIH-1, en
présence de la mutation GPEK au niveau du site apical de la boucle V3, peut infecter une lignée
cellulaire co-exprimant GPR15, APJ et FPRL1 [98, 187]. Toutefois CCR5 et CXCR4 constituent

les principaux corécepteurs in vivo [188].
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1.6.5. Le tropisme du VIH-1

Avant la découverte des corécepteurs du VIH, trois systémes de classification étaient en usage.
Le premier définissait les isolats primaires comme des souches M-tropiques ou T-tropiques.
Cependant, ce systéeme masque le fait que tous les isolats primaires se répliquent dans des
lymphocytes T CD4 + primaires activés [189]. Le deuxiéme systéme classifiait les isolats comme
inducteurs de syncytium (SI) ou non inducteurs de syncytium (NSI) sur la base de leur capacité a
former des syncitia dans les cellules MT-2 exprimant CXCR4, mais pas CCR5 [190]. Cependant,
les virus NSI peuvent facilement former des syncitia avec les cellules CCR5+. Le troisiéme
systéme définissait quant a lui les virus comme lent/faible (SL) ou rapide/élevée (RH) en fonction

de leur cinétique de croissance en culture [191].

L'identification de certains récepteurs de chimiokines en tant que corécepteurs pour I'entrée du
VIH-1 dans les cellules hétes a permis aux chercheurs de développer un nouveau systéme plus
précis pour identifier les propriétés phénotypiques des souches virales. Le principal déterminant
du tropisme de VIH-1 est régi par I'expression des corécepteurs CCR5, CXCR4 ou les deux. Des
nombreux isolats primaires T-tropiques peuvent utiliser les deux corécepteurs. Une
nomenclature basée sur le corécepteur utilisé propose que les isolats qui utilisent le CCR5, mais
pas le CXCR4 soient appelés virus R5 alors que les virus utilisant CXCR4, mais pas le CCR5
sont désignés virus X4. Finalement les isolats qui peuvent utiliser les deux corécepteurs avec
une efficacité comparable sont appelés souches a tropisme double, souches bitropiques ou
encore R5X4 [189]. Un méme échantillon peut contenir des virus R5 et X4, il est alors appelé

échantillon a tropisme mixte. Si les tests ne peuvent pas déterminer s’il s’agit d’'un échantillon a
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tropisme mixte ou des souches a tropisme double, les échantillons sont classifi€s comme virus a

tropisme D/ M (double / mixte) [192-194].

1.6.6. Le tropisme au cours de l'infection par le VIH.

Les souches R5 sont transmises plus efficacement que les souches X4 [195]. La prédominance
des souches virales R5 au cours de l'infection aigué est indépendante de la voie de transmission
du VIH [196]. De nombreux mécanismes ont été proposés pour expliquer la transmission
préférentielle des souches virales R5. Parmi ceux-ci, on trouve le réle des muqueuses comme
barriere pour filtrer les souches virales X4 ou encore des réponses immunitaires humorales et
cellulaires spécifiques qui peuvent inhiber la réplication virale des souches X4 plus efficacement

[196, 197].

Les muqueuses du tractus gastro-intestinal, du rectum et de l'endocol de l'utérus sont
recouvertes par un épithélium simple monostratifi€ composé par une monocouche de cellules
épithéliales connectées de maniére étanche avec des jonctions serrées. Cette structure forme
une barriere aux macromolécules, cellules ou pathogénes [198]. Ces muqueuses sont riches en
lymphocytes T CD4+, CCR5+, en cellules dendritiques, en macrophages et en moindre quantité
en cellules CXCR4+ [108, 199]. Les cellules dendritiques immatures de I'épithélium expriment
dix fois plus CCR5 que CXCR4 [200]. Les cellules dendritiques de Langerhans ont des niveaux
détectables de CCRS5 tandis que le CXCR4 n’est en général pas détectable [201]. Les cellules
épithéliales intestinales expriment seulement CCR5 et pas CXCR4 [202]. Un autre facteur
pouvant expliquer linfection préférentielle par des virus R5 est la présence de grandes

concentrations de SDF-1 dans la lumiére intestinale, le ligand naturel de CXCR4, lequel pourrait



supprimer la transmission des virus X4. L’expression abondante de CCR5 au niveau des
muqueuses comparée a celle de CXCR4, pourrait également expliquer la transmission
préférentielle des souches R5 [203]. Les souches X4 sont associées a une diminution accélérée

du nombre de lymphocytes T CD4+ et a la progression plus rapide de la maladie [196, 197].

La prévalence des souches R5, X4 et D/M varie considérablement selon le stade de la maladie.
Chez les patients chroniquement infectés par le VIH, mais naifs au traitement antirétroviral, les
souches R5 sont présentes dans 80-90% des cas alors que les souches D/M et X4 sont plus
rares. Chez les patients traités, les souches D/M ou X4 sont plus fréquentes. Un pourcentage
plus faible (50-55%) de souches R5 a été trouvé dans I'analyse des échantillons de référence
des deux essais cliniques évaluant un inhibiteur d’entrée, I'enfuvirtide. Quant a eux, les

progresseurs lents maintiennent des souches de virus a tropisme exclusivement R5 [197].
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1.6.7. Approches génotypiques et phénotypiques pour déterminer le

tropisme.

Des approches phénotypiques et génotypiques sont couramment utilisées afin de déterminer le
tropisme viral. Les tests phénotypiques sont basés sur la technologie de virus recombinants. Le
gene env du VIH-1 est amplifié a partir d'échantillons de plasma ou de culture celulaire afin de
générer des virus recombinants. Les virus recombinants sont ensuite utilisés pour infecter des
lignées de cellules exprimant des récepteurs spécifiques CD4 et CCR5 ou CXCR4 [84]. La
plupart des tests phénotypiques utilisent des lignées de cellules de gliomes humains par
exemple U87, U373 ou NP-2, qui ont été transduites de fagon stable avec des vecteurs
exprimant CD4 et un ou plusieurs corécepteurs. Une autre lignée cellulaire indicatrice
fréequemment utilisé est GHOST, qui dérive de cellules d'ostéosarcome humain et porte le CD4+,

ainsi qu’un géne du virus VIH-1-GFP inductible par Tat [204].

Le géne rapporteur luciférase, de la luciole Photinus pyralis, est un des génes les plus
couramment utilisés [205]. Ce géne est habituellement cloné dans un vecteur d’expression en
aval d’'un promoteur d’intérét. En présence de la luciférine d’O2, de Mg?* et I’ATP, la luciférase
est capable de générer un produit fluorescent, l'oxyluciférine, lequel peut étre quantifié
facilement par la mesure de la lumiéere libérée. Lorsque les substrats sont ajoutés en exceés il se
produit un éclair de lumiére qui est proportionnelle a la quantité de luciférase présente dans la
réaction. L'émission de lumiere se désintégre rapidement. La luciférase de luciole émet de la

lumiére jaune-vert d’'une longueur d’'onde de 560 nm a un pH de 7,5 et 8,5 [206].

Un autre géne rapporteur couramment utilisé est le gene de la protéine fluorescente verte de

'anglais green fluorescent protein (GFP) de la méduse Aequorea victoria [207]. La GFP émet



une lumiére fluorescente verte d’une longueur d’onde d’émission maximale de 508 nm. Il existe
différentes variantes de la GFP émettant de la fluorescence a différentes longueurs d’onde. Le
géne GFP peut étre utilisé comme un rapporteur intrinséque intracellulaire de protéines cible
[208]. Parmi d’autres génes rapporteurs on trouve le géne LacZ de la B-galactosidase et le géne
gus de la B-glucuronidase. Leurs expressions sont détectables par une coloration bleue des

cellules en présence de X-Gal ou X-Gluc respectivement [207].

Les tests phénotypiques utilisant des isolats primaires du VIH ou des virus recombinants sont
considérés comme tests de référence (gold standard) pour I'évaluation du tropisme du VIH-1. lIs
ont les inconvénients de leur complexité, leur colt et nécessitent des installations spéciales ainsi
qu'une certaine expertise technique, ce qui les rend difficiles a utiliser en routine pour le
diagnostic clinique [209]. Actuellement, le test Trofile® [193] de LabCorp, précédemment
Monogram Biosciences a San Francisco en Californie, est parmi les rares tests phénotypiques
disponibles sur le marché pour déterminer le tropisme et donc est le plus largement utilisé dans
le monde [209]. Dans cet essai, les génes d’env complets sont amplifiés a partir des échantillons
de plasma des patients et clonés dans le vecteur d'expression pCXAS-PXMX. La cotransfection
des vecteurs pCXAS-PXMX et le vecteur génomique de VIH-1 RTV1.F-LUCp.CNDOAU3 (qui
posséde une cassette luciférase insérée dans une région délétée du gene env) produit des
pseudovirus contenant des genes env de pleine longueur. Le tropisme du corécepteur (X4, R5
ou DM) est déterminé en mesurant I'activité luciférase apres un cycle d’infection dans les cellules
U87CD4CCR5+ ou U87CD4CXCR4+ en présence et en absence des inhibiteurs de CXCR4 et
CCRS respectivement [193]. La Figure 19 décrit le test de tropisme optimisé par notre laboratoire
publié dans Journal of Virological Methods par Asin-Milan et colaborateurs [210]. En 2008, un

test avec une sensibilité accrue Trofile®-ESTA a été développé pour améliorer la détection des
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niveaux de X4 et permet de détecter 0,3% de ces variants avec une sensibilit¢ de 100%. La
performance des deux tests est équivalente [193, 211]. Trofile® DNA est maintenant utilisé pour
les patients ayant une charge virale indétectable. Contrairement au test standard Trofile®, qui
utilise I'ARN viral extrait du plasma des patients avec une charge virale = 1000 copies/ml, le test
Trofile ® DNA utilise I'ADN viral extrait des cellules. Une fois 'ADN extrait Trofile ® DNA

fonctionne sur la méme plate-forme validée cliniquement que le test Trofile ® [212, 213].

Trofile® est la méthode la plus largement utilisée pour déterminer le tropisme phénotypique mais
d'autres méthodes existent comme par exemple Phenoscript Env™, Phenox-R et Virco [84], le
test de tropisme de l'université de Toulouse (TTT ou Toulouse Tropic Test ) [183] ou encore le
test tropiTest de I'Instituto de Salud Carlos Ill en Espagne [214]. Leurs caractéristiques sont

résumeées dans le Tableau 2.
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Figure 19. lllustration du test de tropisme.

A clonal based phenotypic assay.
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Cette figure décrit le lest de tropisme optimisé par notre laboratoire. Le géne env est amplifié a partir du plasma des patients puis
cloné dans le vecteur d’expression pcDNA3.1D/V5HisTOPO. La cotransfection des vecteurs pcDNA3.1D/V5HisTOPO-ENV et
pNL4-3.Luc.E-R- dans les cellules 293T résulte en des pseudovirus avec lesquels les cellules U87CD4 CCR5 et
U87CD4CXCR4+ sont infectées. Le tropisme du corécepteur (X4, R5 ou DM) est déterminé en mesurant I'activité luciférase
apres un cycle d'infection en présence ou en absence des inhibiteurs de CXCR4 et CCR5 respectivement. Dans cette figure on
observe la production de lumiére dans les cellules U87CD4CCR5+ pour les virus a tropisme R5 et les virus dual tropiques(,bi-
tropiques ou R5/X4). Les virus a tropisme X4 et les virus R5/X4 provoquent la production de la lumiére dans les cellules
U87CD4CXCR4+.
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Tableau 2. Caractéristiques techniques des tests de tropisme phénotypiques.

Test Insert Vecteur Systéme Vecteur Cellules Geéne Cellules Détectio Référenc
d’expres génomiq rapporte cibles n de e
sion ue ur variants

X4.
Frofile gp160 pPCXAS Pseud RTV1.F 293T Luc us7Ccb4 TROFILE
o-virus ) CXCR4+ 10% [193,
ESTA 211).
LUCp.C U87CDA4 0.3%
NDOA CCR5+
u3
Pheno Virus U373MG [215]
script V1-v3 recom pNL43 [ 2937 Lac Z EZ’“CXC >-10%
.
T™M H
Env — binant AEnv U373MG
S CD4
CCR5+
Virus [216]
Pheno V1-v3 — recom pNL43 Hela LacZ SX22 1%
. HelaCCR
x-R binant AEnv 5+
S SX22
HelaCXC
R4+
Virco Virus [217]
gp120 — recom hxB2D [ 2937 EGFP U87CD4  f <10%
] CXCR4+
(NH2- binant pHXB2
V4) s D- U87CD4
ANH2V CCR5+
4eGFP
Toulou gp120 Virus Luc
se + — recom pNL43 293T U87CD4 0.5% (183]
CXCR4+
Tropic ectodo binant AEnv
Test maine S us7CD4
(TTT) gp4l CCR5+
test Virus Luc
tropiTe J gp160 - recom PNL- 293T us7cDa 1% [224]
. CXCR4+
st binant lacZ/e
S nv-Ren u87CD4
CCR5+
Test gpl60 pcDNA Pseud pNL4- 293T Luc us7Ccb4 [218]
non 3.3- o-virus 3.Luc.R CXCRA+ 1%
comm TOPO -E U87CDA
ercial CCR5+

Les tests de tropisme génotypiques sont moins complexes, les délais sont plus rapides, et & cause de I'augmentation de la
disponibilité¢ des installations de séquencgage d'acides nucléiques, ils peuvent étre aujourd'hui effectués dans les laboratoires
cliniqgues de routine [219]. lls sont généralement basés sur le séquencage de la boucle V3 de I'Env et analysés en utilisant des
algorithmes bio-informatiques pour déduire I'utilisation de corécepteur [220].
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Il existe différentes régles et outils génotypiques basés sur la séquence des aa de la région
d’Env V3 de la gp120 du VIH-1, qui est le déterminant majeur de I'utilisation du corécepteur. Les
premieres méthodes génotypiques utilisées sont des regles trés simples, telles que la régle
11/25, basée sur la présence de chaines latérales basiques dans les résidus 11 ou 25 sur la
boucle V3 des souches X4 . L'absence de R ou K dans ces positions est associée a un tropisme
R5 [221]. Cette régle a une sensibilité de 30-40% avec une spécificité d'environ 80-90% [222].
Des modifications de cette régle ont été proposées, la régle 11/24//25. Cette régle attribue un
tropisme X4 quand le virus posséde des aa basiques aux positions 11, 24 et 25, dans le cas

contraire le virus est considéré comme R5 [223].

La regle de la charge nette est une régle simple qui permet d'estimer la charge nette globale de
V3 selon la formule (K + R) - (D + E) ou la lettre K représente la charge nette pour la lysine, R
pour l'arginine, D représente I'acide aspartique et E représente I'acide glutamique. Lorsqu’on
utilise cette regle et que les résultats sont supérieurs ou égaux a 5, le virus est classé comme
X4, dans le cas contraire le virus est classé comme R5. Une régle alternative comprend I'acide
aminé histidine (H) et utilise la formule (K + R + H) - (D + E). La charge de séquences V3 est
basée sur le fait que l'arginine et la lysine ont une charge de 1, l'histidine de 0,1 et les acides

aspartique et glutamique de -1 [224, 225].

Des outils bio-informatiques pour l'interprétation du tropisme sont disponibles via Internet:
Wetcat, WebPSSM ou geno2pheno [corécepteur]. Les trois systémes sont axés sur la région V3
de I'Env et tiennent compte seulement de la séquence des aa. Wetcat est un service web

développé par I'Université de Californie disponible a 'adresse
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http://genomiac2.ucsd.edu:8080/wetcat/v3.htm [226]. Le tropisme viral est estimé en utilisant les
séquences de V3 et il s'appuie sur les prévisions d'un ensemble de séquences de référence de
la boucle V3 dont 168 sont de tropisme R5, 103 sont X4 et 21 sont de tropisme X4/R5 ou D/M

[222].

WebPSSM a été développé par I'Université de Washington. Il est disponible a l'adresse
http://ubik.microbiol.washington.edu/computing/pssm [227-229]. Le proramme utilise le PSSM
comme methode statistique d'analyse des séquences pour détecter des distributions non
aléatoires des aa a des sites adjacents associés aux groupes de séquences déterminées de
maniére empirique [227]. L'alignement de la séquence étudiée en format FASTA est complété
par le serveur en utilisant I'algorithme Smith-Waterman et différentes matrices R5X4 ou SINSI
[222]. Les matrices peuvent étre utilisées pour les virus de sous-type B, alors que pour le sous-
type C uniquement la matrice SINSI peut étre utilisée [220, 221]. [227, 228]. Un score peut étre
attribué a une séquence: plus le score est élevé, plus la séquence ressemble étroitement a
celles des virus X4 connus [227]. Selon la matrice utilisée pour effectuer des prédictions, les
séquences V3 peuvent étre classées comme R5 lorsque le score est inférieur au seuil R5 (-6.96

R5X4 et -5.4 pour la matrice SINSI) [84, 222].

Geno2phenocoreceptor a été développé par les chercheurs de ['Université de Cologne et
I'Institut Max Planck en Allemagne [230, 231]. Les prédictions sont basées sur la méthode
statistique SVM et sont réalisées a partir de séquences de nucléotides ou d’acides aminés en
format FASTA. Il est disponible sur la page Web http://www.geno2pheno.org. La derniére version
du Geno2phenocoreceptor a la possibilité d'inclure des parameétres cliniques supplémentaires

tels que la charge virale, le taux de cellules CD4 et CD8 ainsi que le génotype [84].
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Fortinbras PSSM est une autre méthode publique de génotypage du corécepteur du VIH basée
sur des matrices de notation propres a la position (PSSM), développé par le développeur original

de PSSM et disponible a http://fortinbras.us [206].

Les approches de séquencgage de nouvelle génération ont une sensibilité beaucoup plus élevée
que les tests génotypiques de premiere génération et peuvent détecter les variants du VIH-1
minoritaires a des niveaux beaucoup plus faibles. La 454a été la premiére plate-forme adaptée
du séquencage massif pour déterminer le tropisme du VIH-1 [222]. Cette technologie a été
développée par 454 Life Science-Roche Co. (http://www.454.com). & Brandford, CT aux Etats-
Unis. Ce programme est basé sur la convergence de deux principes fondamentaux: la PCR
émulsion et le pyroséquencage [232]. L'ADN génomique est isolé, fragmenté et lié a des
adaptateurs puis séparé en simples brins. Les fragments sont liés a des billes dans des
conditions qui favorisent la liaison d’'un seul fragment par bille. Les billes sont ensuite isolées et
compartimentées dans des gouttelettes d'un mélange de réaction PCR et d’émulsion dans huile.
L'amplification par PCR a lieu a l'intérieur de chaque gouttelette. Ainsi, chaque bille porte dix
millions d'exemplaires d'une matrice unique d'ADN. L'émulsion est séparée, les brins d'ADN sont
dénaturés et les billes portant des matrices d'ADN simple brin sont enrichies et déposées dans
des puits d’'une plaque contenant des enzymes de séquengage [233]. L’incorporation des
nucléotides génére des pyrophosphates inorganiques (PPi), lesquels sont convertis en ATP par
la sulfurylase. La luciférase utilise I'ATP pour convertir la luciférine en oxyluciférine et produire de
la lumiere [232, 233]. Ces technologies présentent toutefois certaines limites, entre autres, leur
colt, la nécessité d’entreposer de grandes quantités de données et I'expertise analytique
nécessaire pour les interpréter [222]. Ces technologies progressent a grande vitesse, d’autres

plate-formes de séquengage ont été développées et sont plus performantes [234].
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1.7. Traitements du VIH.

1.7.1. Les médicaments antirétroviraux.

Depuis 1996, la multi-thérapie est devenue le traitement standard pour traiter les personnes
infectées par le VIH [235]. L'introduction du traitement antirétroviral hautement actif (HAART) a
permis une augmentation spectaculaire du taux de survie des patients infectés [236]. L'objectif
principal de la multi-thérapie est d'atteindre des niveaux plasmatiques d’ARN inférieurs a 50
copies/ml (ou seuil détectable), afin d’éviter la destruction du systéeme immunitaire et I'évolution
de la maladie vers la phase SIDA [237]. Les efforts pour un traitement curatif du VIH ont été,

jusqu’a présent, inefficaces.

Les antirétroviraux (ARV) bloquent une des étapes cruciales du cycle viral du VIH-1. Selon leur
mode d'action pharmacologique, ils peuvent étre divisés en quatre catégories: (1) Les inhibiteurs
de la transcriptase inverse (ITl), lesquels sont divisés en inhibiteurs nucléosidiques (INTI) et
inhibiteurs non nucléosidiques (INNTI); (2) les inhibiteurs de la protéase (IP); (3) les inhibiteurs

de l'intégrase (IN) et (4) les inhibiteurs d'entrée.

1.7.1.2 Les inhibiteurs d'entrée du VIH.

L’entrée virale représente actuellement I'une des cibles les plus attrayantes pour la recherche de
nouveaux médicaments afin de traiter l'infection par le VIH. Telles que décrites ci-dessus, les
principales étapes du processus d'entrée virale sont (i) la liaison de la gp120 virale avec le
récepteur CD4 des cellules T CD4+, (ii) la liaison de la gp120 virale aux corécepteurs soit CCR5
ou CXCR4 et finalement (iii) la fusion des membranes virale et cellulaire. Les inhibiteurs d'entrée

ciblent chacune de ces étapes empéchant ainsi le virus d’entrer dans les cellules [238].
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1.7.1. 2. 1. Les inhibiteurs de CD4 et les inhibiteurs de la liaison CD4-gp120

Plusieurs molécules peuvent inhiber la liaison CD4-gp120. Elles possedent des structures et des

mécanismes d'action différents [238].

PRO 542 (CD4-1gG2), est une protéine recombinante de type fusion, soluble, similaire a un
anticorps. Il s'agit d'une IgG2 humaine chez laquelle les domaines D1 et D2 de CD4 humains
remplacent les parties Fv des deux chaines lourdes et légeres. Elle reconnait des épitopes
discontinus qui chevauchent le site de liaison de CD4 sur la gp 120 du VIH-1 et se lie a celle-ci
[238]. De modestes réductions dans les niveaux plasmatiques d'ARN du VIH-1 ont été
observées dans un essai de phase 1-2 de PRO 542 chez des patients présentant un stade de la

maladie avancé du VIH. Aucune étude supplémentaire de PRO 542 actuellement en cours [99].

Ibalizumab (anciennement TNX-355 ou Hu5A8) est un anticorps monoclonal d'origine murine
humanisé qui se lie au second domaine (C2) de la molécule CD4. Il n'inhibe pas la liaison CD4-
gp120 et il semble exercer son effet antiviral par des changements de conformation post-liaison
qui empéchent le CD4-gp120 lié d'interagir avec les corécepteurs CCR5 ou CXCR4 [239]. C'est
un puissant inhibiteur du VIH-1 in vitro et est synergique lorsqu'il est combiné avec un anticorps
contre la gp120 ou l'inhibiteur de fusion Enfuvirtide. Ibalizumab ne semble pas interférer avec les
fonctions immunologiques qui impliquent la présentation des antigénes. Des études de phase 1
ont montré une activité prometteuse, avec une réduction de 1,5 log10 des taux plasmatiques
d'ARN du VIH-1 entre 14 et 21 jours aprés une dose unique, cependant une résistance est

apparue aprés 9 semaines d’administration. Une étude de phase 2 a montré que cet anticorps
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monoclonal couplé a un traitement de base optimisé entraine une réduction significativement
plus importante de I'ARN plasmatique du VIH par rapport au traitement de base seulement.[99,

238, 239].

Les petites molécules inhibitrices qui bloquent l'interaction gp120-CD4 sont plus prometteuses.
La molécule prototypique BMS-806, a une puissante activité in vitro contre le sous-type B du
VIH-1, mais est moins active contre les autres sous-types et inactive contre le VIH-2 [99]. Le
compose se lie a une région spécifique a l'intérieur de la poche de liaison de CD4 sur la gp120.
Une preuve de concept de son activité antivirale a été démontrée par une étude avec la
molécule BMS-488043 qui a réduit I'ARN plasmatique du VIH-1 a 1 log10 chez des sujets naifs
au traitement antiviral. Cependant, une prise de doses relativement élevées étaient nécessaires
(1800 mg) ainsi ce composé n'est plus en cours de production. Des études in vitro menées avec
BMS-806 ont montré que les aa de la gp120 impliqués dans sa résistance sont ceux entourant la
cavité Phe-43 et le canal qui s'étend a partir de cette cavité vers le domaine intérieur. Des
changements des résidus W112, T257, S375, F382, M426, M434 et M475 dans la gp120 ont été

observés chez les souches résistantes au BMS-806 [238].

Le composé cyclotriazadisulfonamide (CADA) est une nouvelle classe d’inhibiteur d’entrée du
VIH-1 qui cible spécifiquement la molécule CD4 [240]. L’activité in vitro anti-VIH de CADA a été
corrélée a sa capacité de réguler négativement I'expression du récepteur CD4 a la surface
cellulaire. Le composé est actif contre une variété d’isolats cliniques appartenant aux sous-types

duVIH-1A,B,C,D, F, G, H, AE et O [241, 242].
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1.7.1.2. 2. Les inhibiteurs de fusion.

L’enfuvirtide (Fuzeon, ENF, T-20) est un peptide synthétique de 36 aa correspondant aux
résidus 127 a 162 de I'ectodomaine de la gp41 extracellulaire qui imite un fragment HR2 de la
gp41. Sa liaison a la région HR1 perturbe linteraction avec HR2 et bloque la formation de la
structure en faisceau a six hélices et interrompt par conséquent la réaction de fusion [243].
L’efficacité clinique de I'enfuvirtide a été démontrée dans deux études de phase Il [étude TORO]
chez les patients traités. L'enfuvirtide a été approuvé pour le traitement de l'infection par le VIH
en 2003 [238, 244, 245]. L'utilité clinique de ce produit est limitée par sa voie d’administration

injectable, avec des effets secondaires locaux importants au site d’injection.

T-1249 représente une deuxiéme génération d'inhibiteurs de fusion. Cette molécule est un
peptide synthétique de 39 aa et comme l'enfuvirtide, il est basé sur la séquence HR2.
Cependant, il chevauche aussi la région HR1. |l est actif contre les souches VIH-1, VIH-2 et VIS.
Le développement clinique de ce médicament a été interrompu a cause des problemes de

formulation [244] .
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1.7.1.2.3. Les inhibiteurs de CCR5.

Les inhibiteurs de CCR5 sont divisés en trois groupes en fonction de leur mécanisme d’action.
Les grosses molécules, telles que PRO-140, ou des molécules ayant une taille moyenne,
comme Met-RANTES et AOP-RANTES qui sont des ligands naturels de CCR5, rendent le CCR5
inaccessible en le recouvrant. |l existe aussi plusieurs petites molécules inhibitrices dirigées
contre le CCR5 telles que TAK-779, TAK-220, TAK-652, l'aplaviroc, le maraviroc, AK602,

SCH31125 (SCH-C) et le vicriviroc. [238, 246].

PRO-140 est un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le CCR5 qui est actuellement
disponible uniquement pour [l'administration parentérale [247]. Il se lie aux régions
extracellulaires hydrophiles sur CCR5 et inhibe I'entrée du virus par un mécanisme compétitif. En
effet, il inhibe I'entrée du VIH sans empécher la signalisation de chimiokines et donc ne bloque
pas l'activité naturelle de CCR5, contrairement aux petites molécules antagonistes, qui affectent
la signalisation et régulent négativement le CCRS5. La différence au niveau des sites de liaison et
du mécanisme d’action entre PRO-140 et les petites molécules inhibitrices de CCR5 par voie
orale supporte la possibilité de synergie. Plusieurs autres études ont démontré l'efficacité du

PRO-140 in vitro et in vivo [247, 248].

Met-RANTES et aminooxypentane-RANTES (AOP-RANTES) sont deux protéines de RANTES
modifiées dans la partie amino-terminale. CCL5 ou RANTES est une protéine de 9 kDa, une CC-
chimiokine qui agit comme un facteur chimiotactique et un agent d’activation pour plusieurs
cellules du systéme immunitaire, telles que les monocytes, les lymphocytes T et les

éosinophiles. 1l joue aussi un rbéle dans certaines maladies inflammatoires, telles que
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'endotoxémie et la polyarthrite rhumatoide. RANTES se lie a un certain nombre de récepteurs
de chimiokines, comme CCR1, CCR3, CCR4 et CCR5. D’autres CC-chimiokines, tels que MIP-
1a et MIP-1pB, peuvent compétitionner pour la liaison a chacun des récepteurs mentionnés. Met-
RANTES est un dérivé de RANTES, dans lequel un résidu méthionine précéde la séquence des
aa normale et AOP-RANTES résulte du couplage chimique d’'une chaine alkyle a cinq carbones
de la sérine amino-terminale oxydée. lls sont des puissants inhibiteurs de I'infection a VIH-1 des

souches R5 [249].

1.7.1.2.4 Les petites molécules inhibitrices de CCRS.

Les petites molécules inhibitrices de CCR5 (Figure 20) forment une nouvelle classe de
médicaments pour le traitement du VIH-1 [250] Ces molécules agissent au niveau cellulaire et
ciblent I'entrée virale [263,264]. Ces composés agissent en se liant a l'intérieur d’'une cavité
située dans la poche formée par la partie transmembranaire (TM) de CCRS5. Cela crée une
déstabilisation du récepteur vers une conformation que le VIH-1 ne peut pas reconnaitre de
maniere efficace. En empéchant la liaison au CCR5, les petites molécules avortent la fusion et
interrompent le cycle de réplication du VIH-1. Des études de mutagenese de CCRS5 révélent que
plusieurs résidus clés se trouvant dans le domaine TM sont requis pour le fonctionnement des

petites molécules antagonistes CCRS5 afin de bloquer I'entrée du VIH [248].
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Figure 20. Structures chimiques des inhibiteurs du CCRS5: aplaviroc,
maraviroc, vicriviroc, TAK-779, et TAK-220.
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Reproduit avec la permission de [251].

Les résidus clés qui entourent la poche de liaison sont Trp86, Tyr108, Phe109, Thr195, 1le198,
Trp248, Tyr251, Glu283 et Met287. Certains d'entre eux sont présentés dans la Figure 21. Bien
que tous les inhibiteurs partagent un site de liaison commun, la nature des interactions

spécifiques a l'intérieur de la poche est assez unique a chacune des molécules [251].
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Figure 21. Site de liaison partagé par les petites molécules inhibitrices de

CCRS5 au sein du corécepteur CCRS.

Le site de liaison au CCR5, seulement la région transmembranaire a l'extrémité extracellulaire est représenté ici. Les résidus clés
(Trp86, Tyr108, Phe109, Thr195, lle198, Trp248, Tyr251, Glu283 et Met287) qui entourent la poche de liaison sont identifiés. Les
hélices TM sont de couleur rouge et nommés de | a VII. Reproduit avec la permission de [251].

TAK-779 est un anilide d'ammonium quaternaire, produit par la compagnie Takeda Chemical
Industries. Elle a été la premiére petite molécule inhibitrice de CCR5 identifiée (Figure20) [252].
Toutefois, son développement a été stoppé en raison de sa faible disponibilité par voie orale.
TAK-779 posséde des interactions avec Trp86, Glu283, Phe109, Trp248, Tyr251 et lle198. Il est

le seul inhibiteur de CCRS5 qui interagit fortement avec Trp248. Le résidu Tyr108 n'interagit pas
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avec TAK-779 [251]. TAK-220 et TAK 652, sont des structures filles de TAK 779, elles sont

actuellement en essais cliniques [251, 253, 254].

Le Cenicriviroc (TAK-652, TBR-652) est un médicament expérimental pour le traitement de
l'infection par le VIH. Il s'agit d’'un inhibiteur des corécepteurs CCR5 et CCR2. L'inhibition de
CCR2 peut avoir un effet anti-inflammatoire [9, 255]. Une étude clinique contrélée randomisée, a
double aveugle a été réalisée en 2010 pour évaluer son activité antivirale, sa sécurité et sa
tolérabilité. Les patients infectés par le VIH qui ont utilisé le cénicriviroc ont présenté des
réductions significatives de leur charge virale, cet effet persistant jusqu'a deux semaines apres
I'arrét du traitement [255]. Des données de phase Ilb présentées a la conférence sur les
rétrovirus et les infections opportunistes (CROI) 2013 ont montré des taux de suppression virale
de 76% pour les patients prenant 100 mg de Cénicriviroc, 73% avec 200 mg de Cénicriviroc, et
71% avec I'Efavirenz. Les taux de non-réponse étaient plus élevés avec le Cénicriviroc, ce qui

pourrait étre di en grande partie a I'abandon du traitement [255, 256].

L’Aplaviroc (APL), anciennement GSK 873140, est une dikétopipérazine inhibitrice de CCR5
(Figure 20). L’Aplaviroc a montré son activité antivirale avec des toxicités minimales pendant des
études en monothérapie a court terme avec des diminutions moyennes dans la virémie
plasmatique de 2 logs. Cependant, en octobre 2005, GlaxoSmithKline a annoncé l'arrét du
développement clinigue du médicament en raison de I'apparition d’événements inattendus tels
gu’une hépatotoxicité grave [246]. L'APL a des interactions fortes avec Trp86, Glu283, Phe109,

Thr195, et lle198 [251].
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Figure 22. Les résidus de CCR5 impliqués dans I'interaction avec vicriviroc
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Reproduit avec permission de [251].

Le Vicriviroc (VCV) [257] précédemment nommé SCH 417690 ou SCH-D (Figure 22) [258], est
une petite molécule inhibitrice de CCR5 en investigation qui bloque I'entrée du virus VIH-1 a
tropisme R5, efficace a des concentrations nanomolaires. Il est hautement spécifique pour le
corécepteur CCR5 des primates, et a une excellente biodisponibilité orale. |l présente une

activité antivirale a large spectre contre une grande diversité d’isolats avec des valeurs d’EC50
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moyennes comprises entre 0,04 et 2,3 nM. [259]. Les interactions clées du VVC sont avec

Tyr108 sur TM3, Tyr251 sur TM6, Glu283 sur TM7 et lle198 sur TM5 (Figure 22) [248].

Figure 23. Les résidus de CCR5 impliqués dans [linteraction avec le

maraviroc.
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Reproduit avec permission de [251]

Le Maraviroc (MVC, Selzentry, ou Celsentri) [260] (Figure 23), initialement désigné UK-427,857
est un inhibiteur allostérique du récepteur de chimiokines CCRS5, il est utilisé dans le traitement

de l'infection a VIH a tropisme R5. Il a été le premier inhibiteur de CCR5 sur le marché et le seul
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inhibiteur d’entrée par voie orale approuvé a ce jour pour le traitement de l'infection par le VIH
chez les patients adultes naifs aux antirétroviraux ainsi que chez les patients déja traités [270].
Le MVC inhibe la liaison et les événements de signalisation intracellulaire des ligands naturels
de CCR5 comme le C-C motif ligand 3 (CCL3, MIP-1a), CCL4 (MIP-18) et CCL5 (RANTES) et

la redistribution du calcium intracellulaire [261] || a une puissante activité antivirale a des
concentrations nanomolaires (2nmol/L) et une occupation de longue durée du corécepteur
CCRS5. Les données pharmacocinétiques suggérent que I'absorption du médicament est rapide
avec une concentration maximale entre 1 a 4 h. Le MVC est un substrat du cytochrome P450
(CYP3A4) et de la glycoprotéine P. La posologie doit étre ajustée lors de I'administration
concomitante du MVC avec les inhibiteurs du CYP3A4, tels que certains IINNTI, les inhibiteurs
de la protéase, ou des inducteurs tels que les INNTI ou chez les patients présentant une
insuffisance rénale [262]. Le MVC a des interactions fortes avec Trp86, Glu283, Tyr108, Tyr251

et lle198 (Figure 25) [251].

1.7.1.2.5. Les inhibiteurs de CXCRA4.

Le Perixafor (AMD3100) a été le premier agent de faible poids moléculaire anti-VIH ciblant un
corécepteur CXCR4 découvert [262]. Sa puissante activité antivirale contre des souches X4 a
été confirmée dans différentes études in vitro et in vivo [238]. LAMD3100 a permis I'inhibition
des souches de VIH-1 et VIH-2 a des concentrations nanomolaires [262]. Son développement
comme traitement antirétroviral a été interrompu compte-tenu d’effets secondaires importants et
d’activité limitée aux souches X4 [263, 264]. Toutefois, lors des premiers essais cliniques (phase
I) AMD3100, pour le traitement du VIH, une leucocytose importante a été observé. En effet,

AMD3100 augmente le nombre de cellules souches hématopoiétiques CD34+ dans le sang
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périphérique. En combinaison avec le facteur stimulateur des colonies des granulocytes (G-CSF)
'’AMD3100 a permis une augmentation des cellules progénitrices, et ce plus qu’en utilisant le G-
CSF seul [284]. L'entreprise pharmaceutique détenant ce composé a réorienté ['utilisation
clinique de AMD3100, maintenant appelé Mozobil™ vers la mobilisation des cellules souches
hématopoiétiques de la moelle osseuse dans la circulation sanguine pour la transplantation chez

des patients atteints de tumeurs malignes hématologiques [243, 261,285-291].

Des études ultérieures ont identifié quelques dérivés de 'AMD3100 qui présentent une activité
antivirale puissante. L'un de ces composés, AMDO070, montre une bonne biodisponibilité orale et
semble étre bien toléré [265-267], mais son développement a été suspendu en raison de

changements histologiques au niveau du foie et de ’hépatotoxicité chez des animaux [262].

KRH-1636 est un autre antagoniste de CXCR4 puissant et sélectif qui a une activité antivirale
similaire a AMD3100 contre les souches a tropisme X4. Des études menées chez le rat ont
montré que ce médicament ne peut pas étre développé en tant qu’agent anti-VIH-1 en raison de

sa mauvaise biodisponibilité par voie orale [268, 269].

KRH-3955 est un dérivé de KRH-1636 qui est biodisponible lorsqu’il est administré par voie orale
avec une activité anti-VIH-1[268] beaucoup plus puissante quAMD3100 et KRH-1636 [269], il a
été développé par une combinaison de modifications chimiques. Ce composé est un puissant
inhibiteur de la réplication de souches de VIH-1 a tropisme X4. Il est également actif contre des
virus de VIH-1 recombinants a tropisme X4 contenant des mutations de résistance aux INTI, aux

IP et a 'Enfuvirtide. Il inhibe a la fois la liaison de SDF-1a et au corécepteur CXCR4 ainsi que la
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signalisation intracellulaire via le récepteur, il s’agit d’'un nouvel agent prometteur pour l'infection

au VIH-1[268].

Des nouveaux antagonistes de CXCR4 (AMDO070 2e, 2k, 3a et 4a) ont été identifiés en modifiant
la molécule AMDO070. Ces molécules sont des antagonistes inhibiteurs de la signalisation de
calcium induites par SDF-1 et sont de puissants inhibiteurs de la réplication virale. Selon les
données provenant des études pharmacocinétiques, ces composés sont en études de

toxicologie chez les rongeurs [270].

1.7.1.2.6 Vaccins et anticorps neutralisants ciblant I’enveloppe du VIH-1.

L’énorme diversité du VIH-1 au niveau mondial constitue I'un des plus grands défis pour le
développement d’'un vaccin efficace. Des récentes recherches ont souligné I'importance des
anticorps spécifiques ciblant 'Env du VIH-1 et le contrbéle virologique par médiation de
lymphocytes T CD8+ mais la stratégie optimale pour affronter la diversité de séquence du VIH-1
demeure inconnue. [271]. Plusieurs stratégies traditionnelles pour la vaccination contre le VIH
ont été tentées a ce jour : vaccin avec virus inactivé, vaccin vivant atténué [210], les candidats
de vaccins sous forme de protéines structurales en forme native ou dénaturalisée, pseudo-
virions (virus-like particles: VLP), vaccins sous-unitaires a base de protéines, vaccins
recombinants peptides simples, vaccins a ADN plasmidique et vaccins vivants recombinants
utilisant des vecteurs viraux ou bactériens qui favorisent l'induction de réponses immunitaires

cellulaires [271-273].
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Les résultats prometteurs de I'essai clinique de phase Il (RV144) mené en Thailande en 2009
avec le vaccin vivant recombinant ALVAC-HIV ® (vCP1521) et stimulé aprés avec VaxGen
gp120 B/E (AIDSVAX ® B/E) ont révélé une efficacité de 31.2% en terme de prévention des

infections. Cet essai a donné un nouvel espoir de trouver un vaccin anti-VIH [274].

Historiguement, les premieres tentatives de vaccination avec des antigénes a base de 'Env du
VIH-1 ont utilisé la gp120 monomérique. Les réponses humorales qui ont été obtenues étaient
relativement faibles et les anticorps neutralisants étaient dirigés contre un spectre trés limité de
souches virales sensibles, lesquelles ne représentent pas la majorité des souches circulants.
Malgré les efforts de plus de deux décennies, les immunogénes a base de la boucle V3 n'ont pas
réussi a induire une réponse d’anticorps neutralisants robuste. L'explication la plus probable est
que la boucle V3 n'est pas bien exposée dans la conformation de 'Env de VIH-1 non liée au
CD4. Les analyses de liaison de l'anticorps chez les animaux immunisés avec de la gp120
monomeérique ont révélé une forte liaison a la gp120 monomérique mais tres faible liaison a 'Env

trimérique [275].

Des mutations au niveau de l'enveloppe pourrait causer des changements structurels de
I'structure tertiaire de I'enveloppe qui exposeraint des épitopes de neutralisation qui ne son pas
normalement exposés dans I'structure native. Les anticorps monoclonaux sert pour étudier

'impact des mutations sur la structure tertiaire de I'enveloppe [133].

Dans une étude d’association entre la résistance virale aux anticorps neutralisants a large spectre
et le tropisme virale Pfeifer et collaborateurs ont trouvé une association statistiquement

significative entre la résistance virale aux anticorps PG9, PG16 et le tropisme X4. L’analyse des
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virus traités avec l'anticorps PGT128 a indiqué que certains anticorps peuvent conduire une
population virale vers le développement du tropisme CXCR4. Ces résultats on mis en évidence
'importance de tenir compte d’un biais de l'utilisation de corécepteur dans I'analyse de I'efficacité
d’'un vaccin contre le VIH et dans [lutilisation passive des anticorps comme approche

thérapeutique [276].

Plusieurs anticorps monoclonaux neutralisants de large spectre bNmAbs, de I'anglais broadly
Neutralizing monoclonal Antibodies, ayant une activité de neutralisation puissante contre un
grand nombre de souches virales on été isolés récemment. Certains de ces anticorps
neutralisent jusqu'a 90% des souches circulantes, ce qui témoigne d'une grande conservation

des épitopes des différentes souches [277].

Certains anticorps sont dirigés contre le site de liaison de CD4 (CD4bs) de la gp120. L’anticorps
monoclonal b12 empéche la fixation de la gp120 sur le CD4. Cet anticorps posséde une région
CDRH3 inhabituellement longue en forme de doigt qui lui permet d’obstruer la cavité du site de
liasison au CD4. Récemment de nouveaux anticorps monoclonaux humains neutralisants a large
spectre, dirigés contre le site de liaison au CD4, ont été isolés a partir de donneurs VIH-1
positifs. Il s’agit des anticorps VRCO01, VRC02, VRCO03 et NIH45-46. VRCO1 est capable de
neutraliser environ 90% du virus VIH-1 circulant et peut induire des changements
conformationnels dans le monomeére de la gp 120 similaires a ceux induits par le CD4 [278].
L'analyse de linteraction de VRCO1 avec la gp120 montre qu'il couvre 98% du site cible
comprenant 1 089 A? du domaine externe de gp120, environ 50% de plus que la surface utilisée
par le CD4 730 A2 La surface de contact de VRCO1 est essentiellement limitée au domaine

externe et évite les zones de flexibilité conformationnelle [250]. NIH45-46 est une variante plus
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puissante du VRCO1 isolé du méme donneur. Cependant, cet anticorps comprend une insertion
de résidus dans les quatre CDRH3 acquis par hypermutation somatique. La surface de liaison
primaire est le domaine extérieur, y compris la boucle de liaison au CD4, la boucle D, et la
boucle V5. La différence la plus notable entre VRCO01 et NIH45-46 est linsertion de quatre

résidus (résidus 99a-99d) au niveau de CDRH3 [279].

L’anticorps monoclonal largement neutralisant, HGN194, est dirigé contre le site de liaison au
corécepteur de la gp120 (corécepteur CCR5 ou CXCR4). Il reconnait un épitope linéaire
conservé dans la région variable V3 situé au sein du domaine d’interaction avec CCR5 ou
CXCR4. Le site de liaison au corécepteur est trés immunogéne, cependant il est exposé de
facon transitoire, lors de la fusion des membranes virale et cellulaire, aprés la liaison de la gp120

au CD4, ce qui limite fortement son accessibilité [280].

Certains anticorps neutralisants a large spectre comme 4E10, 2F5 et Z13 ciblent des épitopes au
niveau de la gp41 [281]. L’anticorps 2F5 posséde une forte activité neutralisante contre une
grande quantité d’isolats primaires du VIH-1. L’épitope ciblé est une séquence de six acides
aminés (ELDKWA) située prés de l'extrémité C-terminale de I'ectodomaine de la gp41, a
proximité du domaine transmembranaire. Ce segment de la gp41 représente une des rares
régions du complexe de glycoprotéine de I'enveloppe accessible aux anticorps. La séquence
ELDKWA est assez bien conservée parmi les souches de VIH-1 [281]. Plus tard,
NEQELLELDKWASLWN a été identifiée comme un épitope fonctionnel reconnu par un anticorps
neutralisant également compatible avec les structures et les fonctions de 2F5 [282].
L’anticorps 4E10 est capable de neutraliser une gamme extrémement large d’isolats primaires

chez pratiquement tous les sous-types. Son épitope NWFDIT est situé sur 'ectodomaine de la
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gp41[283]. L’anticorps humain Z13 est dirigé contre des épitopes adjacents hautement

conserves dans le MPER de la sous-unité gp41 de la glycoprotéine d’Env [284].

Un anticorps monoclonal humain largement neutralisant, I'anticorps 2G12, qui reconnait un
épitope conformationnel impliquant des N-glycanes relativement conservés a été identifié a partir
des cellules mononucléées du sang périphérique de sujets VIH-1 positifs asymptomatiques, a
cause de sa structure inhabituelle lui permettant une interaction de plus forte affinité qu’un

anticorps classique [216].

Deux anticorps monoclonaux neutralisants de large spectre, le PG9 et le PG16, lesquels
reconnaissent un épitope exprimé exclusivement sur la glycoprotéine d’enveloppe trimérique, ont
été générés a partir de lymphocytes B d’'un donneur africain dont le sérum contenait des

anticorps neutralisants a large spectre [285-287].

La caractérisation de ces anticorps largement neutralisants dans les sérums de sujets infectés
est importante pour connaitre leur structure afin d'orienter la conception d'immunogénes
potentiels pour le développement de vaccins présentant les épitopes majeurs de neutralisation

[288]
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1.7.1.2.7 Les inhibiteurs de CCR5 comme candidats dans le développement
de microbicides et autres stratégies de type prophylaxie pré-

exposition (PrEP)

La PrEP consiste a administrer des antirétroviraux a des individus a haut risque d’infection par le
VIH dans le but d’empécher l'infection. Les médicaments utilisés pour la PrEP peuvent étre
administrés par différentes voies : orale, gel rectal/vaginal (généralement appelés microbicides)
ou par injection [184]. La combinaison de Ténofovir et d'Emtricitabine (Truvada) a été approuvée
aux Etats Unis et au Canada pour les hommes homosexuels et les hommes ayant des rapports
sexuels avec des hommes (HSH) [95] ainsi que pour les hommes et les femmes hétérosexuels
qui sont a haut risque de transmission sexuelle du VIH [93]. Des études sont en cours pour
évaluer de nouveaux schémas d’administration et de nouveaux antirétroviraux a longue action.

Les microbicides sont des médicaments topiques intravaginaux et intrarectaux congus pour
diminuer les risques de transmission du VIH lors de rapports sexuels. Les microbicides peuvent
étre formulés sous forme de gels semi-solides, de crémes vaginales, de films ou de tablettes
[289]. Un microbicide idéal doit étre non seulement efficace, sécuritaire et convivial mais
également abordable dans les pays a ressources limitées [213]. Le succés ou I'‘échec d'un
microbicide est déterminé par la pharmaco-cinétique du produit, I'activité antivirale et la toxicité
potentielle du produit. Les concentrations du produit varient de fagon importante dans le tractus
génital apres I'administration orale. Par exemple, la concentration de MVC dans le liquide
cervico-vaginal est presque deux fois plus élevée que son niveau plasmatique supportant son

utilisation comme microbicide [290].
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Cing types de microbicides topiques ont été évalués a ce jour. On peut les catégoriser en
fonction de leur mode et le site d'action : 1- les microbicides a base de surfactants perturbateurs
de membrane 2- les microbicides protecteurs de milieu, 3- les microbicides utilisant des
antirétroviraux agissant apres l'entrée du VIH chez les cellules hoétes, 4- les microbicides
composés d’inhibiteurs d'entrée du VIH et 5- les microbicides avec des mécanismes d’action
inconnu. Les premiéres études de microbicides basés sur les surfactants comme le Nonoxyl 9
ont été décevantes, démontrant une augmentation du risque d’infection probablement associée a

la toxicité des produits [289].

Le ténofovir, a été le premier médicament antirétroviral a démontrer sa capacité comme
microbicide dans des modéles animaux en prophylaxie pré et post-exposition contre la
transmission sexuelle du VIH-1. Il a par la suite été évalué en tant que microbicide vaginal lors
d’essais cliniques. Une preuve de concept de l'efficacité du ténofovir en gel microbicide pour
prévenir I'infection par le VIH a été établie par I'étude CAPRISA 004 qui a montré une protection
de l'ordre de 39%. L’étude VOICE MTN-003, qui a testé I'utilisation de trois différentes stratégies
de prévention du VIH chez les femmes : le gel de ténofovir 1%, le ténofovir oral et le TDF/FTC,
n’a pas montré de problemes de sécurité liés a l'utilisation des trois produits testés. Toutefois,
des résultats préliminaires ont montré qu‘aucun produit n’était efficace par rapport aux placebos
pour réduire le risque d'infection. A cause des grandes quantités de données recueillies lors de
cette étude les résultats des analyses seront disponibles dans les prochains mois [289]. Deux
autres essais cliniques sont en cours, I'étude FACTS sur le gel ténofovir 1 % ainsi qu’une étude

qui teste I'innocuité d’'un anneau vaginal a base de dapivirine [291].
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Les inhibiteurs d’entrée sont des candidats potentiellement intéressants pour ['utilisation sous
forme de microbicides. Des polyméres qui bloquent I'attachement et la fusion des membranes
virales et cellulaires sont a I'étude. Grace a leur charge négative, les polyméres anioniques
interagissent avec les protéines d'enveloppe virale et interférent avec la fixation du virus aux
cellules cibles [289]. Le composé CMPD167 a base de cyclopentane protége les macaques dans
un modele d’infection vaginale par le virus a tropisme R5 SHIV-162P3 et agit en synergie avec

d'autres inhibiteurs [292].

L’inhibiteur de CCR5 MVC a été évalué comme microbicide vaginal dans un modéle d’infection
de macaques rhésus avec des virus R5 (SHIV-162P3). Les résultats montrent une protection
dose-dépendante [293]. MD3100 et TAK779 offrent quant a eux une protection incompléte.
L’inclusion de I'anticorps b12 et I'IgG2 anti-CD4 qui ciblent la gp120 réduit I'infection des cellules

T et des cellules dendritiques de plus de 95 % dans des cultures cellulaires [289].

C52L, un peptide inhibiteur de la fusion virale médiée par gp41, est un inhibiteur puissant de
I'infection virale et reste actif contre des souches de VIH-1 résistantes. Son efficacité a été
confirmée contre le VIS [294]. Un inhibiteur de fusion, la cyanovirine-N, une lectine purifiée a
partir d’'une cyanobactérie qui inactive irréversiblement diverses souches de VIH a été évalué
dans des essais cliniques de Phase | comme microbicide topique [295]. La cyanovirine-N inhibe
la liaison de la gp120 au CD4, au corécepteur CCR5 et la fusion membranaire entre la cellule
héte et le VIH. Elle contient deux sites de liaison d'hydrate de carbone d’affinités différentes qui
se lient sélectivement avec une affinité nanomolaire pour les structures de mannose man8 D1D3
et Man9. La cyanovirine-N se lie a la glycoprotéine d'enveloppe virale gp120 du VIH-1 avec une

affinité nanomolaire, et la liaison est médiée par ces mémes interactions de I'oligomannose
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[288]. Différentes formulations de cyanovirine-N, comprenant celles exprimées par les
lactobacilles, sont en cours de développement [296]. Le carraghénane, un polysaccharide sulfaté
est un microbicide vaginal dérivé d'une algue rouge. Il bloque I'infection des cellules épithéliales
du col utérin et des macrophages. Les résultats suggerent qu’il est sécuritaire mais son efficacité
est mise en doute, le nombre d’infections se produit a un niveau similaire que dans le groupe

placebo [297] .

Le PRO2000 est un polymére sulfoné qui lie la gp120, le CD4 et le corécepteur CXCR4 sur la
surface cellulaire et interfére avec I'entrée du VIH. |l posséde une activité in vitro contre les
souches a tropisme X4 et R5 du VIH [297]. Une autre approche prometteuse est I'utilisation
d'inhibiteurs d'entrée dendriméres comme microbicides. Les dendriméres sont des
macromolécules hautement ramifiées synthétisées a partir d'un noyau polyfonctionnel, avec des

branches intérieures et des groupes de surface adaptés a des objectifs spécifiques [289, 298].

1.8. Résistance aux médicaments contre le VIH-1

Malheureusement, le VIH-1 ne peut étre éradiqué par la thérapie en raison de l'existence des
réservoirs viraux [299]. Les patients qui recoivent une multithérapie doivent donc rester sous
traitement tout le long de leur vie et faire face aux effets secondaires et a I'émergence des virus

résistants [300].

La résistance du VIH-1 aux antirétroviraux est définie comme la capacité du virus a se répliquer
malgré la présence d'un médicament antirétroviral. Elle résulte de la présence de mutations dans

le génome viral [263]. Des mutations sont sélectionnées au niveau des génes codant les



protéines cibles des antirétroviraux comme la transcriptase inverse (Tl), la protease (PR),
l'intégrase (IN) ou la gp41. Les protéines modifiées deviennent résistantes aux antirétroviraux

concernés [301].

Les raisons possibles de [I'échec virologique d'un traitement antirétroviral sont les taux
plasmatiques sous-optimaux ou inadéquats de médicaments, la non adhérence aux
médicaments (en raison d'un certain nombre de facteurs), les interactions médicamenteuses
négatives, la résistance préexistante aux médicaments et la résistance acquise aux

médicaments [302].

La barriere génétique a la résistance est définie par le nombre de mutations nécessaire pour que
le virus surmonte la pression sélective d’'un médicament et devienne résistant a celui-ci. Les
régimes thérapeutiques avec une haute barriere génétique a la résistance nécessitent un plus
grand nombre de mutations pour rendre le traitement inefficace. Les régimes thérapeutiques
avec une faible barriére génétique a la résistance sont ceux qui nécessitent moins de mutations
critiques pour rendre le traitement inefficace. A titre d’exemple, les régimes contenant trois
inhibiteurs de la transcriptase inverse : abacavir [ABC], lamivudine [3TC], et ténofovir [TDF], et
didanosine [ddl], 3TC et TDF ont été associés a des échecs précoces compte-tenu de I'impact

de la mutation M184V sur l'efficacité du 3TC [303].

La résistance peut étre classée comme résistance primaire qui est définie comme étant la
résistance observée chez les individus infectés par le VIH nouvellement diagnostiqués et naifs

de traitement chez qui la résistance est due a la transmission d'une souche de VIH-1
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pharmacorésistante. La résistance secondaire est définie comme la résistance émergente chez

les personnes recevant déja un traitement [301].

La résistance naturelle indique I'absence de sensibilité d’'un virus aux antirétroviraux, comme
c’est le cas des INNTI qui n'ont pas d’activité sur le groupe O du VIH-1 et sur le VIH-2. lls sont
des porteurs naturels d’'un polymorphisme, T181C/I (tyrosine—cystéine/isoleucine) ou T188L

(tyrosine—Leucine) qui résulte en résistance naturelle aux INNTI [304].

La résistance croisée est définie comme la résistance aux médicaments auxquels le virus n'a
jamais été exposé. Elle est le résultat des mutations qui ont été sélectionnées par l'utilisation
d'un autre médicament. Elle est en général limitée aux molécules au sein d'une classe d'agents

antirétroviraux. Toutes les classes de médicaments sont concernées [301].

Comme pour toutes les classes d’antirétroviraux, le VIH-1 peut également développer une

résistance aux petites molécules inhibitrices de CCR5 [305].

1.8.1 Résistance aux inhibiteurs de CCR5

1.8.1.1 Résistance aux inhibiteurs de CCRS5 in vitro

Le mode le plus intuitif de résistance a un inhibiteur CCR5 serait d’évoluer vers l'utilisation d’'un
corécepteur alternatif se manifestant par le changement de tropisme R5 vers X4. Cependant,
quand un isolat primaire R5 est soumis a la pression de sélection d’un inhibiteur de CCR5 dans
des cellules primaires, les virus résistants gardent habituellement le phénotype R5 méme

lorsque le CXCR4 est disponible en abondance. L’explication la plus plausible de ce résultat



paradoxal est que les variantes transitoires vers l'acquisition du phénotype CXCR4 ont une
capacité réplicative inférieure au virus de départ et/ou sont plus sensibles au médicament de
sélection utilisé [305]. A ce jour, les données sur la résistance aux inhibiteurs de CCR5
démontrent davantage des mécanismes de résistance qui n'impliquent pas de changement de
tropisme soit la résistance compétitive et la résistance non compétitive par analogie avec
l'inhibition enzimatique compétitive et non compétitive. L'action d'un antagoniste compétitif est
réversible et peut étre surmontée en augmentant la dose de I'agoniste. L'agoniste et
I'antagoniste se lient au méme site sur le récepteur [202]. Cela permet d’obtenir une courbe
dose-réponse qui se déplace vers la droite. Le plateau maximal d’inhibition reste inchangé (MPI).
Le degré de déplacement de la courbe vers la droite est lié a I'affinité de I'antagoniste et a la
dose utilisée. Quand la dose est élevée, plus d’agoniste est nécessaire pour vaincre la réponse.
Dans le cas ou I'antagoniste a plus d’affinité il y a plus de décalage de la courbe (I‘affinité est la
force de l'interaction antagoniste-récepteur) et donc plus d’agoniste est nécessaire pour bloquer
cette interaction. Dans le cas des inhibiteurs de CCR5, la résistance compétitive découle d’une
augmentation d’affinité pour le CCR5 ou de I'acquisition d’'une cinétique de fusion plus rapide
aprés I'engagement du CCRS. [192]. Elle se traduit par une augmentation de I'lC50 de l'inhibiteur

(Figure 24).
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Figure 24. Résistance aux inhibiteurs du corécepteur CCRS.
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Les changements dans la structure Env permettent au virus de faire un usage plus efficace des récepteurs
inoccupés. Des concentrations plus élevées d'inhibiteur sont indispensables pour atteindre les niveaux d'occupation
du récepteur nécessaires pour l'inhibition. Cela a pour effet d'augmenter la valeur IC50 de [l'inhibiteur, l'inhibition
maximale est toujours possible. Reproduit avec la permission de [192].
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Figure 25. Résistance aux inhibiteurs de corécepteurs.
La résistance non compétitive.
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Des changements dans I'env permettent au virus d'utiliser des récepteurs occupés mais avec une efficacité moindre
que les récepteurs inoccupés. Cela a pour effet de réduire l'inhibition maximale de 100%. La valeur d’IC50 est
inchangée. Reproduit avec la permission de [192].
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Dans le cas de la résistance non compétitive (Figure 25), les antagonistes non compétitifs ou
allostériques se lient sur le récepteur dans un site différent du site de I'agoniste. L’action d'un
antagoniste non compétitif ne peut pas étre surmontée par I'augmentation de la dose d'agoniste
parce que les sites de liaison agonistes et antagonistes sont différents, donc I'agoniste ne
déplacera pas la molécule d’antagoniste. Cet effet donne une courbe dose-réponse qui ne se

déplace pas vers la droite [201, 202].

Les valeurs d’'IC50 d’un inhibiteur sont équivalentes a celles du virus sensible. La résistance est
mise en évidence par la détermination du plateau des courbes d’inhibition du virus en dessous
de 100 % d’inhibition. L’ampleur de la réduction de la hauteur du plateau peut étre quantifiée
comme le pourcentage d’inhibition maximale (MPI ou maximal percentage of inhibition). Dans le
cas des inhibiteurs de CCR5 ce refléte la capacité de la gp120 a reconnaitre la conformation du
CCRS5 liée a l'inhibiteur. Par exemple, le MPI peut étre élevé (> 80 %) ce qui signifie une capacité
relativement inefficace de la gp 120 a utiliser le corécepteur CCRS5 lié a l'inhibiteur. Un MPI faible
(< 20 %) signifie la capacité relativement efficace de la gp120 a utiliser le CCRS lié a l'inhibiteur
[18]. Il est peu probable que ce type de résistance émerge suite a la pression sélective d’'un
inhibiteur compétitif . Il semblerait plus probable pour les inhibiteurs allostériques qui induisent
des conformations CCR5, qui ne sont généralement pas compatibles avec ['activité du
corécepteur [192]. Il existe deux types d’inhibitions compétitives (pure et mixte). Dans la pure la
liaison de l'inhibiteur n’as pas d’effect sur la liaison du agoniste, mais dans la mixte la liaison de
l'inhibiteur au récepteur peut causer un changement de conformation qui répercute sur le site de

'agoniste. Cette derniére est la plus fréquente [200].
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Génotypiquement la résistance a été associée a une variété de mutations d’acides aminés tout
le long du géne env qui impliquent le plus souvent la boucle V3, mais dont I'effet sur la sensibilité
aux meédicaments dépend du squelette d’Env dans lequel ils sont introduits. Quand
l'isolat CC1/85 et l'isolat RU570 du sous-type G ont été cultivés en présence de maraviroc, une
résistance compléete est survenue aprés 16 et 18 passages, respectivement. Les changements
dans V3 expliquaient la résistance des deux virus : les substitutions A316T et 1323V ont affecté
le phénotype de CC1/85, et une délétion de trois résidus (AQAI au niveau des résidus 315-317)
était responsable de la résistance pour RUS570 [306]. Lors d’'une étude de résistance avec la
molécule AD101, un précurseur de vicriviroc, quatre changements d’acides aminés ont été
cartographiés dans la boucle V3 de la gp120: le polymorphisme H308P a rapidement été
sélectionné, puis trois substitutions de novo (K305R, A316V, et G321E) ont eu lieu

successivement et étaient suffisantes pour conférer une résistance compléte [305].

Au niveau moléculaire, le modeéle actuel suggeére que la gp120 se lie a CCR5 sur deux sites
distincts : le feuillet de liaison et les résidus sur la tige et a la base de V3 lient la tyrosine-sulfaté
N-terminale de CCR5. La couronne de V3 interagit avec la région extracellulaire 2 ECL2 de
CCR5 [307]. Les inhibiteurs de CCR5 peuvent affecter principalement la conformation ECL2, et
les virus résistants deviennent plus dépendants de I'interaction avec I'extrémité N-terminale de
CCRS5. Des changements de séquence d’env des variants résistants pourraient directement ou
indirectement modifier la conformation de la boucle V3, de sorte que sa couronne n’a plus besoin

d’interagir avec la région ECL2 de CCR5 pour médier I'infection [305].

Le principal mécanisme de résistance au MVC et au VCV semble étre la capacité du virus a

utiliser le corécepteur CCRS5 indépendamment de sa liaison au maraviroc a la suite de la
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sélection de plusieurs mutations dans la boucle V3 de la gp120 [261, 308]. Ceci rend le virus
plus dépendant de I'extrémité N-terminale de CCRS5 [309] par rapport aux virus présentant des
mutations dans d'autres régions de la gp120 ou gp41 qui ont aussi été décrits [310, 311]. Aucune

résistance croisée n’a été documentée parmi les inhibiteurs de CCR5 [269, 312].

1.8.1.2. Résistance aux inhibiteurs de CCR5 in vivo.

Dans une étude de phase 3 d'un traitement avec le MVC et un traitement de base optimisé
(TBO) chez des patients traités avec seulement des virus R5 présents au debut de I'étude
(MOTIVATE 1 et 2), des virus X4 ou D/M ont été détectés chez 76/133 (~ 57%) des sujets qui
ont échoué au traitement, comparativement a seulement 6/95 (~ 6%) qui ont échoué au TBO
plus le placebo [313]. Dans un essai de phase 3 chez des sujets naifs au traitement (MERIT), les
virus X4 ont été détectés a I'échec virologique dans 10/35 (31%) des participants recevant le

maraviroc en tant que traitement de premiére intention [54, 314].

L'émergence de la résistance au VCV a été évaluée dans une étude de phase 2 chez des sujets
naifs au traitement (P03802) et des sujets expérimentés au traitement (ACTG5211 et
P03672/VICTOR-E1) [315, 316]. Dans I'essai ACTG5211, seulement un sujet a développé de la
résistance au VCV pendant le traitement, et I'isolat résistant possédait plusieurs changements
dans la boucle V3. Toutefois, ces changements ont été associés a une perte de la capacité
réplicative du virus. Les virus susceptibles au VCV ont réapparu apreés l'arrét du traitement. Dans
les essais cliniques P03802 et P03672, les virus de 4 et 5 sujets ont développé la résistance
phénotypique au VCV, respectivement et ce malgré le fait que I'étude P03802 fut arrétée

prématurément en raison d'un taux d'échec élevé dans les groupes a faible dose. L’analyse des

93



virus des 4 sujets de P03802 n'a pas réussi a identifier des mutations dans la gp160 associée a

la résistance au VCV [317].

1.8.2 Résistance aux inhibiteurs de CXCRA4.

La résistance aux inhibiteurs de CXCR4 est moins bien documentée que la résistance aux
inhibiteurs de CCR5. Des mutations dans la boucle V3 de la gp120 et dans d'autres régions de la
gp120 de VIH-1 (V1, V2 et V4) ont été associées a la résistance aux inhibiteurs de CXCR4 [318-

320], y compris une suppression de cing acides aminés dans le domaine V4 [238].

1.8.3 Résistance aux inhibiteurs de fusion

Le mécanisme de résistance a I'enfuvirtide (T20) est associé a I'apparition de mutations dans sa
partie HR1 au niveau des acides aminés 36 a 45. Ces mutations empéchent la liaison de la

molécule. Elles incluent: Q40H/K/P/T, N42D/T,N43D/K/S, N42T+N43S, L44M et L45M [205].

1.8.4 Evaluation de la résistance

La résistance a un médicament est le résultat de mutations au niveau d'un nombre limité de
positions dans le géne codant pour la protéine ciblée par le médicament d'intérét. En raison de
I'’énorme quantité de données disponibles sur les mutations donnant lieu a une résistance, il est
possible de déduire le niveau de résistance phénotypique qui est la mesure directe de la

sensibilité des virus directement par la culture du virus en présence de concentrations
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croissantes de la molécule d’intérét. Les lignes directrices québécoises ainsi que celles du
département américain de services et de santé et sociaux (DHHS), de la société internationale
de SIDA et les directives européennes recommandent d’effectuer un test de résistance a
différents moments du suivi: en primo-infection, avant l'initiation du traitement, lors d’'un échec

thérapeutique, dans le cas d’'une femme enceinte avec virémie, etc. [285-287].

La meéthode phénotypique analyse [linhibition de la réplication virale en présence de
concentrations croissantes du médicament générant ainsi une courbe dose-réponse sigmoidale
qui représente la concentration de la molécule qui inhibe la réplication virale de 50 % (IC50).
L’IC50 d’'un médicament ne traduit pas l'activité in vivo du médicament parce que l'inoculum du
virus et les cellules utilisées dans un test phénotypique souvent ne reflétent pas les conditions in
vivo. Les tests de sensibilité phénotypique déterminent I'activité antivirale d’'un médicament par

rapport a la souche sauvage [280, 285].

Trois tests phénotypiques commerciaux sont disponibles: PhenoSense de Monogram
Biosciences, Antivirogram de Virco et Phenoscript de Eurofilm. Le test PhenoSense mesure
directement la sensibilité des virus des patients aux inhibiteurs de transcriptase inverse et de
protéase. Tout d’abord les génes gag et pol sont amplifiés

a partir d’'un échantillon de plasma du patient. Le segment est cloné dans un vecteur viral avec
le géne rapporteur luciférase. Les virus recombinants sont transfectés dans des cellules et les
particules virales sont recueillies aprés la transfection et utilisées pour infecter des cellules
cibles. Des dilutions sériées des inhibiteurs de Tl et PR sont ajoutées a I'étape de l'infection. La
sensibilité aux médicaments est mesurée en comparant l'activit¢ de luciférase produite en

présence et en l'absence de la drogue. Les virus sensibles produisent des faibles niveaux
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d'activité de luciférase en présence des inhibiteurs de la Tl et PR, alors que les virus présentant
une sensibilité réduite a ces médicaments produisent des niveaux plus élevés d'activité
luciférase. Le principal avantage des tests phénotypiques est qu'ils mesurent directement la
sensibilité aux médicaments et offrent I'avantage important de mesurer les effets cumulatifs des
mutations complexes. Leur évaluation ne dépend pas des algorithmes ou des bases de
données. lIs sont capables de démontrer les effets de combinaisons complexes de mutations.
Les principales limites des tests de phénotypage sont la longue durée d’obtention des résultats

et les codts [280].

Une autre méthode pour mesurer la résistance aux médicaments est le test génotypique qui est
fondé sur I'analyse des séquences des génes viraux (protéase,transcriptase inverse,intégrase, et
enveloppe) ciblés par la thérapie. La détermination du génotype est I'approche standard pour
évaluer la résistance en clinique. La séquence des acides aminés est comparée soit a la
séquence d'une souche de type sauvage ou d'une séquence d'acides aminés consensus de type
sauvage. Les différences entre la séquence d’'un isolat clinique et la séquence de type sauvage
de référence générent une liste de mutations. Chaque mutation est désignée par une lettre de
I'acide aminé de type sauvage, suivie de la position de I'acide aminé, suivie par la lettre de la
mutation présente dans la séquence. Par exemple, la mutation de la TI M184V indique qu‘il a
une Valine (V) au lieu d’'une méthionine (M) a la position 184 du virus séquencé. Parce que le
séquencage direct est réalisé sur une population de virus, il n'est pas rare détecter plus d'un
acide aminé a une position. Par exemple la notation M184M/V veut dire que M et V ont toutes
deux été détectées a la position 184. Il y a une dizaine de systémes d'interprétation du profil
mutationnel couramment utilisés. D’autres méthodes utilisées aujourd’hui sont le

pyroséquencage lequel permet de séquencer les populations minoritaires de quasi-espéces
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virales et la PCR alléle spécifique laquelle est utilisée pour la recherche de mutations ponctuelles

[280].

Le phénotypage virtuel est une intégration des deux premiéres approches. Le virus a analyser
est séquencé et les mutations sont identifiées et comparées a une base de données
génotypique/phénotypique composée de virus préalablement séquencés pour lesquels le
phénotype est connu. Les résultats du phénotype virtuel sont rendus comme une estimation
calculée d’'un phénotype théorique. La fiabilité de cette méthode est mise en doute quand le

profil génotypique est rare [280, 288].

1.9 Interactions médicamenteuses.

Les médicaments produisent des effets thérapeutiques par différents mécanismes, par exemple
en interagissant avec les enzymes intracellulaires, la synthése protéique ou nucléique, le
transport membranaire et/ou les récepteurs cellulaires. Un récepteur cellulaire est une protéine
de surface ou intracellulaire qui va reconnaitre une molécule de maniere spécifique et permettre
sa fixation. Cette molécule est appelée ligand. La liaison ligand-récepteur va provoquer un signal

biologique lequel sera transmis a I'intérieur de la cellule par un mécanisme de transduction [321].

Lorsque un ligand se fixe sur un récepteur, il peut I'activer (agoniste) ou le bloquer (antagoniste)

[322]. Un agoniste est un médicament qui se lie a un récepteur et produit une réponse

fonctionnelle. Un antagoniste bloque I'effet d'un agoniste [323].

97



La combinaison des médicaments antirétroviraux a eu des nombreuses avancées dans le
traitement contre le VIH pendant la derniére décennie. Elle a eu un grand impact sur la réduction
de la morbidité et de la mortalité des personnes infectés. L'objectif de la combinaison des
antirétroviraux est la suppression a long terme des niveaux d’ARN du VIH-1 plasmatique en
dessous de 50 copies/ml chez les patients infectés par le VIH. La suppression virale est
nécessaire pour contréler I'évolution de la résistance aux médicaments, réduire l'activation
immunitaire chronique, ainsi que la morbidité et la mortalité chez les patients. Elle permet aussi

de réduire la transmission du virus résistant aux médicaments [324] .

L'utilisation de combinaison de molécules permet de viser des cibles multiples, plusieurs sous-
populations virales ou cellulaires, ou plusieurs maladies simultanément. L'utilisation de
médicaments ayant des mécanismes d'action différents permet de traiter les malades plus
efficacement. A cause des avantages thérapeutiques, les combinaisons de médicaments ont été
largement utilisées et sont devenues le premier choix pour le traitement des maladies comme le

cancer et le SIDA [325].

Les interactions medicamenteuses peuvent étre favorables ou défavorables. Elles peuvent
altérer la pharmacocinétique ou la pharmacodynamique [326-328]. Les interactions affectant la
pharmacocinétique peuvent étre classées en interactions affectant I'absorption, la distribution et
le métabolisme des médicaments. Les interactions affectant la pharmacodynamique
comprennent des altérations dans la réponse pharmacologique des médicaments sans aucun
changement dans les concentrations de médicaments. Lorsque deux ou plus médicaments sont
utilisés en méme temps l'effet pharmacologique peut étre antagoniste, additif ou synergique

[326-328].
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Un effet antagoniste est observé quand I'effet de I'association des médicaments est inférieure aux
effets individuels des médicaments. L'effet synergique est manifesté quand l'effet de I'association
des médicaments est supérieure aux effets individuels des médicaments. L’effet adittif est obtenue
quand l'effet de [lassociation des médicaments est égale aux effets individuels des

meédicaments.[325, 329].

Parmi les méthodes utilisées pour évaluer quantitativement les effets des interactions
médicamenteuses on trouve la méthode de l'isobologramme, la méthode non linéaire, et I'index

de combinaison (IC) [325, 330].

Nous avons utilisé dans nos travaux la méthode de I'lC décrite par Chou-Talalay sur la base de
I'effet de drogues multiples. Cette méthode est basée sur I'équation de “I'effet médian”, qui
découle du principe de la loi d'action de masse. L'équation générale englobe les équations de
Michaelis-Menten, de Hill, de Henderson-Hasselbalch, et de Scatchard de la biochimie et de la
biophysique. Le modéle de I'effet médian décrit la relation dose-effet d'un médicament. Il prend
la forme de I'équation fa/fu= (D/Dm)™ . Dans cette équation fa est la fraction de la liaison (ou
d'une infection) inhibée par un médicament, fu est la fraction qui n’est pas inhibée, D est la dose
de médicament, m un coefficient qui indique la forme de la courbe dose-réponse (m = 1 si la
forme de la courbe est hyperbolique, m < 1 si est sigmoide et m > 1 si est sigmoide négative.
Dm est la dose du médicament nécessaire pour obtenir un effect de 50% (par exemple I’ IC50,

[234, 331].
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L'équation d'effet médian pour un seul médicament peut étre étendu a de multiples
meédicaments, par exemple, une combinaison de deux médicaments. Dans un systeme du

lorsque m = 1, nous obtenons la formule [234, 332] :

(fa)1,2/(fu)1,2= fas/fur+faz/fuz= (D1/Dm1)™+(D2/Dm2)™ et lorsque m # 1, alors nous obtenons:

[ (fa)1,2/(fu)1,2]"™ = [fa1/fur+faz/fuz2]™ = (D1/Dm1) +(D2/Dmz)

Ces deux équations sont utilisées si les deux médicaments partagent des mécanismes d'action
similaires (mutually non-exclusive). Si les deux médicaments ont des mécanismes d'action

completement differents (mutually exclusive) ,nous utilisons I'écuation suivante [333]:

[ (fa)1.2/(fu)1.2]"m = (D1/Dm1) +(D2/Dmz)+ (D1)(D2)/(Dm1)(Dm2)

L'index de combinaison (IC) résultant de cette méthode sert a quantifier le degré d'interaction
entre les médicaments en utilisant I'équation suivante : [C = D1/Dx1 + D2/Dx2. Dans cette
equation D1 et D2 sont les concentrations des médicaments 1 et 2 qui combinés produisent une
inhibition de x %, Dx1 et Dx2 sont les concentrations des 1 et 2 qui produisent le méme effet
d'inhibition de x %. La valeur de l'index de combinaison ne précise pas la nature de l'interaction.
Il offre une définition quantitative de I'effet additif (IC = 1), synergique (IC <1), et antagoniste (IC>
1) [325, 329]. Cette méthode peut étre utilisée grace a des algorithmes automatisés comme

CalcuSyn [334] et CompuSyn pour déterminer ces effets [335].

Nous avons utilisés CalcuSyn, ce logiciel peut facilement étre intégré a d'autres logiciels. Les

données peuvent étre traitées a la fois pour les combinaisons de médicaments qui ont un rapport
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constant ou non constant de médicaments. CalcuSyn représente automatiquement les données
et produit des rapports donnant des statistiques et des sommaires sur tous les médicaments

ainsi que l'analyse détaillée des interactions médicamenteuses. [234, 325].

1.9.1 Les combinaisons des inhibiteurs de CCR5 avec d’autres

antirétroviraux.

Les inhibiteurs de CCR5 sont un groupe des médicaments destinés a étre utilisés en association
avec des antirétroviraux d’autres classes pour des raisons différentes. D’abord leur puissance
intrinséque démontrée dans les essais de monothérapie, leur quasi-blocage de la réplication
virale et leur manque d’activité sur les souches X4. La combinaison de plusieurs classes limitera
la sélection de souches résistantes [91]. La synergie a été observée avec les inhibiteurs de
la transcriptase inverse, de la protéase [336], l'inhibiteur de fusion enfuvirtide [337] et avec

I'anticorps monoclonal PRO140 qui se lie au CCR5 [336-338].
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1.9.2 Les combinaisons d’inhibiteurs de CCRS5.

Des combinaisons des inhibiteurs de CCR5 ont été rapportées dans la littérature. Nakata et
collaborateurs ont étudié la combinaison d’AVC, TAK 779 et SCH-C. lls ont observé un
antagonisme lorsqu’ils combinaient SCH-C avec AVC et une synergie lorsque AVC était combiné

avec TAK779 [339].

Murga et collaborateurs ont observé une puissante synergie en combinant [I'anticorps
monoclonal anti CCR5, PRO 140 avec MVC, VVC et TAK-779. Dans la méme étude ils ont

observé un effet additif en combinant MVC et VCV [338].

Notre groupe a trouvé une synergie entre SCH-C et AOP-RANTES ainsi qu’entre SCH-C et
l'inhibiteur de fusion T-20 contre une large variété d’isolats cliniques R5 [337]. Dans une autre
étude on a aussi constaté une synergie en combinant TAK- 220 et I'inhibiteur de fusion T -20 en
présence de toutes les souches virales R5 testées a chaque concentration inhibitrice utilisée

[336].
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2. Hypothése de recherche.

Le virus du VIH-1 est capable de développer une résistance aux inhibiteurs de CCRS5 en utilisant
deux voies importantes. La premiére est la sélection de populations minoritaires X4
préexistantes au début du traitement et la deuxieme est la sélection de souches capables
d’utiliser le corécepteur CCR5 pour I'entrée dans la cellule, en présence de l'inhibiteur. Dans ce
modéle, des mutations au niveau de la boucle V3 provoquent une inhibition non compétitive ou
allostérique. Cette inhibition est caractérisée par une réduction du pourcentage d’inhibition
maximale (MPI ou «maximal percentage inhibition») qui réfléte la capacité du virus a se lier au
CCRS5 occupé par linhibiteur. Un nombre limité d’études a également démontré que la
résistance au MVC pouvait s’établir par un mécanisme compétitif caractérisé par des
changements dans I'lC50. La boucle V3 est le déterminant principal du tropisme du VIH-1 et des
changements d’acides aminés dans cette boucle affectent clairement la sensibilité aux
inhibiteurs de CCRS5. Toutefois, des changements d’acides aminés a [l'extérieur de V3

contribuent également a la résistance a cette classe de molécules.

Dans ce contexte, nous avons formulé I'hypothése que les mutations associées a la résistance
identifiées dans plusieurs domaines de gp160 ont le potentiel d’altérer la structure quaternaire de
'enveloppe permettant aux souches résistantes [l'utilisation du corécepteur CCR5 lié a
l'inhibiteur. Nous prévoyons que la variabilité de I'enveloppe de différents isolats peut affecter les
interactions entre deux inhibiteurs de CCR5 variant de la synergie a [I'antagonisme,
dépendamment des médicaments et des souches virales utilisés.

Dans le contexte de [l'utilisation des inhibiteurs de CCR5 au sein de plusieurs régimes

d’antirétroviraux, et leur potentiel d’utlisation comme microbicides, il est important de comprendre
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les mécanismes de résistance a cette classe de médicament ainsi que les interactions
prévisibles lors de l'utilisation en combinaison avec d’autres antirétroviraux afin de mieux les

intégrer a I'arsenal thérapeutique.

Nous proposons trois objectifs pour tester notre hypothése.
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3. Objectifs

Objectif général:

Caractériser les mécanismes de résistance aux inhibiteurs de CCR5 et déterminer leur rble

dans l'arsenal thérapeutique contre le VIH.

Objectifs spécifiques:

o Développer un test phénotypique pour la détermination du tropisme du VIH-1 et la

détermination de la résistance phénotypique

o Caractériser les mécanismes de résistance aux inhibiteurs de CCRS5 de maniere a
éclaircir les changements induits par la pression de sélection de ces inhibiteurs et leurs

implications dans la modification du tropisme viral.

o Caractériser les interactions in vitro des inhibiteurs de CCRS5 afin d’évaluer s’ils peuvent

étre utilisés ensemble a l'intérieur d'un méme régime thérapeutique ou de fagon

séquentielle.
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4. Résultats

4.1 Article 1. Ce travail a été publié dans le journal : Journal of Virological Methods. L’article est
présenté ici dans sa version publiée [210]. Journal of Virological Methods 204 (2014) 53-61
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Abstract
Adequate determination of HIV-1 tropism is important in clinical and research settings.
Genotypic and phenotypic approaches to evaluate tropism have been described. Phenotypic
assays are widely used to determine HIV-1 tropism because of their sensitivity to detect minor
CXCR4-using variants (X4). However they cannot differentiate mixed quasi-species of R5 and
X4 viruses from dual-tropic viruses. We describe here a clonal-based HIV-1 tropism
phenotypic assay. Env-pseudo-typed viruses were produced by co- transfection of the env
expression plasmid pcDNA3.1/V5HisTOPO and a backbone vector pNL4-3.Luc.E-R- that
expresses the entire HIV-1 genome except for env and vpr in 293T cell cultures. Co-receptor
use was tested by infecting U87.CD4.CCR5+ and U87.CD4.CXCR4+ cells in the presence or
absence of co-receptor inhibitors, using 10 clones from each sample. The ability of the assay
to detect minor variants in a viral population was assessed by mixing X4 and R5 clones using
different ratios. Both R5 and X4 minority variants were detected when present at greater than
0.4% in a mixture of envelope populations. This assay can be useful in both clinical and

research laboratorie
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1. Introduction

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) co-receptor tropism refers to the ability of the
virus to enter host cells using either the CCR5 or CXCR4 co-receptors named RS and X4
viruses, respectively (Westby and van der Ryst, 2005). Viruses that can use either CXCR4 or
CCRS are classified as dual-tropic or R5X4 viruses (Berger et al., 1998; lwamoto et al., 2010;
Moore et al., 2004). R5 and X4 viral quasi-species can coexist in a patient's plasma and are
classified as mixed-tropic samples (Vandamme et al., 2011). CCRS5 inhibitors are
increasingly used for HIV treatment and are only active against R5 viruses. Maraviroc (MVC)
is the first and only CCRS5 inhibitor to be approved by the FDA in 2007 in treatment-
experienced patients and in 2009 as a first-line drug in combination with others
antiretrovirals. Current HIV treatment guidelines rec- ommend HIV tropism testing when the
use of a CCRS5 inhibitor is considered (Guidelines, 2013; Rachlis et al.,, 2010;
Vandekerckhove et al., 2011a). Several genotypic and phenotypic approaches to evaluate
tropism have been described (Rose et al., 2009). Genotypic assays use information obtained
from sequencing HIV envelope third variable (V3) region to predict viral tropism using
various bioin- formatic tools and algorithms (Fouchier et al., 1992; Resch and Swanstrom,
2001; Jensen et al.,, 2003; Pillai et al., 2003; Poveda et al.,, 2010). Next-generation
sequencing provides increased sen- sitivity to detect minority variants. (Archer et al., 2009),
but is still not widely used in clinical practice because of costs and the exper- tise needed
(Poveda et al., 2012). Genotypic methods have shown good correlation with phenotypic
tests. Although the predictive value of interpretative algorithms continues to improve, not all
the genetic determinants of co-receptor usage reside in the V3 region, therefore affecting
their ability to adequately predict tropism (Van Baelen et al., 2007; Vandekerckhove et al.,

2011b). Furthermore, databases mostly comprise V3 loop sequences from subtypes B and C
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viruses and most algorithms lack subtype-specific rules (Mulinge et al., 2013). Phenotypic
assays are useful to determine HIV tropism to improve genotypic algorithms and to assess
R5 viral resistance to CCR5 antagonists. Phenotypic recombinant assays are the gold
standard tests to determine HIV-1 tropism because they have better sensitivity to detect
minor X4 variants in various HIV-1 subtypes (Raymond and lzopet, 2012). Currently, the
enhanced version of Trofile assay (Trofile-ES) from LabCorp, South San Francisco, CA is
one of the most used phenotypic assays for determining co- receptor usage in clinical
settings. It can detect X4 virus at 0.3% of virus population (Reeves et al., 2009). It uses env
sequences obtained from plasma to construct pseudo-typed viruses, which are then used to
infect human cell lines that stably express CD4 with either CXCR4 or CCR5 (Whitcomb et
al., 2007). This assay has some limitations, such as its high cost, relative long turn- around
time, limited availability, and the need for a viral load >1000 HIV RNA copies/ml (Gonzalez-
Serna et al., 2010; Poveda and Soriano, 2010; Pfeifer and Lengauer, 2012). Also, it cannot
distin- guish between truly dual-tropic viruses and mixtures of R5- and X4-tropic viruses
(Moyle et al., 2009) and sometimes generates non-reportable results (Genebat et al., 2009;
Poveda et al., 2010). There is a need to improve current tropism assays not only to better
predict treatment response to CCRS5 inhibitors but also to moni- tor the emergence of drug
resistance to this class of antiretrovirals. Clinical resistance to CCR5 inhibitors can evolve
through two major pathways. Minority X4 populations present prior to the initiation of therapy
can emerge under selective pressure (Westby et al., 2006; Gulick et al., 2007; Landovitz et
al., 2008; Demarest et al., 2009; Kitrinos et al., 2009; Tsibris et al., 2009; Cooper et al.,
2010; Roche et al., 2013). Alternately, resistant viruses can continue to use CCR5 despite
the presence of the inhibitor. As viral resistance to CCRS5 inhibitors usually results in cross-

resistance to other inves- tigational drugs in the same class (Tilton et al., 2010), a sensitive
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phenotypic assay to detect minority X4 variants is important to sup- port the development of
new co-receptor inhibitors (Wilkin et al., 2007; Landovitz et al., 2008; Hardy et al., 2010;
McNicholas et al., 2010, 2011). It is essential to better understand the role of tropism in HIV
pathogenesis (Moyle et al., 2005; Hoffmann, 2007; Seclen et al., 2010; Ataher et al., 2012;
Ng et al., 2013). We have developed a single-cycle assay based on clonal amplification of
HIV-1 env gp 160 from HIV-infected individual's' plasma. This assay is sensitive and detects
R5 and X4 minority populations in 100% of the mixtures when they are present at a

frequency of 0.4% or greater. It can be useful in both clinical and research laboratories.

2. Materials and methods

2.1. Cell lines

Human kidney epithelial 293T cells and U87 cells were cul- tured in Dulbecco modified
Eagle medium (DMEM) (Sigma, St. Louis, MO, USA) supplemented with 10% fetal calf
serum (FCS, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 100 U of penicillin/ml, 0.1 mg of
streptomycin/ml. For U87.CD4.CXCR4+ and U87.CD4.CCRS5+ cells (NIH AIDS Research and

Reference Reagent Program Bethesda, Maryland, USA), 300 g of G418 (Geneticin;

GibcoBRL) per ml was added to the culture. Cells were maintained at 37 °C and 5% CO2.

2.2. Reference viruses
HIV R5-tropic viruses (BAL and CC1/85), X4 tropic virus (111B) and the backbone vector pNL4-
3.Luc.E-R- were obtained through the NIH AIDS Research and Reference Reagent Program.

Dual tropic virus (85.6) was kindly donated by Dr. Petronela Ancuta.
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2.3. Patients

Plasma samples from 31 HIV-1 subtype B chronically infected patients experiencing
treatment failure with non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor or protease inhibitor
based regi- mens and naive to CCRS inhibitors, with viral load (VL) >500 copies/mi
(determined with the Roche Amplicor HIV-1 Mon- itor test), were obtained from subjects
attending HIV clinics in Montreal: Clinique L'Actuel, Clinique du Quartier Latin, Centre
Hospitalier de I'Université de Montréal. We also used samples 6 harboring viruses from non-B
subtypes, 1 AGG subtype, 2 CRF02- A6, 1 AK and 2 AGK subtype. This study was approved

by the CRCHUM ethics' review committee.

2.4. Viral RNA isolation
HIV-1 RNA was extracted from patient's plasma and culture supernatants with QIAmp Viral

RNA Mini kit (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada). The samples were concentrated 3 times

to obtain a final volume of 50 | and stored at —80 °C for later use.

2.5. Amplification of the HIV envelope gene

Full-length gp160 was amplified. RNA was added as template to a polymerase chain reaction
(PCR) master mix containing SuperScript Ill RT/Platinum Taq HiFi mix, 20 M of forward and
reverse primers: SG3-up: 5 -TACAGTGCAGGGGAAAGAATAATA- GACATAATA-3 and SG3-lo:
5 -AGACCCAGTACAGGCRARAAGC-3 . Amplification conditions were as follows: an initial 1
h cycle at 50 °C, followed by 2 min cycle at 94 °C for denaturation; 35 cycles with three steps

(15 s at 94 °C, 30 s at 55 °C, 5 min at 72 °C); and a final extension cycles for 10 min at 70 °C,

10 min at 4 °C and 10 min at 12 °C. The PCR products were them submitted to a nested

PCR using 20 M forward and reverse primers Env-up: 5 -
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GTTTCTTTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAG-3 and Env-lo: 5 -

GTTTCTTCCAGTCCCCCCTTTTCTTTTAAAAAG-3 . The amplifica- tion conditions in this step
were: an initial 2 min cycle at 94 °C, 30 cycles with three steps (15 s at 94 °C, 30 s at 56 °C,
3 min at 72 °C) and a final extension cycles for 7 min at 72 °C, 10 min at 4 °C and 10 min 12

°C. PCR products were migrated on a 1% agarose gel to confirm the presence of a 3000 bp
band then purified using QIAprep Spin Miniprep Kit 50 (QIAGEN). Positive (HIV-1 positive
sample, a Laboratory adapted BAL virus) and negative controls containing the PCR mixture
without the template DNA were used. All constructs were sequenced prior to transfection.
Sequencing was performed at Génome Québec (McGill University and Genome Quebec
Innovation Centre, Montreal, Quebec, Canada) using 12 primers covering env. Sequences
were analyzed using Sequencer 4.7 from Gene Codes Corporation software, Ann Arbor, Ml
and aligned using Clustal W version 1.83 followed by manual alignment editing using BioEdit

version 7.0.4.1.

2.6. Cloning of the HIV envelope gene

The Env PCR products of the HIV-1 R5-tropic viruses CC1/85, BAL, X4 tropic virus IlIB, dual
tropic virus 85.6 and patients' samples were cloned using an env expression plasmid
pcDNA3.1D/V5HisTOPO (Invitrogen, Carlsbad, USA). Env- pseudotyped viruses were produced
by co-transfection of the env expression plasmid and a backbone vector pNL4-3.Luc.E- R- that
expresses the entire HIV-1 genome except for env and vpr, as described previously (Connor et
al., 1996; Singh et al., 2009). The env expression plasmid and pNL4-3.Luc.E-R- DNAs were co-
transfected into 30% confluent 293T cell cultures 48 h after transfection (Fig. 1). The
supernatants were harvested, filtered through a 45- m-pore-size sterile filter (Millipore Corp,

Bedford, MA), supplemented with additional fetal bovine serum to a final concentration of 20%,
114



and stored at —80 -C if not used immediately. HIV-1 p24 concentrations in pseudo- virus stocks
were measured using a commercial enzyme-linked immunoassay HIV-1 p24, Perkin Elmer
(Waltham, MA, USA). Pseudo-virus stocks were normalized by p24 measurements prior to
testing infectivity to equivalent levels, assays were per- formed using 25 ng of p24 input per well

of each pseudo-virus stock.
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Fig. 1. Schematic illustration of the methodology used to determine HIV-1 tropism using
a clonal based phenotypic assay.
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A clonal-based phenotypic assay to determine the HIV-1 viral tropism. Pseudotyped viruses harboring the patient's
env were produced by transfection of 293T cells with the env expression plasmid pcDNA3.1D/V5HisTOPO and a
backbone vector pNL4-3.Luc.E-R-. The pseudoviruses were harvested 48 h later. They were used to infect the
target cells U87.CD4.CXCR5+ and U87.CD4.CXCR4+ (designed to express on their surface the CD4 receptor and
the chemokines receptors CCR5 or CXCR4, respectively) in the presence or absence of the CCR5 inhibitor
maraviroc and a CXCR4 inhibitor AMD-3100 during 2 days at 37 °C with 5% CO2. The ability of virus particles to
complete a single round of replication in the presence or absence of the inhibitors was assessed by measuring the
amount of luciferase in the target cells.



2.7. Luciferase assays for tropism

The s was measured using a Iluminescence assay with U87.CD4.CXCR4+and
U87.CD4.CCR5+ cells. MVC and AMD-3100, specifics CCR5 and CXCR4 inhibitors
respectively were used to confirm the co-receptors assigned by suppression or sufficient
reduction of luciferase activity. Both inhibitors were added to the U87.CD4.CXCR4+ and
U87.CD4.CCR5+ cells (106 cells/ml) and incu- bated for 1 h at 37 °C in 96 flat-bottomed wells
plates prior to addition of the pseudo-viruses harboring sample envelopes. The cultures were
incubated for 2 days at 37 °C with 5% CO2, after which the cells were lysed with 100 | of cell
lysis buffer (Promega) for 30 min. The amount of luciferase activity (RLU) in each well was
determined with 100 | of substrate (Promega) in a Tecan's lumi- nometer (Tecam infinite M
200). For each patient, 10 clones were analyzed and all experiments were performed in
duplicate. Based on the production of luciferase cell line U87 expressing CD4 and either CCR5
or CXCR4 co-receptors, viruses were classified as X4 (U87.CD4.CXCR4+), R5
(U87.CD4.CCR5+) or D/M (both of them), in the presence or absence of CXCR4 and CCR5

inhibitors (Fig. 1).

2.8. Assay specificity

We evaluated 6 plasma samples of HBV+ HIV—and HCV+ HIV— (3 of each) in duplicates to detect
the presence of false positives results. No false positives were observed. Then, the same
samples were mixed with an HIV positive sample to detect false negative amplifications. All the

samples were positives; no false negatives results were obtained.
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2.9. Sensitivity to detect minor variants

The ability of the assay to detect minor variants in a viral population was assessed by mixing X4
and R5 clones obtained from viruses characterized as X4 and R5 using different ratios. The
paired clones were mixed at fourteen X4/R5 DNA ratios of 0/100, 0.1/99.9, 0.2/99.8, 0.3/99.7,
0.4/99.6, 0.5/99.5, 1/99, 5/95, 10/90, 50/50, 90/10, 95/5, 95.5/0.5 and 100/0. Each mixture was

tested in triplicates (Fig. 2A-C), in two independent experiments.

3. Results

3.1. Pseudovirus stocks generated from reference strains

Pseudo-viruses expressing env from the reference R5 strain BAL were used to infect
U87.CD4.CCR5+ and U87.CD4.CXCR4+ cell lines in the presence or absence of MVC and
AMD3100. In the absence of inhibitors, pseudo-viruses expressing BAL env produced high
levels of luciferase activity in U87.CD4.CCR5+ cells (84 745 RLU) and background levels in
U87.CD4.CXCR4+ cells (148 RLU). The addition of MVC reduced luciferase production (222
RLU) cells, while the addition of AMD3100 did not inhibit luciferase production in
U87.CD4.CCR5+ cells (74 731 RLU) (Fig. 2A). Pseudoviruses expressing env from the reference
X4-tropic strain IlIB were used to inoculate both U87.CD4.CXCR4+ and U87.CD4.CCR5+ cells.
In the absence of inhibitors, high luciferase activity was observed only in U87.CXCR4.CD4+
cells (40 179 RLU) which was strongly decreased with the addition of AMD3100 (1202). As
expected the addition of MVC did not have any effect (40 158 RLU) (Fig. 2B). For a dual-tropic
strain, in the absence of inhibitors, high luciferase activity was observed in U87.CD4.CCR5+
cells (74 130 RLU) and U87.CD4.CXCR4+ cells (60 183 RLU) cell types (Fig. 2C). The infec- tion

was inhibited by specific inhibitors according to cell type. In the U87.CD4.CXCR4+ caells,
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luciferase activity was inhibited in the presence of AMD-3100 (2895 RLU) and the addition of
MVC did not have a strong inhibitory effect (51 745 RLU). In the U87.CD4.CCR5+ cells, the
addition of MVC inhibited the luciferase activity (2561 RLU) while the addition of AMD3100 had
no strong inhibitory effect (53 512 RLU) (Fig. 2C). The dual tropic isolate 85.6 was able to infect

both U87.CD4.CXCR4+ and U87.CD4.CCR5+ cells.

3.2. Performance of env amplification

Plasma samples from 31 HIV-1 subtype B infected patients were tested. The PCR was
successful in 26 (83.87%) samples. The viral loads of the 5 samples that could not be amplified
with any protocol were as follow: 1 was below 400 copies/ml, 3 were between 400 and 1000 and

1 was above 1000 copies/ml.

3.3. Accuracy

The ability of the assay to accurately assess HIV-1 co-receptor tropism was evaluated by testing
26 HIV-1 isolates from chronically infected patients. All isolates had been previously
characterized and documented as R5, X4, or D/M tropic by Trofile-ES (LabCorp, South San
Francisco, CA) (Table 1). We compared the concordance between the R5, D/M and X4
phenotype of our clonal-based phenotypic assay with the Trofile-ES assay assay (LabCorp,
South San Francisco, CA), 25/26 (96.15%) samples were concordant (Table 2). Samples 7 and
22 were classified as X4 by Trofile-ES (LabCorp, South San Francisco, CA) but were classified
using our clonal-base assay as D/M because both had 9 X4 clones and 1 R5 clone. Sample 26
was classified as R5 by Trofile-ES (LabCorp, South San Francisco, CA) and D/M with our assay
as it identified 8 R5 and 2 X4 clones. Even if these 3 samples were a mixture of pure R5 and X4

monotropic virus clones, they were classified as D/M in this study for comparative purposes. We
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also tested 6 samples harboring HIV-1 from non-B subtypes AGG, CRF02-A6, AK and AGK
subtypes. The env gene was amplified, cloned and tropism was determined. All clones were R5

(data not shown).

3.4. Reproducibility
The four well characterized virus strains (BAL, CC1/85, IlIB and 85.6) were repeatedly tested in
triplicates in 5 separate experi- ments. Results were consistent with known tropism (R5, X4 and

Dual tropic respectively). The experiments involved four different technicians (data not shown).

3.5. Sensitivity of detection of minor variants

The ability to detect minor subpopulations was assessed by mixing molecular clones X4 and R5-
tropic env variants isolated from two D/M clinical isolates and the laboratory adapted viruses
(BAL and 1IB). One X4 and one R5 clone was selected from each sam- ple. Clone pairs were
selected based on similar infectivities (RLU) in U87.CD4.CXCR4+ and U87.CD4.CCR5+ cells
and the paired clones were mixed at fourteen X4/R5 DNA ratios as described in materials and
methods. Each mixture was tested in triplicate in two inde- pendent experiments. Minor variants

were always detectable when present at >0.4% in the viral mixtures (Fig. 3).

4. Discussion

Two different methods can be used to determine HIV-1 co- receptor use. Phenotypic assays
are based on recombinant virus assays or replication defective pseudo-viruses (Trouplin et al.,
2001; Whitcomb et al., 2007; Lin et al., 2010; Raymond et al., 2010a; Recordon-Pinson et al.,
2010). Genotypic assays predict co-receptor usage mostly by interpretation of V3 loop sequence

data (Recordon- Pinson et al., 2010). Several tropism prediction algorithms have been
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developed, including the 11/25 rule based on the charge of amino acids at positions 11 and 25
(Fouchier et al., 1992), decision trees (Pillai et al., 2003), support vector machines (SVM) (Pillai
et al.,, 2003), neural networks (Resch and Swanstrom, 2001) and position- specific scoring
matrices (PSSM) (Jensen et al., 2003). The predictive value of these algorithms continues to
improve. However, not all of the genetic determinants of co-receptor usage reside in the HIV
envelope V3 loop. Other regions outside V3 such as V1, V2, V4, V5, C4 (Van Baelen et al., 2007)
and the bridging sheet (Vandekerckhove et al., 2011b) may also play a role in HIV tropism. N-
linked glycosyl- ation have also been demonstrated to be important for co-receptor usage (Van
Baelen et al., 2007). These methods have demonstrated good correlation with phenotypic tests
but some factors such as the efficiency of reverse transcription RT-PCR and nested PCR used in
the amplification of env gene, the determination of primary sequence from the chromatograms
from Sanger method, the viral load of the patient and the volume of plasma used are potential
source of errors. The presence of the low levels of X4 variants can reduce their ability to predict

HIV-1 tropism (Sanchez et al., 2010; Knapp et al., 2013).
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Fig. 2. (A-C) Coreceptor tropism determinations of well-characterized reference strains in

U87.CD4.CXCR4+ and U87.CD4.CCR5+ cells.
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U87-CD4-CXCR4+ and U87-CD4-CCR5+ cells were infected with (A) Bal (R5 tropic strain), (B) 11IB (X4-tropic strain)
and (C) the dual-tropic strain 85.6. Infectivity was analyzed in the presence or absence of CXCR4 (AMD 3100) or
CCR5 (MVCQC) inhibitors. Each sample was tested in triplicates in two independent experiments.



Several other phenotypic assays have been developed to deter- mine tropism. The phenotypic test
BVBA, from Virco, Mechelen, amplifies HIV-1 gp120 regions V1-V4 using the backbone
pHXB2DNH2V4eGFP by in vitro recombination. The recombinant plasmid is then transfected into
293T cells and then used to infect U87.CD4.CCR5+ and U87.CD4.CXCR4+ cells. Tropism is
determined by eGFP expression analysis using a scanning microscope. This assay does not
distinguish between dual-tropic or mixed popula- tions and detects minor X4 variants when they
represent more than 10% (Van Baelen et al., 2007). The Phenoscript test from VIRalliance,
amplifies the V1-V3 env regions. The fragment is co-transfected in 293T cells with a linearized
backbone pNL43 lacking V1-V3. (Labrosse et al.,, 2003) It is then used to infect
U373MG.CD4.CCR5+ or U373MG.CD4.CXCR4+ cells. The HIV-1 LTR-lacZ cassette allows
infectivity quantification by a colorimetric assay. It detects minor X4 variants when they represent
more than 5% of the viral pop- ulation (Trouplin et al., 2001). The PhenoX-R tropism assay from
InPheno AG, Basel, Switzerland, is composed by a probe based hybridization assay XtrackC for
the rapid discrimination between R5 and X4 variants and a replicative phenotyping assay PhenX-
R for dual/mixed variants. The V1-V3 env sequences are amplified and ligated into NL4-3
backbone lacking env (V1-V3) then transfected into a reporter cell harboring a Tat-responsive lacZ
gene. It detects minor X4 variants when they represent 1% or more (Engelman and Cherepanov,
2012). The Toulouse Tropism Test (TTT) phenotypic assay detects X4 variants when they
represent 0.5% or more of the virus population. It can also be used in plasma and PBMC and have
>90% concordance with Trofile-ES (LabCorp, South San Francisco, CA) for predicting HIV-1
tropism (Raymond et al., 2010b). The assay described in this study uses known technologies for
the production of pseudo-typed viral particles and the single cycle luciferase-based assay to
assess infectivity (Van Baelen et al., 2007; Whitcomb et al., 2007; Reeves et al., 2009; Raymond

et al., 2010a). It detects minority RS and X4 variants when they represent at least 0.4% of the
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virus mixtures. This level of sensitivity is comparable to that reported by other phenotypic assays
(Whitcomb et al., 2007; Coakley et al.2009; Lin et al., 2010; Raymond et al., 2010a). The original
ver- sion of Trofile (LabCorp, South San Francisco, CA) detects X4 or R5 variants with 100%
sensitivity when those variants comprised 10% of a mixed HIV envelope population and with 85%
sensitivity when those variants represents 5% of a population (Coakley et al., 2009; Whitcomb et
al., 2007). The Trofile-ES (LabCorp, South San Francisco, CA) can detect 0.3% of X4 variants
with 100% sensitivity in a mixed envelope population (Coakley et al., 2009; Reeves et al., 2009).
Actual sensitivity in clinical samples depends on the input virus load, the infectivity of the
envelopes being assayed, inefficien- cies due to RNA extraction and reverse transcription of the
template viral RNA (Braun and Wiesmann, 2007).

The results obtained using the test described in this study were 96.15% concordant with the
Trofile-ES assay (LabCorp, South San Francisco, CA) (Table 2). The analysis of the D/M and X4
phenotype showed discordance in 3 patients (Tables 1 and 2). For patients 7 and 22 the
difference between the classification as X4 by Trofile-ES (LabCorp, South San Francisco, CA)
and D/M by our assay was due to a single R5 clone. For patient number 26, two X4 clones
explained the discordance between the R5 result from the Trofile-ES (LabCorp, South San
Francisco, CA) assay and our D/M classification. The use of 10 clones per patient in our assay
improved the sensitivity to detect minor variants. Even if full validation would require comparison
of a larger number of samples with different HIV-1 subtypes, we did test samples harboring
viruses from the non-B subtypes AGG, CRF02- A6, AK and AGK. The assay performed well with
these subtypes. This assay has several advantages over existing tropism assays. First and
most importantly it can differentiate between the truly dual-tropic viruses and a mixture of R5-

and X4-tropic viruses (Fig. 3).
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Fig. 3. (A-C) Sensitivity of the clonal-based HIV-1 tropism phenotypic assay to detect

minor variants of the mixture of clones derived from two patients (9, 15) and two
laboratory adapted viruses (Bal and IIB) in U87CD4CXCR4+ and U87CD4CXCRS5+ cells.
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U87-CD4-CXCR4+ and U87-CD4-CCR5+ cells were infected with (A) the mixture of X4/R5-tropic clones from patient 9 clones 8
and 9 (B) the mixture of X4/R5-tropic clones from patient 15 clones 9 and 10 and (C) the mixture of X4/R5 clones from two

laboratory adapted viruses Bal and IlIB. Seven DNA ratios of X4/R5 clones were used. Each mixture was tested in triplicates in

two independent experiments. Minority species of X4 and R5 tropic viruses were both detected in the mixture when they

represent a 0.4% or higher in the mixture.
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The single-replication-cycle format of the assay eliminates the need to determine virus titers
prior to the infection of target cells (Petropoulos et al., 2000). This test also includes the entire
env gene which is different from other assays that only included V1-V3 regions (Trouplin et al.,
2001; Rose et al., 2009). Using the full env gene allows the study of the complex molecular
determi- nants and mechanisms of inhibition and neutralization for many co-receptor inhibitors,
which may map to other regions of the env gene (Whitcomb et al., 2007). Finally using a clonal-
based assayprovides a randomly sampled image of the virus population presentin a patient’s

sample (Delobel et al., 2007).
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Table 1 Comparison results of the viral tropism between the clonal-based HIV-1 tropism
phenotypic assay and the enhanced version of Trofile assay (Trofile-ES) in U87-CD4-
CXCR4+ and U87-CD4-CCR5+ cells.

Clone 1 2 /3|4 5 |6 |7 |8 9 10 Clonal- based Trofile
tropism Assay
Patients
1 R5 R5
2 - D/M D/M
3 - D/M D/M
4 R5 R5
5 X4 X4
6 D/M DIM
7 D/M X4
8 R5 R5
9 D/M DIM
10 R5 R5
1 D/M D/IM
12 D/IM D/IM
13 D/M DIM
14 X4 X4
15 D/M D/IM
16 R5 R5
17 D/M D/IM
R5 R5
R5 R5
R5 RS
21 X4 X4
22 D/M X4
23 R5 R5
24 R5 R5
25 - R5 R5
26 D/M R5

U87-CD4-CXCR4+ and U87-CD4-CCR5+ cells were infected with 10 clones of 26 HIV-1 infected patients. Infectivity was analyzed
in the presence and absence of CXCR4 (AMD 3100) or CCR5 (MVC) inhibitor. Viruses were classified as X4 tropic and R5 tropic,
based on the infection and production of luciferase in U87-CD4-CXCR4+ and U87-CD4- CCR5+ cells respectively. The mixture of
R5 and X4 are termed dual-mixed viruses (D/M). The true dual-tropics clones infect and produce luciferase in U87.CD4.CCR5 and
U87.CD4.CXCR4 cells. R5-tropic clones are in red, those X4-tropics are in green and the true dual-tropics clones are in blue. The
Infection of U87-CD4-CXCR4+ cells by X4 clones was inhibited only by a CXCR4 inhibitor. The infection of U87-CD4-CCR5+ cells
by R5 clones was inhibited only by a CCRS5 inhibitor. The true dual-tropics clones were not inhibited well by CCR5 or CXCR4
inhibitors. Non-functional clones in which the luciferase reading in RLU was below the background level between 100 and 200 RLU
are in white. Each sample was tested in triplicates in two independent experiments.



Table 2 Correlation between a clonal based phenotypic assay and Trofile-ES assay.

Tropism assays

Samples classified

Samples classified

Total of samples

as R5 as D/M or X4 analyzed
Trofile-ES 12/26 14/26 26
A clonal based 11/26 15/26 26

phenotypic assay

Samples
concordant by both
methods (%

concordance)

11/26 (91.6)

14/26 (100)

25/26 (96.15)

The concordance between both methods was calculated as the number of samples with a concordant R5

phenotype with both assays plus number of samples with a concordant R5X4/X4 phenotype with both

assays, the whole divided by the total number of tested samples (Raymond et al., 2010a).

The cost of the clonal-based tropism test was evaluated for our laboratory and it wasdetermined to
be similar to well-known commercially availablephenotypic assays with increased discriminatory
power. A sen-sitive and reproducible clonal-based phenotypic assay that candifferentiate between
the truly dual tropic viruses and a mixtureof pure R5 and X4 tropic viruses and was developed and

R5 andX4 at low proportions (0.4%) of the virus mixtures were detected.This assay is suitable to

determine and monitor HIV-1 co-receptorusage in clinical and in research settings.
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Mutations in variable domains of the HIV-1 envelope gene can have a
significant impact on maraviroc and vicriviroc resistance

Odalis Asin-Milan'?, Annie Chamberland'?, Yi Wei', Alpha Haidara'2, Mohamed Sylla"?

and Cécile L Tremblay-234
Abstract

Background: Resistance to CCRS5 inhibitors, such as maraviroc and vicriviroc is characterized
by reduction of maximal percent inhibition which indicates the use of an inhibitor-bound
conformation of CCR5 for human immunodeficiency virus-1(HIV-1) entry. It is accompanied by
substitutions in gp120 and gp41. Variable domain 3 (V3) plays the most important role, but
substitutions outside V3 could also be involved in phenotype resistance. In this work, we
investigated how mutations in variable regions of the viral envelope protein gp120 can contribute
to CCRS inhibitor resistance.

Methods: Resistant isolates were selected by passaging CC1/85 and BalL viruses with sub-
inhibitory MVC and VCV concentrations. Mutations in gp160 were identified and mutants
containing V2 (V169M), V3 (L317W) and V4 (1408T) were constructed.

Results: MVC and VCV susceptibility and viral tropism were assessed by single cycle assay.
Mutant 1408T showed 4-fold change (FC) increase in the half maximal inhibitory concentration
(ICs0) to MVC, followed by L317W (1.52-FC), V169M (1.23-FC), V169M/I408T (4-FC)
L317W/1408T (3-FC), V169M/L317W (1.30-FC), and V169M/L317W/I408T (3.31-FC). MPI
reduction was observed for mutants 1408T (85%), L317W (95%), V169M/I408T (84%),
L317W/1408T (85%) and V169M/L317W/1408T (83%). For VCV, 1408T increased the ICso by 2-
FC and few mutants showed MPI reduction less than 95%: 1408T (94%), L317W/I408T (94%)
and V169M/L317W/1408T (94%). All mutant remained R5 —tropic and presented decreased
infectivity

Conclusions: These results suggest that mutations in the V4 loop of HIV-1 may contribute to
MVC and VCV resistance alone or combined with mutations in V2 and V3 loops.

Keywords: Maraviroc, Vicriviroc, Resistance, CCRS5 Inhibitor
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Background

HIV-1 entry into target cells is initiated by interactions between the viral envelope (Env)
protein gp120 and the host cell receptor CD4. It triggers conformational changes in gp120,
forming the co-receptor binding site [1-3]. gp120 interaction with C-C chemokine receptor 5
(CCR5) or C-X-C chemokine receptor 4 (CXCR4) induces other conformational changes in
gp120, which evoke structural re-arrangement of gp41 and enables the viral and cellular
membrane fusion, permitting viral entry [4]. CCR5 inhibitors, including maraviroc
(MVC),vicriviroc (VCV), aplaviroc, TAK-779 and TAK-220, an-tagonize this process and
have strong anti-viral activity against HIV-1 in vitro [5,6]. Although they bind the hydrophobic
pocket within transmembrane domains of CCR5 with high affinity, they occupy different sub-
cavities by interacting with different amino acids [6]. MVC is the first CCR5 inhibitor
approved for the treat-ment of R5-tropic HIV-1 infection in both naive and treatment-
experienced adult patients. VCV development was stopped because of suboptimal efficace
MCV and VCV are allosteric inhibitors of virus entry, resistance to these drugs is evidenced
by reduction in the plateau of virus inhibition curves rather than by increases in 50 percent
inhibitory concentration (ICso0) [7,8]. The magnitude of this decrease can be expressed as
maximum plateau inhibition (MPI) [9]. Plateau height depends on the relative affinity of HIV-
1 for inhibitor-bound versus free CCRS5, the greater the affinity for inhibitor-bound CCR5, the
lower the height of the plateau [7]. MOTIVATE clinical trials of MVC revealed that the MPI of
most MVC-resistant viruses in subjects failing therapy ranged from 80 to 95% [9]. In
VICTOR-E1 clinical trials of VCV, phenotypic resistance was mani-fested by reductions in
relative MPI. The cut-off value was 0.94 [8]. Changes in susceptibility to CCRS5 inhibitors are
usually accompanied by substitutions in gp120, with V3 domain appearing to play a critical

role. However, substi-tutions outside this region also contribute to the resistance phenotype
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[10]. The aim of this study is to investigate how mutations in other variable loops of the HIV-

1 Env can contribute to MVC and VCV resistance.

Results

Selection of resistance mutations by in vitro passage

After 4 passages of CC1/85 virus in the presence of sub-inhibitory MVC concentrations,
some mutations, such as V169M and N192K in V2, L317W in V3, 1408A in V4, D462N,
N463T, S464T and N465aD in V5, and L820I, 1829V and Y837C in gp41,were associated
uincreasep24 levels (Table 1). After 16 passages, 2 new mutations materialized: 1408T in
V4 and P849Q in gp41 (Table 1). It is noteworthy that the mutation 1408A in V4 appeared
after 4 passages and disappeared at passage 16, when a new mutation, 1408T, surfaced at
the same position.. For VCV, 2 mutations emerged after 4 pas-sages: V169M in V2 and
L317W in V3. After 16 pas-sages, the mutation 1840Y arose in gp41. No amino acid change
was observed with either drug in the Env region of laboratory-adapted BalL virus after 16

pas-sages (Additional file 1).

Susceptibility of mutant clones to MVC and VCV

Significant (85%) reduction in MVC's MPI| was apparent for 1408T, 84% for the double
mutant V169M/14085% for L317W/1408T, and 83% for the triple mutant
V169M/L317W/1408T. L317W and V169M/L317W mu-tants presented intermediate
resistance of 95% and 94%, respectively. No significant MPI diminution occurred for the

single mutant V169M (96%). A similar pattern was observed when measuring fold-change
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(FC) increase in the ICso0, with 1408T showing 4-FC, L317W 1.52-FC, and V169M, 1.23-FC
increase. The double mutants V169M/L317W exhibited 1.30-FC, V169M/I1408T 4-FC and
L317W/1408T 3-FC, and 3.31-FC was evident for the triple mutant V169M/L317W/1408T
(Table 2 and Figure 1A). The single mutants V169M and L317W and the double mutants
V169M/L317W and V169M/I1408T retained their susceptibility to VCV, reaching 100% in-
hibition in some cases. For VCV, 1408T increased the ICso by 2-FC, and the mutants 1408T,
L317W/1408T and V169M/L317W/1408T showed MPI of 94%, 93% and 94%, respectively

(Table 3 and Figure1B).

Mutations affect virus infectivity differentially

The CC1/85 parental clone and mutants exhibited diffe-rent levels of infectivity. All mutants
manifested decreased infectivity that ranged from 20 to 38%. Infectivity percent-age was
75% for V169M, 76% for L317W, 80% for 1408T, 76% for the double mutants
V169M/L317W, 63% for V169M/I408T, 67% for L317W/I408T, and 67% for the triple mutant

V169M/L317W/I1408T (Figure 2).

Tropism and V3 net charge

All CC1/85-derived mutants remained R5-tropic. None of them was able to replicate in
U87CD4CXCRA4+ cells, but did so well in U87CD4CCR5+ cells (Tables 2 and 3). R5-tropism
was also confirmed by 2 different genoty-pic predictors, PSSMxars [11,12] and geno2pheno

co-receptor [13]. No change in V3 net charge was observed.
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Discussion

Our findings indicate that viruses resistant to MVC can retain the use of CCR5 coreceptor
as reported previously [14-16]. CCRS5 inhibitors are associated with mutations in the Env V3
region of R5 isolates [14,17]. Our passage experiments revealed only 1 polymorphism in the
V3 loop crown, L317W, which was associated with reduced infectivity, but not with
resistance to CCRS5 inhibitors or changes in V3 net charge (Tables 1 and 2). The selection
of HIV-1 resistance to CCRS inhibitors is relatively diffi-cult [14,18], the V3 loop being the
least variable of the HIV-1 Env variable regions [19]. Marozsan et al. found no amino acid
changes in the V3 loop of CC1/85 resis-tant to VCV generated in vitro [15]. Wesby et al.
repor-ted a MVC-resistant CC1/85 virus generated in passage experiments with only 2
changes in amino acid positions 316 and 323 in the V3 loop [14]. Anastassopoulou et al.
described D1/86.16, a VCV escape mutant that has no mutations in V3 [20]. Interestingly,
when V3 substitution L317W is associ-ated with V4 substitution 1408T or triple substitution
V169M/L317W/1408T, it confers further reduction of in-fectivity to 70% of the parental clone
(Figure 2). This de-creased infectivity could be due to lower fusion activity or binding affinity
to the CCR5 co-receptor molecule of the mutant L317W.The same polymorphism was found
by Yu et al. in V3 region of the gp120 isolates CRF07_BC and CRF01_AE,the predominant
HIV-1 subtypes in China in patients naive to CCRS5 inhibitors. In their study, R5 isolates har-
boring 2 dominant polymorphisms, R315Q and F317W in V3, were less susceptible than B
isolates to MVC and TAK779. They postulated that baseline resistance to entry inhibitors
may be associated with naturally-occurring polymorphisms [21]. Yuan et al. [22] studied a
combination of polymorphisms in the gp120 V3 loop of HIV-1JR-FL virus that can confer

non-competitive resis-tance to MVC with a V3 loop library containing a set of random
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combinations of 0-10 polymorphic mutations in vitro. After 17 passages, they found
pseudoviruses containing the polymorphism F317W (F312W from the V3 library) with typical
non-competitive resistance to MVC. The polymorphism F317W was also found by Munoz-
Nieto et al. in 2008 in the env region from pri-mary isolates during follow-up of dual natural
infection with subtypes B and G [23]. In our study, 1408T in V4 was the mutation that
conferred the highest level of resistance. occurred only in viruses resistant to MVC in
passage experiments. It was a change from medium size and hydrophobic | to medium size
and polar T. The muta-tion conferred resistance to MVC and was linked with cross-
resistance to VCV, as indicated by MPI values. Al-though cross-resistance was observed for
VCV, the virus was more resistant to MVC. Cross-resistance is com-monly seen among
CCRS5 inhibitors [5]. Even if VCV had a favorable resistance profile, its virological activity
was sub-optimal in phase Il and Il studies, possibly because of its pharmacokinetic profile
and the dose chosen [5,24]. Tilton et al. [25] analyzed viruses from 11 treatment-
experienced patients in whom virologic failure occurred on regimens containing MVC and
noted that resistance was dependent upon mutations within the V3 loop which was only
modulated by additional mutations in the V4 loop. The V4 mutations consisted of D407G
and loss of a glycosylation site at residue 386.

Platt et al. [26] described HIV-1 CCR5 ( Nt)-adapted mutants of the JR-CSF strain that had
mutations in regions V3, V2 and C3 with 4 mutations in the V4 loop: N403S, N403K, T405A,
and T405N. They concluded that loss of N-glycan at position 403 helps to convert the HIV-1
env into a hairpin-trigger form that no longer requires strong interactions with both the CCR5
ami-no terminus and ECL2 but efficiently targets either site alone [27-32]. Based on these
models, we could postu-late that the presence of T in position 408 of the V4 loop could alter

the quaternary structure of the gp120-gp41 trimeric complex, eliciting conformational
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transition from a high-energy to a low-energy state (fusogenic confor-mation), enhancing
membrane fusion, and promoting the next step in the virus entry pathway. Since positions
403 and 408 of the V4 loop are close proximity, we imagine that the resistance conferred by
|[408T mutation in our study could alter the quaternary structure of the HIV-1 Env, thus
sterically masking the glycosylation site in position 403. Mutations in V2, C3 and gp41 have
also been ob-served in CC1/85-derived, MVC-resistant viruses [14]. The mutation V169M,
identified in our study, was also found by Marozsan et al. in VCV escape mutant, which was
resistant to VCV, but they did not investigate the contribution of each individual mutation to
the resistant phenotype [15]. Recently, Thielen et al. [33] demon-strated that mutations at
position 169 of the V2 loop can serve in HIV-1 co-receptor prediction. In their study, the
mutation V169T showed strong association with CXCR4 usage while V169K was coupled
with CCR5 usage. In another study, the mutation V169K in V2 was predictive of the R5
phenotype [34]. Our results dis-closed that mutant V169M exploits R5 exclusively as a co-
receptor. V169M mutation was coupled with reduced infectivity but not with a resistant
phenotype. Unexpec-tedly, our triple mutant was less infective than single and double
mutants as the emergence of mutations throughout gp120 and gp41 indicated general
envelope gene (env) re-arrangement to compensate for decreased replicative capacity

[35,36].

145



Conclusions

Several mutations outside the V3 loop were shown to contribute to CCRS inhibitor
resistance. Our results showed that 1408T, L317W/1408T and V169M/L317W/ [408T
mutants had the highest impact on MVC suscep-tibility, mostly due to 1408T in V4. This
mutation could lower the activation energy needed to enable gp41 to undergo the next
conformational changes and acquire a more stable low-energy state. All mutants retained
the CCRS5 co-receptor, supporting the concept that resistant viruses maintained the ability to
use inhibitor-bound CCRS5, depending on co-receptor density on the cellular surface and the

degree of CCRS co-receptor occupancy by drug
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Table 1 Summary of sequence changes in env gene associated with decreased
susceptibility to MVC and VCV in passages experiments

Virus, drug Passage no. gp 120 V2 loop amino acid sequence
CC1/85 Start 158 198
SFNITTSIRNKVQKQYALFYKLDVVPIDNDSNNTNYRLISC
CC1/85 control e
CC1/85, maraviroc 4 M (G
CC1/85, vicriviroc 4 M
CC1/85 control 16
CC1/85, maraviroc 16 M Kememe-
CC1/85, vicriviroc 16 M
gp 120 V3 loop amino acid sequence
CC1/85 start 296 331
CTRPNNYTRKSIHIGPGRALYATGDIIGDIRQAHC
CC1/85 control 4
CC1/85, maraviroc 4 W
CC1/85, vicriviroc 4 W
CC1/85 control 16
CC1/85, maraviroc 16 W
CC1/85, vicriviroc 16 W
gp 120 V4 loop amino acid sequence
CC1/85 start 385
CNSTKLFNSTWTWNNSTWNNTKRANDIEEIITLPC
CC1/85 control 4
CC1/85, maraviroc 4 A
CC1/85, vicriviroc 4
CC1/85 control 16 A
CC1/85, maraviroc 16 T
CC1/85, vicriviroc 16
gp 120 V5 loop amino acid sequence
CC1/85 start 461 469
KDNSTNEIFR
CC1/85 control 4 e
CC1/85, maraviroc 4 TN--T----N---
CC1/85, vicriviroc 4 e
CC1/85 control 16 e
CC1/85, maraviroc 16 TNTT-D----
CC1/85, vicriviroc 16 e
gp 41 amino acid sequence
CC1/85 Start 642 681
IYNLLEESQNQQEKNEQELLELDKWANLWNWFDISNWLWY
CC1/85 control 4
CC1/85, maraviroc 4
CC1/85, vicriviroc 4
CC1/85 control 16 A
CC1/85, maraviroc 16 A
CC1/85, vicriviroc 16
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Table 1 Summary of sequence changes in env gene associated with decreased
susceptibility to MVC and VCV in passages experiments (Continued)

gp 41 amino acid sequence

CC1/85 start 812
IKIFINATALAVAEGTDRILEVLQRAYRAILHIPRRIRP
CC1/85, maraviroc 4 | vV C
CC1/85, vicriviroc 4
CC1/85 control 16 e e e e VAC
CC1/85, maraviroc 16 | VvV C Q
CC1/85, vicriviroc 16 A

Residues are numbered according to the HXB2 gp120 sequence.

Figure 1 Sensitivity of parental and mutant clones to MVC (A) and VCV (B). HIV-1
Env pseudoviruses bearing the parental clone or Env-selected mutations V2 (V169M), V3
(L317W) and V4 (1408T) in single, double and triple combinations served to infect U87-
CD4-CCRS5 cells in the presence of increasing MVC and VCV concentrations. Infectivity
was assessed by measuring luciferase activity 3 days after infection. The GraphPad
Prism program generated inhibition curves. In each graph, the percentages of inhibition

of parental clones are shown in red, and all results are the means of 3 experiments, each
performed in triplicate.
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Table 2 Susceptibility and phenotypic properties of V2, V3 and V4 single, double
and triple mutants against maraviroc

Loop Mutant Tropism  ICso ICs0 MPI
FC
increase
Parental clone Wild type R5 147 nM - -
V2 V169M R5 1.82nM 1.23 96%
V3 L317W R5 224nM 1.52 95%
V4 1408T R5 546 nM 4.00 85%
V2-V3 V169M R5 1.92nM 1.30 94.3%
L317W
V2-V4 V169M R5 5.76 nM  4.00 84%
1408T
V3-V4 L317W R5 429nM 3.00 85%
1408T
V2-V3-V4 V169M R5 4.88nM 3.31 83%
L317W
1408T

ICs0, 50% effective concentration or concentration needed to inhibit 50% of HIV. ICso FC was calculated as

the ratio I1Cso for resistant virus/ICso for wild type virus. MPI

Table 3 Summary of susceptibility and phenotypic properties of V2, V3 and V4
single, double and triple mutants against vicriviroc

Loop Mutant Tropism ICs0 ICso0 MPI
FC increase
Parental clone Wild type R5 1.56 nM - -
V2 V169M R5 1.61 nM 1.03 100%
V3 L317W R5 1.90 nM 1.21 100%
V4 1408T R5 3.16 nM 2.02 94%
V2-V3 V169M R5 1.56 nM 1.57 100%
L317W
V2-V4 V169M R5 1.62 nM 1.03 96%
1408T
V3-V4 L317W R5 1.68 nM 1.07 93%
1408T
V2-V3-V4 V169M R5 1.59 nM 1.01 94%
L317W
1408T

ICs0, 50% effective concentration or concentration needed to inhibit 50% of HIV. ICso FC was calculated as the ratio ICso

for resistant virus/ICso for wild type virus. MPI (maximum percent inhibition) was calculated as described in Methods
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Figure 2 Effect of Env glycoprotein mutations on infectivity of the HIV-1 strain

CC1/85.
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U87-CD4-CCRS5 cells were infected with HIV-1 Env pseudoviruses bearing parental clone (wild type)
or Env single mutants V169M, L317W, 1408T, double mutants V169M/L317W, V169M/I408T,
L317W/1408T and the triple mutant V169M/L317W/I408T. Means from 3 independent experiments
performed in triplicate are reported. Pseudovirus infectivity was calculated as RLU of the
mutant/RLU of the wild type x 100%

Methods
Compounds, cells and viruses
MVC and VCV were obtained from ViroChem Inc. Canada, now Vertex Canada Inc.,

reconstituted in DMSO 100% (Sigma, St. Louis, MO, USA) and diluted in RPMI 1640 culture

medium (Sigma). Peripheral blood mono-nuclear cells (PBMCs) from 3 HIV-negative donors
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were isolated by Ficoll-Paque gradient separation (Sigma), stimulated for 3 days with
phytohemagglutinin (Sigma) at 1 mg/ml and re-suspended at 2 x 10° cells/ml in RPMI 1640
supplemented with 20% heat-inactivated fetal calf serum (FCS, Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), 50 U/ml penicillin (Invitrogen), 50 ug/ml streptomycin (Invitrogen)., 2 mM L-glutamine,
10 mM hydroxyethylpi-perazine N-2 ethanesulfonic acid (HEPES) and 1 ug/ml interleukin-2
(Hoffmann-La Roche, Nutley, NJ, USA) in 6-well plates (Becton Dickinson, Lincoln Park, N.J
USA.). 293T cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) and
supplemented with 10% FCS, 100 U/ml penicillin and 0.1 mg of streptomycin/ml
U87CD4CXCR4 and U87CD4CCRS5 cells were cul-tured in DMEM and supplemented with
10% FCS, 100 U/ml of penicillin, 0.1 mg of streptomycin/ml, 1 pg/mL of puromycin (Sigma)
and 300 pg of G418 (Invitrogen). All cells were maintained at 37°C and 5% CO-. Cells and
the viruses BaL and CC1/85 (R5 tropic), lll B (X4-tropic) and 85.6 (dual-tropic) were

obtained from the National Institutes of Health.

Generation of HIV-1 mutants resistant to MVC and VCV by in vitro passage in
PBMCs

2 x 10 PBMCs/ml were infected with 3,000 tissue cul-ture infective doses 50% of BaL and
CC1/85 viruses, in a final volume of 2 ml containing sub-inhibitory concen-trations of 0.04
nM MVC and 0.02 nM VCV. Every 7 days, the culture supernatant was passaged onto
fresh cells with MVC- and VVC-containing medium, and vi-rus growth was monitored by
enzyme-linked immuno-sorbent assay (ELISA) to measure supernatant p24 levels (Perkin-
Elmer, Norwalk, CT, USA). MVC and VCV were added every 4 days at concentrations
depending on p24 levels. MVC and VCV control passages were set up in parallel. Full

length sequences of gp120 and gp41 were obtained for different time points, and
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mutations from resistant viruses were identified. Resistance was defined as MPI <95% or
=23-FC in ICs0. Viral tropism was pre-dicted according to 11/25 and net charge rules [37] as

well as PSSMxsrs [11,12] and geno2pheno co-receptor algorithms [13]

Amplification and sequence analysis of the HIV env gene from selected time-points

HIV-1 RNA was extracted from culture supernatants with QIAmp Viral RNA mini-kit
(Qiagen, Mississauga, ON, Canada). Full-length gp160 was amplified with re-verse
transcription -polymerase chain reaction (RT-PCR) primers (5 NewFHindlll
GGCCAAGCTTATGAGAGT GACGGAGATCAG and 5 YW15Xhol GGCCCTCGA
GTTATCCAGTCCCCCCTTTTC), followed by nested polymerase chain reaction (PCR)
with primers (5 NewFHindlll GGCCAAGCTTATGAGAGTGACGGAG ATCAG and 5
YW16Xhol GGCCCTCGAGTTATTTT GACCACTTGCCAC). PCR products were
separated on 1% agarose gel and purified with QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen).
Sequencing was undertaken at the Génome-Québec sequencing facilities in a 3730 x |
DNA ana-lyser from Applied Biosystems (McGill University and the Genome Quebec
Innovation Centre, Montreal, QC, Canada) with Sequencer 4.7 (Gene Code Softwar
Corporation, Ann Arbor, MI, USA) and aligned by ClustalW version 1.83 [10]. Nucleotide
sequences of CC1/85 have been deposited in GenBank under acces-sion numbers
JQ924495 (start), JQ924496 (controlP4), JQ924497 (MVCP4), JQ924498 (VCVP4),

JQ924499 (con-trolP16), JQ92450 (MVCP16), and JQ924501 (VCVP16).
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Site-directed mutagenesis
Primers were designed with the Stratagene’s web-based QuikChange® Primer Design Program [38].
Mutagenesis procedures were carried out according to an overlapping-extension PCR-based

procedure [39,40].

Cloning and pseudovirus construction

The expression plasmid pcDNA3.1day/V5HisTOPO (Invitrogen) and Env PCR products of CC1/85,
BaL, Ill B, 85.6 viruses and selected mutants (V169M in V2, L317W in V3 and 1408T in V4) in single,
double and triple combinations were digested with Hindlll and Xho1 restriction enzymes (Invitrogen),
purified and li-gated with T4 DNA Ligase (Invitrogen). The ligation product was transformed into E.
coli TOP10 competent cells. Pseudoviruses were produced by co-transfection of Env expression
plasmid and backbone pNL4-3. Luc.E-R-, as described previously [41,42]. Pseudovirus stocks were
normalized with p24 ELISA prior to testing infectivity. Assays were performed with 25 ng of p24 per

well.

Luciferase assays to determine infectivity and tropism

A luminescence assay using U87CD4CXCRS and U87CD4CXCR4 cells was used to measure
infectivity and tropism. On the day prior to infection, 1x10° cells per well were seeded in 96-well
plates. On the day of infection, MVC and AMD 3100 were added to wells designated for treatment
with an inhibitor and incubated for 1 h at 37°C prior to infection. 50 yl of norma-lized pseudovirus
stocks were added in each well. The plates were incubated for 2 days at 37°C with 5% COz2. The
medium was removed, and 100 ul of lysis buffer (Promega Inc., Madison, WI, USA) was added to
each well for 30 min. Then, 100 ul of luciferase assay reagent (Promega) was added immediately

prior to reading the plates in a luminometer (Tecan, Morrisville, NC, USA). Luciferase activity was
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recorded as relative light units (RLU). Viral entry was determined as percent reduction of viral
infectivity compared to the controls. All experi-ments were performed in duplicate. 1Cs0-FC was
calcu-lated as the ratio of ICso for resistant virus/ICso for wild type virus. MPI was calculated as [1-
(RLU in the pre-sence of drug/RLU in the absence of drug)] x 100, and infectivity as RLU of the
mutant/RLU of the wild type x 100%. Inhibition curves were generated by GraphPad Prism software

(San Diego, CA, USA)

Abbreviations

(HIV-1): Human immunodeficiency virus-1 entry; (V3): Variable domain 3; (ICso): Half maximal
inhibitory concentration; (Env): Envelope protein; (CCR5): C-C chemokine receptor 5; (CXCR4):
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Here, we evaluated the in vitro anti-HIV-1 activity of the experimental CCR5 inhibitor VCH-
286 as a single agent or in combina- tion with various classes of HIV-1 inhibitors.
Although VCH-286 used alone had highly inhibitory activity, paired combinations with
different drug classes led to synergistic or additive interactions. However, combinations
with other CCRS5 inhibitors led to effects ranging from synergy to antagonism. We suggest
that caution should be exercised when combining CCRS5 inhibitors in vivo.

HIV entry inhibitors represent a diverse group of drugs target ng multiple steps of the viral entry
process. Among these drugs, the chemokine coreceptor CCR5 antagonist maraviroc is the only
approved drug for combination therapy for the treatment of HIV-1 (1-3). The curing of an HIV-
infected patient with acute myeloid leukemia treated with the hematopoietic stem/progeni- tor
cells from a CCR5 32 homozygous donor highlighted the critical role of the CCRS5 coreceptor in
HIV infection and disease progression, and it raised hopes for HIV eradication using thera-
peutic approaches that inactivate CCR5 (4-7). Because of their broad therapeutic potentials,
CCRS inhibitors represent an inter- esting group of drug candidates. Of note, CCRS5 inhibitors
are not limited to the treatment of HIV infection, as CCR5 has been im- plicated in the
pathophysiologies of a number of inflammatory diseases, such as transplant rejection,

autoimmune diseases (e.g., multiple sclerosis), type 1 diabetes, colitis, and rheumatoid arthri-
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tis (8, 9). CCRS5 inhibitors have been shown to reduce plaque formation in atherosclerosis and
participate in the anti-tumor im- mune responses mediated by CCR5-expressing leukocytes (9).

CCRS inhibitors include different members, such as mara- viroc (MVC) (UK-42785; Selzentry),
vicriviroc (VVC), aplavi- roc (AVC), and TAK-779 (10). This group of small-molecule inhibitors
binds to the hydrophobic pockets located in the transmembrane domains of the HIV-1 cellular
coreceptor CCR5, which induces conformational changes in CCR5. These changes inhibit HIV-
1 entry by allosteric mechanisms prevent- ing the binding of the viral protein gp120 to CCR5
(1, 11). Maraviroc (MVC), a phenylpropylamine, was the first CCRS5 inhibitor approved by the
FDA in 2007 for HIV-1 treatment in combination with other antiretrovirals for treatment-experi-
enced patients, and as a first-line therapy in 2009 (1, 11, 12). The development of vicriviroc
(VVC), a piperidinopiperidine and another CCR5 inhibitor tested in clinical trials, was dis-
continued because of suboptimal efficacy (1, 13, 14). Cenicri- viroc, a CCR5/CCR2 antagonist,
is currently under develop- ment in a phase Il study (15). Finally, VCH-286 (a citrate salt, Fig.
1A) from ViroChem, Inc., Canada (now Vertex Pharma- ceuticals), is a novel CCR5 antagonist.
A phase | clinical study with VCH-286 in healthy volunteers showed favorable phar-
macokinetics and safety profiles, and it has recently received phase Il regulatory approval (16,
17). As more members of this class of entry inhibitors make their way through the process of
development for use in HIV treatment, it is important to evaluate their interactions and rule out
any an- tagonistic effects (4). Therefore, in this work, we aimed to evaluate the in vitro
interactions of a new candidate CCRS inhibitor, VCH- 286, with other members of the same
class, MVC and VVC, and also with representative candidates from other classes of HIV in-

hibitors.
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FIG 1 (A) Chemical structure of the new CCRS inhibitor VCH-286, a citrate salt. (B) Inhibitory
effects of VCH-286 (left), MVC (middle), and VVC (right) on HIV-1BAL. (C) Inhibitory effects of

VCH-286 (left), MVC (middle), and VVC (right) on HIV-1C(C1/85.
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The core viral protein p24 was measured from the culture supernatant by commercial enzyme-
linked immunoassay (PerkinElmer) at day 7 postinfection (mean SD from three independent
experiments). *, P 0.05 calculated by paired t test (comparing the p24 production by HIV-
infected cells with each drug concentration relative to infected nontreated cells). Cell viability
was assessed by the exclusion method using the Trypan blue dye.

163



We first established the inhibitory effects of the three CCRS5 inhibitors MVC, VVC, and VCH-286
using a dose-response in- hibitory assay against two HIV-1 RS isolates, the laboratory strain
HIV-1BAL and the clinical isolate HIV-1CcC1/85 (18-21). Viral in- fections were carried out on
total peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from three HIV- and hepatitis B virus-
seronegative donors (all participants were adults and signed written informed consent approved
by the Centre de Recherche du Centre Hospitalier de I'Université de Montréal [CRCHUM]
institutional review boards). The cells were isolated by Ficoll-Paque gradient separa- tion and
stimulated for 3 days with phytohemagglutinin (PHA) (1 mg/ml) and interleukin-2 (1 g/ml) in 24-
well tissue culture plates, followed by infection with 3,000 the tissue culture infec- tious doses
(TCID) of the HIV-1 R5 viruses. As shown in Fig. 1B and C, viral replication of both HIV strains
was readily inhibited by the three CCRS5 inhibitors when monitored by the production of the viral
core protein p24 (measured by enzyme-linked immu- nosorbent assay [ELISA]). The 50%
inhibitory concentrations (IC50s) (calculated by dose-effect analysis using the CalcuSyn soft-
ware [Biosoft, Cambridge, United Kingdom]) were used to deter- mine the antiviral activities of
the three drugs, as these compounds act at the cell surface and are not dependent on cellular

uptake and metabolism. The IC50s against the HIV-1BAL strain for MVC, VVC, and VCH-286

were 1.85 nM, 3.38 nM, and 0.23 nM, respectively (Table 1).
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TABLE 1 IC50s obtained for MVC, VVC, and VCH-286 against the R5 viruses HIV-1BAL
and HIV-1cCc1/85

Drug
VIH-1BAL  HIV-1cc1/85
MVC 1.85 4.39
WC 3.38 3.78
VCH-286 0.23 0.34

IC50, 50% inhibitory concentration; MVC, maraviroc; VVC, vicriviroc.

The IC50s against HIV-1cc1/85 for MVC, VVC, and VCH-286 were 4.39 nM, 3.78 nM, and 0.34

nM, respectively (Table 1). Of note, no toxicity was observed in the uninfected PBMCs with
concentrations up to 1,000 nM with any of these three drugs. These results are thus consistent

with earlier reports of strong antiviral activities of MVC and VVC against both HIV- 1BAL and
HIV-1cc1/85 infections (12, 22). Moreover, VCH-286 showed a significant inhibition of viral
replication at drug concentrations that were lower than those of the two other drugs (i.e., IC50s

8- to 14-fold lower than those of MVC and VVC).

We further evaluated the impact of drug interactions through paired combinations between
MCV, VVC, and VCH-286 on HIV replication, using the same experimental settings. Drug
combinations using CCRS5 inhibitors may represent an interesting approach, as the association
and dissociation rates to the CCRS receptor may differ between the drug candidates, thus
providing a pharmacodynamic advantage in maintaining adequate receptor occupancy (23).

Therefore, we opted to define whether different drug combinations would result in synergistic
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effects. Synergism takes place when the combination is more effective than single agent use;
one of the agents increases the actions of the second drug. Antagonism is when the
combination is less effective than with the use of single agents; one of the agents counteracts
the actions of the other. We also employed a multiple-drug effect analysis. This multiple-drug
effect analysis is based on the median effect principle and the isobologram technique (24).
While the IC50, IC75, and IC90 are the concentrations required to inhibit 50%, 75%, and 90%,
respectively, the combination indexes (Cl) CI50, CI75, and CI90 of any given combination of two
drugs provide information on the nature and extent of drug interaction at the 1C50, IC75, and
IC90 of each drug, respectively. A combination was defined as synergistic when the CI value
was 1, additive when the CI was 1, and antagonistic when the Cl was 1, as described earlier
(25). Combinations of CCR5 inhibitors showed interactions ranging from synergy to antagonism,

as illustrated by the combination indices (Cl) shown in Table 2.

TABLE 2 Combination indices for MVC, VVC, and VCH-286 against the R5 viruses
HIV-1BAL and HIV-1CcCc1/85

Virus Drug combination Clsp SD Clys SD Clgg SD Interpretation
HIV-1BAL MVC VCH-286 0.76 005 056 0.03 041 008 Synergy
MVC WC 953 0629749 0377 561 053 Antagonism
VWWC VCH-286 096 0.06 1.055 0.007 1.08 0.03 Additive
HIV-1Ccc1/85 MVC VCH-286 061 0.01 050 0.002 043 0.014 Synergy
MVC WC 1017 0.7 422 054 186 068 Antagonism
WWC VCH-286 068 023 191 0.098 222 042 Antagonism

Data are presented as the means from two independent experiments (three replicates per condition for each
experiment) standard deviations (SD). The ranges of doses used for MVC, VVC, and VCH-286 were as follows:
0.0128, 0.064, 0.32, 1.6, 8, 40, 200, and 1,000 nM. Combination index (Cl) interpretation: 1, synergy, 1,

additive; and 1, antagonism.

166



The interaction of MVC and VCH-286 was highly synergistic under all tested concentrations
against both viral isolates, with CI90 values of 0.41 (mean, 0.47 and 0.35 from two independent
experiments) and 0.43 (mean, 0.44 and 0.42) for HIV-1BAL and HIV-1CC1/85, respectively.

In contrast, combinations of MVC with VVC showed highly antagonistic interactions against both
HIV isolates under the different inhibitory concentrations tested, with CI90 values of 5.61 (mean,
5.99 and 5.24 from two independent experiments) and 1.86 (mean, 1.37 and 2.34) for HIV-
1BAL and HIV-1CC1/85, respectively. Meanwhile, the interaction between VVC and VCH-286
was additive, with a CI90 value of 1.08 (mean, 1.1 and 1.05 from two independent experiments)
against HIV-1BAL. However this same combination performed in an antagonistic fashion
against HIV-1CC1/85, withaCI90 value of 2.22 (mean, 2.52 and 1.92 from two independent

experiments).

VCH-286 was further evaluated in dual combinations with representative drugs from each of the
currently approved antiretroviral classes: the nucleoside reverse transcriptase inhibitors
zidovudine (AZT) and lamivudine (3TC), the nonnucleoside reverse transcriptase inhibitors
nevirapine (NVP) and efavirenz (EFV ) the protease inhibitors lopinavir (LPV) and saquinavir
(SQV), the integrase inhibitor raltegravir (RTG), and the fusion inhibitor enfuvirtide (Fuzeon, T-
20) (Table 3). The laboratory-adapted strain HIV-1BAL and the clinical isolate HIV-1CC1/85
were both susceptible to almost all the antiretroviral drug combinations with VCH-286 used in
this study, and synergistic or additive interactions were observed, as shown in Table 3. The
synergistic and additive effects of the combination of VCH-286 with other drug candidates are
consistent with our earlier observations (26) and those of others (12) on the combination of the
CCRS5 inhibitors in vitro from. Only two exceptions with moderate and significant antagonistic

effects were observed for HIV-1BAL and HIV-1CC1/85 when combining VCH-286 with lopinavir
167



and 3TC, respectively (Table 3). The CI90 for the combination of VCH-286 with lopinavir against
HIV-1BAL was 1.39 (mean, 1.69 and 1.09 from two independent experiments), whereas the
CI90 for the combination of VCH-286 with 3TC against HIV-1CC1/85 was 2.03 (mean, 2.2 and
1.85). Although we did not study the mechanism(s) underlying the clear antagonism between
the CCRS5 inhibitor VCH-286 and the nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NRTI) 3TC, this
might be related to a potential interference with the cell activation process. The NRTI 3TC is
known to be dependent on the cellular machinery in order to be transformed from the initial
monophosphate to the triphosphate active form (27), a step that might be affected by the
interference with CCRS5 signaling by VCH-286. On the other hand, the moderate antagonism
with lopinavir might be related to an unappreciated low level of cytotoxicity mediated by the drug
combination. Of note, the cytotoxicities for all single drugs and drug combinations were
assessed by treating noninfected cells with the highest concentrations used in the current study.

Cell viability was tested by the Trypan blue exclusion method and showed negligible effects.

Altogether, our results clearly show that the new CCRS5 inhibitor VCH-286 performed well when
used as a single agent, with IC50s 8- to 14-fold lower than those of the two other CCRS5 inhibitor
drugs. It also showed favorable combination indexes with drug candidates from different classes
of viral inhibitors. However, its interactions with other CCRS5 inhibitors ranged from synergistic to
antagonistic, depending on the agent with which it was combined and the viral isolate. This
variation in interactions suggests that overlapping binding sites of drugs on the CCR5 protein
are likely involved in the antagonistic effects. Small-molecule inhibitors of CCR5 bind to the
pocket formed by the transmembrane (TM) domain of CCR5 in helices 1, 2, 3, 5, and 7 (28).
Although all inhibitors bind to the same hydrophobic pocket, they occupy different subcavities

(29). The nature of the specific interactions within this pocket is unique to each molecule, as
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they have different electrostatic shapes and polarities. Interestingly, the key residues involved in
the interactions of CCR5 with MVC and VVC are similar (Glu283 on TM7, Tyr108 on TM3,
[1le198 on TM5, and Tyr251 on TM6 [30]), and this overlapping binding is likely to explain the
antagonistic effect that we observed upon combining these drugs in vitro. Our results are
therefore consistent with earlier reports on the combination of CCR5 inhibitors. Nakata et al.
(31) reported that a combination of the CCRS5 inhibitor aplaviroc (AVC) and other members from
the same class, such as TAK-779 and SCH-C, leads to mild synergism and additivity,
respectively.

TABLE 3 Combination indices for VCH-286 and reverse transcriptase, protease,

integrase, and fusion inhibitors at various inhibitory concentrations against the R5
viruses HIV-1BAL and HIV-1CcCc1/85

Virus Drug Cilso SD Cl75 SD Clgg SD Interpretation

HIV-BAL  AZT 0780 0.145 0762 0030 0768 0064  Synergy

3TC 1620 0.083 1.168 0.032 0.899 0.028 Synergy

NVP 0683 0.022 0621 0141 0633 0235  Synergy

EFV 1.070 0.101 1913 0.075 0.824 0.209 Additive

LPV 1143 0914 1235 0.701 1.397 0421 Moderate antagonism (33)

SQV 0297 0271 0.170 0.049 0.390 0.015 Synergy

RTG 0.776 0.158 0.551 0.058 0427 0.156 Synergy

T-20 0704 0285 0674 0.015 0.722 0.218 Synergy

HIV-1cc1/85 AZT 2859 3085 1.167 0602 0747 0.094  Synergy

3TC 1900 0.136 2037 0.033 2031 0252 Antagonism

NVP 0686 0.081 0911 0.086 0.741 0.003  Synergy

EFV 1.039 0.145 0.883 0.033 0.790 0.161 Synergy

LPV 1243 0.144 0849 0.013 0568 0.036 Synergy

SQV 0342 0207 0.237 0144 0479 0.148 Synergy

RTG 0969 0.034 0933 0.035 0992 0003 Synergy

T-20 0.741 0.056 0.734 0.003 0.802 0.134 Synergy

Data are presented as the means from two independent experiments (three replicates per condition for each
experiment) standard deviations (SD). The ranges of doses used for MVC, VVC, and VCH-286 were as follows:
0.0128, 0.064, 0.32, 1.6, 8, 40, 200, and 1,000 nM. Combination index (Cl) interpretation: 1, synergy; 1, additive;
and 1 antagonism.
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Similarly, Murga et al. (32) observed a significant synergy for the humanized CCR5
monoclonal antibody (MAb) PRO 140 in combination with three small-molecule CCRS
inhibitors (maraviroc, vicriviroc, and TAK-779), with CI| values from 0.36 to 0.61, but

additive effects were observed with the combination of MVC and VVC.

In vitro studies of drug interactions have proven to be beneficial in predicting which drug
combination regimens should be evaluated in a clinical setting (12-14). In the present
study, we also evaluated the interactions between VCH-286 and representatives from each
class of currently available antiretroviral agents in vitro. We have found that in the
nanomolar range, VCH-286 exerted synergistic activity against two HIV-1 R5 viruses when

it was combined with AZT, NVP, SQV, RTG, and T-20.

In conclusion, our current study highlights the efficacy of VCH-286 as a new antiviral agent
inhibiting HIV-1 binding to CCR5. It has favorable drug interactions with antiretrovirals
(ARVs) used in the clinic to treat HIV/AIDS, such as reverse transcriptase, protease,
integrase, and fusion inhibitors, thus suggesting that VCH-286 may be a useful anti-HIV
drug in combination therapy. However, we raise the possibility that antagonistic effects with
the combination of CCR5 inhibitors, including this new drug candidate, may take place in
vivo; hence, caution should be exercised when considering this type of combination in a

potential treatment regimen.
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5. Discussion

L’objectif de nos travaux était de confirmer notre hypothése de travail qui stipule que les
mutations associées a la résistance aux inhibiteurs de CCRS5 identifiées dans plusieurs
domaines de la glycoprotéine gp160 ont le potentiel d’altérer la structure quaternaire de
'enveloppe permettant ainsi aux souches résistantes I'utilisation du corécepteur CCR5 lié a
linhibiteur. De plus la variabilité de I'enveloppe de différents isolats peut affecter les
interactions entre deux inhibiteurs de CCRS5, variant de la synergie a I'antagonisme,

dépendamment des molécules et des souches virales utilisées.

Afin de caractériser les mécanismes de résistance aux inhibiteurs de CCRS5, nous nous
sommes tout d’abord consacrés a développer un outil phénotypique de détermination du
tropisme du VIH-1. Par la suite, nous avons utilisé cet outil afin de déterminer le tropisme viral
de deux virus VIH-1 résistants, un isolat clinique, le virus CC1/85 et un virus de laboratoire, le
virus BAL. Ces deux virus ont été générés lors d‘expériences de passage en présence de
concentrations sous-inhibitrices de MVC et VCV. Finalement, nous avons étudié les
interactions entre différents inhibiteurs de CCR5 afin d’évaluer s’ils pourraient étre utilisés

dans un méme régime thérapeutique ou de fagon séquentielle.
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5.1. Développment d‘un test phénotypique pour la détermination du tropisme du VIH-1

et de la résistance phénotypique

Afin de développer un test phénotypique pour déterminer le tropisme du VIH-1, nous avons
utilisé une technique basée sur sur l'utilisation de pseudovirus exprimant I'enveloppe d’intérét
du VIH. Cette technique peut étre réalisée a partir d’'un échantillon de plasma de patient ou a
partir de cultures cellulaires infectées. Les pseudovirus ainsi générés peuvent infecter des
lignées cellulaires exprimant le récepteur CD4 ainsi que les corécepteurs CCR5 ou CXCR4.
L’infection est révélée a l'aide du géne rapporteur luciférase qui en présence de son substrat

produit un signal lumineux quantifiable par bioluminescence [193].

Les techniques phénotypiques de détermination de tropisme utilisant des virus recombinants
sont plus sensibles et plus rapides que les techniques classiques. Quelques tests fonctionnant
sur la base de ces techniques sont actuellement commercialisés [84, 193, 215, 217, 341].
Trofile® de LabCorp, anciennement Monogram Biosciences, San Francisco, CA, est le test
phénotypique le plus largement utilisé pour déterminer le tropisme en milieu clinique. Il a été
utilisé pour déterminer le tropisme du VIH-1 dans des essais cliniques d’inhibiteurs de CCR5
[193, 218]. Dans sa version originale, Trofile® détecte les populations X4 ou R5 avec une
sensibilité de 100% lorsque ces variants représentent 10% de la population virale et avec 85%
de sensibilité lorsque ces variants constituent 5% de la population [35, 59]. Dans sa version
améliorée, ES-Trofile peut détecter les virus X4 avec une sensibilité de 100 % quand ils
représentent aussi peu que 0,3% de la population virale [341]. Ce test se base sur des

fragments du géne env obtenus a partir de plasma pour construire des virus recombinants, qui
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sont ensuite utilisés pour infecter les lignées cellulaires humaines U87CD4CXCR4 ou
U87CD4CCR5 [193]. Les aspects limitants de ce test sont son colt élevé, sa disponibilité
limitée en clinique, ainsi que la nécessité d’'une charge virale > 1000 copies/ml d’ARN du VIH
[342-344]. Mais, plus important encore, il ne permet pas de distinguer les virus a tropisme

double des mélanges de virus R5 et X4 [84, 345, 346].

Notre approche a été de développer un test de tropisme phénotypique clonal qui permet de
différencier les clones a tropisme double d’'un mélange de virus R5 et X4. L’approche utilisant
un un cycle unique de réplication élimine la nécessité de déterminer les titres de virus avant
I'infection des cellules cibles [347]. Nous avons utilisé les cellules U87-CD4-CCR5+ parce que
leurs niveaux d'expression du corécepteur CCRS refléte ceux observés sur les cellules T CD4
+ [200]. Notre test utilise la totalité du géne env ce qui difféere d’autres tests qui analysent
seulement les régions V1-V3 [215]. L'utilisation de la totalité du gene env permet I'étude de
déterminants moléculaires complexes et de mécanismes d’inhibition et de neutralisation
ciblant de multiples régions de I'enveloppe [193]. Notre test permet de détecter les populations
minoritaires R5 et X4 quand elles représentent 0.4% ou plus ou plus des quasiespéces virales.
Ce niveau de sensibilité est comparable a celui rapporté par d’autres tests phénotypiques
[193, 218, 348, 349] comme par exemple le ES-Trofile qui détecte 0,3 % des variantes X4
avec une sensibilité de 100 % [341], ou le test Toulouse Tropism Test (TTT) qui permet de

détecter des virus X4 ou R5X4 quand ils représentant 0,5 % de la population virale [348].
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En clinique, la sensibilité des tests phénotypiques dépend de la charge virale, de l'infectiosité
des enveloppes testées, de l'efficacité de I'extraction de 'ARN ainsi que de la transcription
inverse de la matrice d’ARN viral [350]. Afin d’améliorer la sensibilité de I'étape d’amplification,
nous avons mis au point deux protocoles d’amplification de I'enveloppe virale a partir de 'ARN
des échantillons de plasma et de cultures cellulaires, ce qui a résulté en un taux
d’amplification de 83.87 %. Ce taux d’amplification est similaire celui de 90% du test Trofile®
[193]. Le taux d’amplification de la version améliorée du test Trofile® est supérieure a 95%
quand la charge virale est supérieure ou égale a 1000 copies/ml d’ARN du VIH [341]. Nous
avons validé notre test en utilisant 31 échantillons de patients avec infection chronique a VIH-1
de sous-type B et en comparant nos résultats avec ceux obtenus avec la version améliorée
ES-Trofile. Nos résultats étaient concordants a 96,15%. Cette concordance est supérieure a
celle de 85% trouvée entre le test Trofile® et le test Phenoscript de VIRalliance et similaire a
celle de 90% et 91% entre les tests Toulouse Tropism Test (TTT) et les versions originale et

améliorée du test Trofile® respectivement [348].

Une discordance entre les phénotypes D/M et X4 a été observée chez 3 patients. Deux
patients ont été classifiés comme X4 par ES-Trofile et D/M par notre essai. La différence était
attribuable a la plus grande sensibilité de détection des populations minoritaires de notre
technique permettant une analyse de plusieurs clones et sa capacité a distinguer les virus a
tropisme double des mélanges de virus R5 et X4. En effet, chez un patient, 9 clones étaient
X4 et 1 seul clone R5. Dans un autre cas de discordance ou notre test avait classifié

I’échantillon comme D/M et le test ES-Trofile I'avait classifié comme R5, 2 clones étaient X4.
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L’analyse de 10 clones par patient améliore la sensibilité de détection des populations
minoritaires comparativement a une analyse populationnelle comme dans le cas du test ES

Trofile® [13].

L’analyse phénotypique de nos échantillons a permis l'identification d’'un phénotype R5 pur
chez onze patients, X4 chez deux patients et un phénotype D/M chez douze patients. Parmi
les phénotypes D/M nous avons trouvé un phénotype mixte comprenant des clones mono-
tropiques R5 et X4 (R5, X4) seulement chez trois patients. Chez cing patients, il s’agit d’un
mélange de clones R5 et dual tropiques R5/X4 (R5, R5/X4). Chez trois patients nous avons pu
observer un mélange de clones R5, dual tropiques et X4 (R5, R5/X4, X4). Un seul patient avait
un mélange de clones X4 et dual tropiques (X4, R5/X4). Aucun des échantillons ne possédait
uniqguement des virus R5/X4. Cependant, nous les avons tous classifiécs comme D/M a des
fins de comparaison avec les autres tests existants. La sensibilité de détection des populations
minoritaires X4 ou X4R5 est essentielle en clinique car elles peuvent mener a I'échec d’'un
traitement par inhibiteurs de CCR5. En effet, 'analyse de I'essai MERIT a montré que la
présence de variants minoritaires utilisant CXCR4 dans plus de 1 % de la population virale
totale est liée a un risque accru d’échec virologique chez les patients sous MVC. [263]. Une
autre étude utilisant une technique de séquengage haut débit a montré que le taux de succés
virologique varie en fonction de la proportion de virus X4 [351]. Ces données témoignent de
'importance d’utiliser un test de détermination du tropisme sensible afin de bien évaluer les

options thérapeutiques et d’augmenter les chances de succeés virologique [19]
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Nous avons également testé six échantillons VIH-1 de sous-types non B, AGG, CRF02-A6, AK
et AGK pour lesquels I'env a été amplifiée, clonée et le tropisme a été déterminé. Méme si une
validation compléte exigerait la comparaison d’'un grand nombre d’échantillons de sous-types
B et non B du VIH-1, nos résultats suggerent que les pseudovirus généres par cette méthode
et 'analyse clonale utilisée ici peuvent déterminer avec précision I'utilisation du corécepteur a

la fois au niveau expérimental et au niveau clinique.

Pour analyser I'avenir commercial du test de tropisme dévélopé par notre laboratoire nous
avons analysé certains points comme sa performance diagnostique, son taux de non-réponse,
ses aspects organisationnels et son colt. Sa performance diagnostique, c'est-a-dire sa
capacité a classer correctement les différents isolats clonaux présents dans les échantillons
(spécificité du test) était de 100%, sa concordance avec Trofile® étant de 96%. Son taux de
non-réponse, lequel correspond au pourcentage d’échantillons analysés pour lesquels il est
impossible de donner un résultat, dans notre cas était de 26/31 (16 %). Sa capacité a détecter
les populations minoritaires a tropisme X4 dans un mélange de virus, laquelle peut avoir des
implications dans I'échec thérapeutique, était de 0.4 % ou plus [210]. Les aspects
organisationnels sont aussi importants car il faut compter avec du personnel formé, une
structure (laboratoire) adapté avec les équipements nécessaires au confinement de niveau 3.
Le codlt du test a été évalué par notre laboratoire et il a été determiné qu’il est similaire a des
essais de tropisme déja disponibles commercialement. Nous croyons que nous disposons au
CR-CHUM de tous les éléments nécessaires a I'implantation de ce test de tropisme lorsque

cliniquement indiqué en complément aux tests génotypiques ainsi que pour des fins de
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recherche. Le fait de pouvoir réaliser un test phénotypique de tropisme au Canada pourrait
éliminer les problémes organisationnels liés a I'envoi des échantillons par messagerie aux

Etats-Unis.

La connaissance du tropisme du VIH-1 est essentielle afin d’évaluer I'utilité potentielle de
nouveaux inhibiteurs de corécepteurs et d’en analyser les mécanismes de résistance, ce que

nous avons fait dans la seconde partie de notre projet.

5.2. Caractérisation des mécanismes de résistance aux inhibiteurs de
CCR5

Le principal mécanisme de résistance aux inhibiteurs de CCR5 est un mécanisme d’inhibition
non compétitive ou allostérique avec diminution du plateau maximal d’inhibition aux fortes
concentrations de I'inhibiteur de CCR5 [261, 275]. La résistance non compétitive est évaluée
expérimentalement en démontrant la réduction du plateau maximal d’inhibition <95% plut6t
gu'un changement classique des valeurs d’IC50 dans une courbe d’inhibition d'un test

phénotypique [352].

Nous avons étudié comment les mutations dans les régions variables de la protéine gp120 de
I'enveloppe du VIH-1 dans V3, mais aussi a l'extérieur de V3, peuvent contribuer a la

résistance aux inhibiteurs de CCRS5. Pour ce faire nous avons généré des virus résistants par

183



passage des isolats CC1/85 et BAL en concentrations sous-inhibitrices de MVC et de VCV

que nous avons par la suite caractérisés génotypiquement et phénotypiquement.

Le modeéle actuel d’interaction suggére que la gp120 se lie au CCR5 sur deux sites différents.
Le «feuillet de liaison» et des résidus de la base de V3 lient la partie N-terminale de CCR5. La
couronne de V3 interagit avec la deuxiéme boucle extracellulaire de CCRS [307]. Les
inhibiteurs de CCRS affectent principalement la conformation ECL2. Les variations de
séquence de l'env présentes dans les souches résistantes pourraient directement ou
indirectement modifier la conformation de V3, de sorte que sa couronne n'a plus besoin
d'interagir avec la deuxiéme boucle extracellulaire de CCR5 [305]. Les virus résistants
dépendent de l'interaction avec I'extrémité N-terminale. L’inhibition non compétitive se produit
suite a des modifications au niveau de I'enveloppe virale qui vont permettre I'interaction
CCR5-gp120 malgré la présence de linhibiteur. Ces modifications sont causées par
'émergence de mutants dans différentes régions de la gp120, V3, V2, C2 C4, V4 et gp41

[353-355].

La résistance aux inhibiteurs de CCR5 a été observée a la fois in vitro [261] et in vivo [305,
311]. Des essais cliniques évaluant les inhibiteurs de CCR5 ont montré deux voies de
résistance par lesquelles le virus pouvait leur échapper. La premiére voie de résistance passe
par la sélection de populations minoritaires X4 préexistantes [356] et la deuxiéme par la
sélection de souches capables d'utiliser le corécepteur CCR5 pour I'entrée dans la cellule en

présence de l'inhibiteur [305]. En effet, des études in vitro suggérent que la deuxiéme voie est
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la voie principale de résistance aux inhibiteurs de CCR5 a cause des mutations au niveau de
la gp120 qui la rendent capable de reconnaitre le complexe inhibiteur-CCRS sans perdre sa
capacité a interagir avec le corécepteur libre [89, 311, 357]. Ainsi, le virus résistant conserve

habituellement le phénotype R5, méme si CXCR4 est disponible en abondance relative [305].

La voie conférant la résistance aux inhibiteurs de CCRS5 la plus courante est I'acquisition de
multiples changements de séquence au niveau de la boucle V3 (V3-dépendante) [261, 311,

358], toutefois une voie V3-indépendante a également été décrite [311].

Des études précliniques du MVC ont montré que la résistance in vitro est accompagnée de
substitutions/délétions dans la boucle V3 du virus CC1/85, A316T et 1323V. Concernant le
virus RU570, une délétion de trois résidus AQAI aux positions 315-317 a été observée [306].
Dans une étude de résistance in vitro pour AD101, un précurseur préclinique du vicriviroc, des
changements d'acides aminés H308P et les substitutions K305R, A316V, et G321E ont été
cartographiés dans la boucle V3 de la gp120 du virus CC101.19, un dérivé résistant du virus
CC1/85 [305]. Dans une autre étude sur la résistance au maraviroc, le polymorphisme H308P
a été trouvé dans la boucle V3 du dérive résistant du virus CC1/85 D101,12. Le virus RU570 a

développé les changements K305R, R315Q, K319T en présence de vicriviroc [359].

De plus,les substitutions d’acides aminés K305R, S306P, T307I, F316l, T318R et G319E dans
la boucle V3, ont été observées chez un virus de patient résistant au VCV [316]. Au cours d’'un

essai clinique de phase 2, 'analyse de la résistance au VCV chez 26 sujets en échec
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virologique, a démontré que seulement les virus de deux sujets avaient évolué vers une
population virale D/M. L’analyse clonale des enveloppes des échantillons provenant de ces 2
sujets a révélé de multiples changements de séquence chez la gp160, principalement dans les
boucles V1, V2, V3 et V4. Toutefois, aucun profil de mutations spécifiques associées a une

sensibilité réduite au Vicriviroc n’a été identifié [315].

Lors de I'étude de phase 2 VICTOR-E1 comprenant 79 patients prétraités recevant 20 mg ou
30 mg de VCV en plus d’un traitement de base optimisé, 5 de 15 patients en échec virologique
présentaient des virus résistants phénotypiquement. L’analyse clonale a permis d’identifier
quelques mutations dans V3 associées avec la résistance au VCV comme G314A, R/G315E
et D/E325G chez un sujet. Cependant, aucune mutation signature n’a été trouvée [317]. Ces
résultats suggérent que des substitutions qui se produisent a I'extérieur de la boucle V3 de la

gp120 pourraient également contribuer a la diminution de la sensibilité au VCV.

Dans une analyse des études de phase 3 du maraviroc chez des patients ayant déja recu des
multiples traitements antiretroviraux et qui présentaient seulement des virus R5 au début de
I'étude (MOTIVATE 1 et 2), 2/3 des patients chez qui le traitement a échoué présentaient des
virus a tropisme X4 et 1/3 des virus qui continuaient a utiliser le corécepteur CCRS5. lls
arboraient les mutations 120F, A25D et 126V dans la boucle V3 (positions 317,322 et 323 du
virus de référence HXB2) [360]. Cependant, le modéle mutationnel était différent chez chaque
patient suggérant de multiples voies de résistance possibles [352]. Parmi 58 patients en échec

thérapeutique au MVC aprés 48 semaines de traitement, 15 des virus analysés ont montré
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des substitutions d'acides aminés dans la boucle V3. Sept des quinze virus analysés ont
présenté des changements au niveau des positions 308 a 323 (positions de séquence

de référence de la gp120 du virus HXB2) [260].

L'étude MERIT a comparé l'efficacité du MVC et d'Efavirenz chez des patients naifs de
traitement. Parmi les 29 patients qui présentaient au début de I'étude des virus a tropisme R5
exclusivement, 9/29 patients (31%) ont vu émerger des virus utilisant le CXCR4 et 4/29
patients (14%) avaient sélectionné des virus résistants a tropisme R5. D'autres raisons de
I'échec thérapeutique étaient la présence de virus résistants a la Lamivudine ainsi qu’une
mauvaise adhérence au traitement, témoignée par des taux de Maraviroc indétectables dans

le plasma [263].

Des changements d’acides aminés dans la boucle V3 affectent clairement la sensibilité aux
inhibiteurs de CCRS. Toutefois, d’autres voies génétiques peuvent étre utilisées selon la
souche virale et I'inhibiteur de CCR5 utilisé [361]. Les régions hors de la boucle V3 peuvent
jouer un role primordial dans la résistance [355]. Une étude a montré que deux virus résistants
au VCV ne présentaient pas de mutations dans la boucle V3, cependant ils présentaient des
mutations dans la région du peptide de fusion de la gp41 [310, 362]. Les mutations a
l'extérieur de V3 peuvent moduler l'effet des mutations de résistance primaire en V3. Par
exemple, un clone d'un patient en échec thérapeutique avec APL possédait une délétion dans
la boucle V3 en position 24 (positions 321 du virus de référence HXB2), huit mutations a

travers la gp41 et onze mutations sur la face externe de la gp120 a proximité de résidus qui
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interagissent avec la gp41. Dans ce cas, en analysant 'effet des mutations de gp41 avec et
sans la mutation en V3,ils ont conclu que les résidus présents sur la gp120 et sur la gp41
étaient nécessaires pour une résistance compléte [363]. D’autres exemples indiquent
également que les mutations en V3 pourraient ne pas suffire pour une résistance totale [261,
269, 315, 317, 364]. Par exemple dans I'étude préclinique du MVC mentionnée précédemment
qui avait permis l'identification des mutations A316T et 1323V et une délétion de trois résidus
AQAI au niveau des résidus 315-317, des substitutions a I'extérieur de V3 étaient également
présentes. Les virus résistants dérivés du virus CC1/85 présentaient les mutations T163K au
niveau de V2, N355Y au niveau de C3 et S405A au niveau de V4. D’autres dérivés du virus
RU570 contenaient les mutations S132N au niveau de V1, D389N au niveau de V4, N442K au
niveau de C4 et E509K au niveau de la gp41. Méme si le rOle des mutations a I'extérieur de
V3 n'a pas été formellement étudié dans cette étude, les variations des plateaux maximaux
d'inhibition observées pour les différents clones d'enveloppe provenant du méme stock de
virus CC1/85 résistants et qui partagent les mémes mutations de la boucle V3 suggérent que
les régions a l'extérieur de la boucle V3 ont contribué au phénotype de résistance [261]. Baba
et collaborateurs, dans une étude de caractérisation de virus résistants a 'inhibiteur de CCR5
cenicriviroc (anciennement TAK-652) ont démontré qu’un virus hautement résistant a cette
molécule, en plus de présenter la mutation Q309E en V3, arborait également les mutations
K221N dans C2 et I769S dans la gp41. Les changements d'acides aminés a I'extérieur de V3
semblaient étre nécessaires pour que le virus acquiere une résistance compléte a TAK-652
[364]. Des mutations dans la région V4 pourraient moduler la résistance conférée par les

mutations dans V3. Tilton et collaborateurs ont caractérisé 'émergence de résistance dans
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une cohorte de patients traités avec le MVC en combinaison avec une thérapie optimisée de
base. L'émergence de la résistance était dépendante des mutations dans V3 ,P/T308H,
T320H, et 1322aV (la position 322a est absente dans HXB2 et se situe entre les résidus 322 et
323). Le virus présentait aussi les mutations V489l dans C5, D407G ainsi que la perte d’'un
site de glycosylation en position 386 de la boucle V4. Aucune mutation n’était présente dans la
gp 41. Dans cette étude, le role des mutations en V4 a été étudié grace a l'utilisation de
pseudovirus qui portaient les mutations seules ou en combinaison. Les virus qui comportaient
des mutations en V3 étaient résistants. Les virus résistants qui possédaient des mutations en
V3 et en V4 étaient hautement résistants, mais le profil de résistance des virus qui contenaient
des mutations en V4 seulement ressemblait au virus sauvage [269]. Ces données suggérent
que les mutations dans la boucle V4 de ce patient ne conférent pas de résistance primaire au

MVC, mais peuvent moduler 'ampleur de la résistance.

Afin de mieux comprendre I'impact de diverses mutations sur la résistance aux inhibiteurs de
CCRS5, nous avons réalisé des expériences de passage en présence de ces inhibiteurs et

caractérisé les mutants.

Lors des expériences de passage en présence de MVC et de VVC, nous avons identifié des
changements de séquences qui se situent dans V2 a la position169, dans V3 en position 317,
position 408 dans V4 et également dans la gp 41. Dans le cas de V2 et V3, ces changements
surviennent généralement sur des sites naturellement polymorphes. Nous avons identifié un

polymorphisme L317W, dans la couronne de la boucle V3, lequel est associé a une réduction
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de l'infectivité, mais non avec la résistance au MVC. Quand la mutation L317W est seule ou
associée avec 1408T ou avec la triple substitution V169M/L317W/I408T, elle confére une

réduction de l'infectivité d’approximativement 30% comparée avec le clone parental.

Dans notre étude, 16 passages du virus CC1/85 ont été nécessaires pour que le virus
CC1/85 puisse acquérir une résistance a MVC, ce qui sugére que ce virus a une barriere
génétique relativement élevée a I'acquisition de résistance a MVC comparé au 3TC que nous
avons utilisé comme contréle et pour lequel nous avons obtenu des mutations de résistance
apres un seul passage. Des résultats similaires ont été trouvés par Wesby et colaborateurs
lequels ont obtenu des mutations de résistance a MVC avec le virus CC1/85 aprés 17
passages et des mutations de résistance pour 3TC apres un seul passage [306].

De facon intéressante, dans notre étude c’est la mutation 1408T dans la région V4, donc a
'extérieur de V3, qui a conféré le plus haut niveau de résistance a la fois au MVC et au VCV.
Cette mutation ne confére pas de changement de tropisme. Platt et collaborateurs ont proposé
un modele ou la perte d’un site de N- glycosylation en position 403 (N403S/K) de la boucle V4
peut modifier la structure quaternaire du complexe trimérique gp120-gp41 et le convertir en
une structure en forme d’épingle a cheveux capable de déclencher une transition
conformationnelle d’un état de haute énergie a un état de basse d’énergie (une conformation
fusogéne) permettant 'amélioration de la fusion membranaire [365]. Considérant que les
positions 403 et 408 de la boucle V4 sont rapprochées nous pouvons proposer que la
mutation [408T observée dans notre étude pourrait modifier la structure quaternaire de I'env

masquant le site de glycosylation en position 403.
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Il a été montré que les changements de glycosylation dans la boucle V4 peuvent affecter la
sensibilité d’un isolat a des anticorps neutralisants spécifiques présents dans le sérum d’un
patient avec une infection aigué au VIH [366] . Il a aussi été suggéré que 'augmentation de la
longueur et du nombre de sites de glycosylation en V4 est associée a la résistance aux
anticorps neutralisants et a la progression de la maladie [327]. Tout au long des 16 passages
en culture du virus CC1/85, nous n’avons pas observé de changement de longueur dans la
boucle V4. Toutefois, nous avons observé comme résultat de la mutation 1408T, la formation
d’'un motif de N-glycosylation ou séquon (NDT) Asparagine-Acide Aspartique-thréonine, lequel
peut étre utilisé pour I'addition des oligosaccharides sur la protéine naissante au niveau du

réticulum endoplasmique (RE).

La N-glycosylation est une modification post-traductionnelle des protéines consistant en
'addition de structures glycosydiques aux résidus d’asparagine aux chaines peptidiques en
croissance dés leur entrée dans la lumiére du réticulum endoplasmique. Pour qu’une
asparagine (N) soit glycosylée, il est nécessaire qu’elle reconnaisse un motif spécifique
d’acides aminés ou séquon de type Asparagine X-Sérine/Thréonine (NXS/T), ou X peut étre

n’importe quel acide aminé sauf la proline, suivi par une sérine (S) ou une thréonine [328].

L’enveloppe virale possede un bouclier de N-glycosylation (glycan shield), qui hérisse la
surface de la gp120, au sein duquel chaque glycan contribue différemment aux propriétés

antigéniques et fonctionnelles de I'enveloppe. L’altération d’'un site de N-glycosylation ou de la
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séquence qui I'entoure peut interférer avec le repliement des protéines et leur conformation ou
affecter des parties plus éloignées de la protéine par encombrement stérique. Cette
interférence stérique change I'immunogénicité des protéines de 'Env en modifiant la structure
des épitopes et contribue a la résistance de ces souches virales aux anticorps neutralisants.
Le remodelage permanent du bouclier de glycosylation via le changement de distribution des
sites de N-glycosylation de 'Env est un des mécanismes permettant au VIH-1 d’échapper a la

réponse neutralisante des anticorps[367].

Les anticorps neutralisants agissent en se liant aux spicules fonctionnels a la surface des
virions empéchant ainsi les interactions entre I'enveloppe virale et les récepteurs sur la cellule
cible par encombrement stérique [54, 56, 314, 368]. Les inhibiteurs de CCR5 se lient au
corécepteur CCR5 au niveau de la poche formée par les hélices transmembranaires de ce
dernier et perturbent la conformation du CCRS, aussi par encombrement stérique, en
particulier celle de la deuxiéme boucle extracellulaire du CCRS5, qui ne peut plus interagir avec

la boucle V3 de la gp120 du VIH nécessaire a I'entrée du virus

Etant donné les similarités des mécanismes d’action entre les inhibiteurs de CCR5 et les
anticorps neutralisants, lesquels agissent par interférence ou encombrement stérique, on peut
penser que le remodelage permanent du bouclier de glycosylation via le changement de
distribution des sites de N-glycosylation de 'Env peut aussi contribuer a la résistance aux
inhibiteurs de CCRS5, car les mutations de résistance causées par la pression de sélection aux

inhibiteurs de CCR5 qui causent la formation ou la perte d’'un site potentiel de glycosylation
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peuvent causer la destruction de I'intégrité structurelle de I'enveloppe et la perte des sites de

liaison au corécepteur CCR5.

Nos résultats démontrent I'utilité de séquencer la boucle V4 et des sites potentiels de N-
glycosylation en plus de la boucle V3 afin de détecter la résistance V3 indépendante aux

inhibiteurs de CCRS5 [311].

Il faut noter aussi que les mutants 1408T (V4), V169M-1408T(V2-V4), L317W/I408T(V3-V4) et
V169M/L317W/1408T(V2-V3-V4) ont a la fois démontré un profil de résistance de type non-
compétitif ou allostérique caractérisé par des réductions du plateau maximal d’inhibition (MPI)
de 85%,84%,85% et 83% respectivement, par rapport a la souche sauvage ainsi qu’un profil
de résistance compétitif caractérisé par des changements des valeurs de I'lC50 de 4.00FC,
4.00FC, 3.00FC et 3.31FC respectivement (Figure 26). Ceci pourrait étre da a la disponibilité

des récepteurs libres et la capacité d’utiliser le récepteur lié a l'inhibiteur.
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Figure 26. Résistance aux inhibiteurs de CCR5 avec maintien du tropisme

RS.

A-Résistance compétitive

Cc

% inhibition

Concentration de I'inhibiteur de CCR5

IC 5%

% inhibition

D

Table 2 Susceptibility and phenotypic properties of V2,
V3 and V4 single, double and triple mutants against
maraviroc

Loop Mutant Tropism 1Csq 1Cs0 MPI
FCincrease

Parental clone Wild type RS 147 nM -

V2 Vi69mM R5 1.82nM 1.23 96%

V3 L317W R5 2.24nM _1.52 95%

V4 1408T .46 85%

V2-v3 Vi6am R5 1.92nM 130 94.3%
L317W

V2-V4 ViesMm 0 84%
1408T

V3-v4 L317W 85%
1408T

V2-V3-V4 V169M 83%
L317W
1408T

ICs0, 50% effective concentration or concentration needed to inhibit 50% of HIV.
1Cs FC was calculated as the ratio ICs; for resistant virus/ICs, for wild type virus.
MPI (maximum percent inhibition) was calculated as described in Methods.

—_
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B-Résistance non compétitive

MPI

Concentration de I'inhibiteur de CCR5

Parental clone

Mutant 2

Mutant V3

Mutant Vi4

Double Mutant V2-V3

® Double Mutant V2-V4
Double Mutant V3-V4

\ Triple Mutant V2-V3-v4

-1 - -

0 5
WVC (M)

A-Resistance compétitive. On obseve une augmentation de la valeur d’IC50 de l'inhibiteur et I'inhibition maximale du virus est

toujours possible. B-Résistance non compétitive. La valeur d’IC50 reste inchangée, mais on trouve une réduction du plateau

maximal d’inhibition (MPI). C-Donnés de la susceptibilité des mutants au MVC. Encerclés en rouge les mutants avec des

augmentations des valeurs d’'IC50 de 3 et plus, caractéristiques de la résistance compétitive et les reductions du MPI

inférieures a 90% caractéristiques de la résistance non compétitive. D-Graphique du pourcentage d’inhibition montrant la
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reduction du MPI des mutants 1408T( V4) répresenté en triangle vert, V169M-1408T ( V2-V4) en cercle violet , L317W-1408T
(V3-V4) en carré vert turquois et V169M- L317W -1408T en triangle orange.

5.3. Interations des inhibiteurs de CCR5

Dans la troisieme partie de ce travail, nous avons évalué l'activité antivirale d’un nouvel
inhibiteur de CCR5, VCH-286 et ses interactions avec d’autres inhibiteurs de CCRS5 tels que le
MVC et le VVC ainsi qu'avec d’autres médicaments représentatifs de différentes classes
d’antirétroviraux tels que les inhibiteurs de transcriptase inverse, de protéase, d’'intégrase, et
de fusion employés en clinique pour traiter le VIH/SIDA. Ceci a été réalisé afin d’évaluer le réle
de VCH-286 dans l'arsenal thérapeutique contre le VIH et de déterminer si ces molécules
pourraient étre utilisées ensemble dans un méme régime thérapeutique. Pour le faire, nous
avons d’abord évalué l'activité antivirale des trois inhibiteurs de CCR5 : VCH-286, MVC et
VVC. Par la suite, nous avons évalué les interactions de VCH-286 avec des antirétroviraux
représentatifs de différentes classes et finalement ses interactions avec MVC et VVC. Pour
déterminer I'activité antivirale de chaque médicament nous avons calculé 'lC50 de chaque
agent unique par analyse dose-effet, grace au programme CalcuSyn. Pour analyser l'effet des
combinaisons des différentes molécules, les deux composés sont déposés en dilutions sériées

croisées et I'index de combinaisons est calculé en utilisant la méthode de Chou et Talalay.

Nous avons démontré que le nouvel inhibiteur de CCRS a une puissante activité antivirale

supérieure a celle du MVC et du VVC contre les souches VIH-1gaL et VIH-1cc1/85. Son ICso est
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de l'ordre du nanomolaire, une concentration inférieure de 8 a 14 fois par rapport au MVC et
au VVC. Les ICso de VCH-286, MVC et VVC contre la souche VIH-1saL étaient de 0,23 nM,
1,85 nM et 3,38 nM respectivement. Les ICso de VCH-286, MVC et VVC contre la souche
VIH-1cc1/85 étaient de 0,34 nM, 4,39 nM et 3,78 nM respectivement. Aucune toxicité n'a eté
observée dans les cellules non infectées avec des concentrations de chacun des
médicaments allant jusqu'a 1000 nM. Ces résultats sont donc compatibles avec les rapports
précédents sur I’ activité antivirale du MVC et du VVC contre les souches VIH-1gaL et HIV-
1cc185 [369]. L'activité antivirale supérieure du VCH-286 par rapport au MVC et au VVC contre
les souches VIH-1saL et VIH-1cciss pourrait étre liée a des différences d’affinités pour le
CCRS5, ce qui se reflete dans les valeurs de kd de chaque inhibiteur et dans les différences de
demi-vie de dissociation de chaque inhibiteur au récepteur. VCH-286 a une constante de
dissociation kd de 0.019 nM plus faible que celle du MVC 0.20 nM [370] et du VVC 0.40 nM.
De plus il posséde une demi-vie de dissociation du récepteur CCR5 plus lente (194h) [370]
comparé au MVC et au VCV qui sont de 6,4h et 19,4h respectivement Un faible kd veut dire
que il y a une forte affinité du récepteur pour son ligand, donc une trés faible concentration du
meédicament sera efficace [371]. Ces différences d’affinités pourraient étre causées par des
interactions uniques et spécifiques de chaque molécule avec la poche commune de liaison au
sein de CCR5 a cause des ses différentes formes et nature électrostatiques [251]. Le fait
d'avoir une demi-vie de dissociation plus lente suggére que VCH-286 peut occuper le
corécepteur CCR5 pour des périodes plus longues, ce qui permet un blocage prolongé du

CCRS5 [370]. Comme déja souligné plus haut, le fait qu’aucune toxicité n’aie été observée dans
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des PBMCs non infectés avec des concentrations de 1000 nM de VCH-286 nous indique que

I'activité antivirale de la molécule n'est pas dle a des effets cytopathiques.

La molécule VCH-286 a également été évaluée en combinaison avec des molécules
représentantes de chacune des classes d'antirétroviraux actuellement approuvés: les
inhibiteurs de la transcriptase inverse nucléosidiques zidovudine (AZT) et lamivudine (3TC),
non nucléosidique de la transcriptase inverse névirapine (NVP) et efavirenz (EFV), inhibiteurs
de la protéase lopinavir (LPN) et saquinavir (SQV), inhibiteurs de l'intégrase raltégravir (RTG)
et les inhibiteurs de fusion enfuvirtide (EFV), Fuzeon ou T-20 (tableau 3). La souche de
laboratoire VIH-1gaL et l'isolat clinique VIH-1cc1/8s étaient tous deux sensibles a presque toutes
les combinaisons de VCH-286 avec les traitements antirétroviraux utilisés dans cette étude.
Seules deux exceptions avec des effets antagonistes légers ont été observées pour le VIH-

1BaL et VIH-1cc1/85 en combinant VCH-286 avec le lopinavir et le 3TC.

Pour savoir si l'effet antagoniste du VCH-286 en combinaison avec 3TC était un vrai
antagonisme, nous avons décidé de tester la combinaison du 3TC et VCH-286 en utilisant
trois différentes souches de VIH-1, les virus R5 RAS, RM et JC. Les résultats obtenus ont
montré que l'interaction entre VCH-286 et 3TC était synergique pour toutes les concentrations
testées sur le virus RAS avec des Clso de 0.78, Cl7s de 0.86 et Clgo de 0.97 pour le VIH-1ras et

VIH-1cc1/85, respectivement.
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Par contre, l'interaction de VCH-286 et 3TC était antagoniste envers les virus VIH-1ru et VIH-
1sc avec des Clsode 2.72, Clzs de 2,37 et Cloo de 2,025 respectivement pour le VIH-1rm. Pour le
virus VIH-1,4c les Clso étaient de 3.13, Clzs de 2,82 et Clgo de 2,58. Ces résultats suggerent que
la combinaison de VCH-286 et 3TC peut étre antagoniste dépendamment de la souche virale
utilisée. Etant donné que le nombre de résultats expérimentaux obtenus pour la combinaison
était faible (n=7), plus d’expériences seraient probablement en mesure de déterminer si cette

combinaison est vraiment antagoniste.

Les résultats de combinaisons favorables de VCH-286 avec d’autres représentants de
chacune des classes d'antirétroviraux actuellement approuvés contre le VIH-1 sont cohérents
avec les données trouvées par notre groupe lors de I'analyse de TAK 220 et SCH-C en
combinaison avec la Zidovudine, la Lamivudine, I'Indinavir,et I'Efavirenz contre des isolats
cliniques de VIH-1 [336, 372]. De plus ces résultats sont similaires a ceux obtenus par Dorr et
collaborateurs lors de ['évaluation des interactions du maraviroc avec des molécules

représentantes de chacune des classes d'antirétroviraux [369].

Les interactions entre antirétroviraux des différentes classes sont normalement synergiques
parce qu’ils bloquent différentes étapes du cycle de vie du VIH [325]. L’antagonisme observé
en associant VCH-286 et 3TC pourrait étre lié a une interférence avec le processus
d’activation de la cellule 3TC est connue pour étre dépendante de la machinerie cellulaire pour
étre transformé de monophosphate a triphosphate , cette étape pourrait étre affecté a cause

l'interférence avec la signalisation de CCRS causé par VCH-286.
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D’autre part, 'antagonisme modéré avec lopinavir pourrait étre lié¢ a un faible niveau de
cytotoxicité causé par la combinaison. La cytotoxicité pour toutes les combinaisons simples et
des médicaments a été évaluée par le traitement des cellules non infectées avec les
concentrations les plus élevées utilisées dans la présente étude. La viabilité cellulaire a été

testée par trypan méthode d’exclusion au bleu et a montré des effets négligeables.

Des études d’interactions médicamenteuses ont montré qu’'une méme combinaison
médicamenteuse pourrait étre antagoniste a des faibles effets, par exemple (ICs0 au IC 50 et
étre synergique a des 'effets élevés comme (ICo0 au 1Cge5) [373, 374]. Pour le VIH et le cancer,
'index de combinaison a 90 % d’inhibition (IC 90) est plus utilisé, car il est plus relevant en

clinique [325]

L'interaction du MVC et du VCH-286 était hautement synergique dans toutes les
concentrations testées contre les deux souches virales avec des Cloo de 0,41 et 0,42 pour
VIH-18aL et VIH-1 cc1/s5, respectivement. En revanche, les combinaisons du MVC avec le VCV
ont montré des interactions hautement antagonistes a la fois contre des isolats de VIH dans
les différentes concentrations inhibitrices testées avec des ICo de 5,61 et 1,86 pour le VIH-
18aL et VIH-1cc185, respectivement. L'interaction entre le VVC et le VCH-286 était additive
avec la valeur d’Clgo de 1,08 contre le VIH-1saL. Toutefois, cette méme combinaison a montré
de I'antagonisme contre la souche VIH-1cc1s5 avec une Cloo 2,22. Cet antagonisme pourrait

s’expliquer par le fait que le VCH-286 et VVC interagissent avec les mémes résidus sur le site
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de liaison au corécepteur. Les petits inhibiteurs du CCR5 se lient tous dans la méme poche
hydrophobe dans CCR5 mais occupent différentes sous-cavités. La nature des interactions
spécifiques au sein de cette poche est unique a chacune de ces molécules, car elles ont des
formes et des polarités électrostatiques différentes. Les résidus clés impliqués dans les
interactions avec le MVC et le VCV sont Glu283 en TM7, Tyr108 en TM3, 11e198 en TM5, et
Tyr251 en TM6 [251]. Méme si le MVC et le VVC interagissent avec les mémes résidus ils ont
toutefois des affinités différentes. Par exemple, le MVC interagit fortement a la position 283
(Glu283), alors que pour le VVC l'interaction la plus forte se situe avec I'acide aminé 1le198 via
des interactions hydrophobes [251]. Nous croyons que 'antagonisme que nous avons trouvé
dans la présente étude est également possible d0 au fait que la liaison du premier inhibiteur
de CCR5 au corécepteur provoque une modification de la conformation du corécepteur qui
permettra une diminution de son affinité pour le deuxiéme inhibiteur ajouté dans la

combinaison [375, 376].

Des résultats similaires de combinaison d’inhibiteurs de CCR5 ont été rapportés par Nakata et
collaborateurs dans une étude de combinaison d’inhibiteurs de CCR5 AVC, TAK 779 et SCH-
C. Ce groupe a observé une légére synergie, une additivité ou un antagonisme. Il y avait une
tendance a I'antagonisme lors de la combinaison de 'AVC avec SCH-C ainsi qu’entre SCH-C
et lui méme. Une tendance vers la synergie était observée lorsque I'AVC était en combinaison
avec TAK779 ou TAK779 avec lui méme. Le groupe a conclu qu'’il faut considérer avec

prudence l'utilisation des combinaisons de certains inhibiteurs de CCR5 [339]
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Dans une autre étude Murga et collaborateurs ont observé une puissante synergie avec
I'anticorps monoclonal humanisé anti CCR5, PRO 140 lorsque utilisé en combinaison avec
trois petites molécules inhibitrices de CCR5 (maraviroc, vicriviroc et TAK-779), les valeurs du
Cl étaient entre 0,36 et 0,61, mais la combinaison du MVC et du VCV montrait un effet additif

[338].

Notre équipe a aussi montré une synergie entre les deux inhibiteurs de CCRS5, SCH-C et AOP-
RANTES ainsi qu’entre SCH-C et l'inhibiteur de fusion T-20. La combinaison de SCH-C et
AOP-RANTES a été testée contre un isolat R5 et les valeurs du Cl étaient comprises entre
0,36 et 0,42. Les interactions entre T-20 et SCH-C étaient synergiques contre une large

variété d’isolats cliniques R5 avec des valeurs de Cl allant de 0,33 a 0,98 [337].

Dans une autre étude notre groupe a également constaté une interaction hautement
synergique entre l'inhibiteur de CCR5 TAK-220 et l'inhibiteur de fusion T-20 contre toutes les
souches virales testées a chaque concentration inhibitrice utilisée [336]. Ici il faut noter qu'il
s’agit d’'un inhibiteur de CCR5 et un inhibiteur de fusion pour lesquels on s’attend a trouver un
effet synergique, car ils agissent a différentes étapes de I'entrée et vont se lier a des endroits
différents.

Notre étude a montré une variation importante des interactions en fonction des souches
virales et des inhibiteurs utilisés. L’expression différentielle de CCR5 a la surface cellulaire
pourrait influencer I'efficacité des inhibiteurs de CCR5 [377]. Afin de prévenir ces variations,

nous avons utilisé un mélange (pool) de PBMCs de trois donneurs différents et avons répété
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I'expérience a trois reprises, chaque fois en duplicata. Un autre facteur qui pourrait affecter les
interactions entre inhibiteurs de CCR5 est la présence d’inhibiteurs exogénes ou naturels qui
provoquent une régulation négative et induisent 'endocytose du récepteur réduisant ainsi sa
disponibilité pour l'infection par les virus R5. Il s’agit par exemple le cas des ligands naturels

de CCR5 comme RANTES, MIP-1a et MIP-1B [378].

Il est important de comprendre les interactions entre les inhibiteurs de CCRS5, car ils sont
actuellement a I'étude dans un contexte de microbicide en combinaison avec d’autres ARV et
des interactions défavorables in vitro déconseilleraient leur usage en combinaison en clinique.

[292-294, 303].

Certaines différences entre nos résultats et ceux des études mentionnées peuvent étre

attribuées aux différences concernant la nature chimique des molécules utilisées ainsi qu’aux

systémes expérimentaux, les types cellulaires et les souches virales utilisés.
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6. Conclusion et perspectives

Lors de ce travail, nous avons développé un outil phénotypique clonal sensible et
reproductible permettant de déterminer le tropisme du VIH-1. Ce test est également utile non
seulement pour évaluer le tropisme du VIH de spécimens cliniques ou de cultures cellulaires,
mais aussi pour évaluer la résistance aux inhibiteurs de CCR5. Le niveau de sensibilité de
notre test est comparable a celui rapporté par d'autres tests phénotypiques actuellement
commercialisés. La disponibilit¢ de cette technique au Canada permettrait un accés rapide
aux résultats a colts moindres, étant donné I'élimination du transport des échantillons a
I'étranger. A cause de sa haute sensibilité le test pourrait étre utilisé pour déterminer des
populations trés rares et . Ce systéme peut étre utilisé également pour différencier I'effet des
mutations sur l'infectivité virale ainsi que la sensibilité aux médicaments et non seulement sur
le tropisme viral. Cette technique sera également utilisée pour étudier la sensibilité des virus
aux anticorps neutralisants dans le cadre d’étude vaccinales.. Elle pourra étre utilisées pour
déterminer les interactions entre différents inhibiteurs d’entrée en développement. Il sera utile,

de compléter I'évaluation de la performance de notre test sur une banque de souches non-B.

Nous avons aussi démontré que plusieurs mutations a I'extérieur de la boucle V3 peuvent
contribuer a la résistance aux inhibiteurs de CCR5. La mutation [408T seule ou en
combinaison double et triple L317W/I1408T V169M/L317W/I408T semble avoir le plus d'impact

sur la susceptibilité au MVC.
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Les mutations F317W et V169M ont été associées au phénotype de résistance uniquement
quand elles étaient en double ou triple combinaison des mutants en présence de la mutation
[408T. La mutation 1408T dans la boucle V4 pourrait causer une modification de la structure
quaternaire de lI'env et la convertir en une structure capable de déclencher une transition
conformationnelle d'un état de haute énergie, pré-fusogéne, a un état de basse d'énergie,
fusogéne, favorisant la fusion membranaire. Cette mutation permet la formation d'un site
potentiel de glycosylation, lequel pourrait étre utilisé pour I'addition d’oligosaccharides et
pourrait ainsi avoir un impact dans la structure de I'enveloppe et sa sensibilité aux anticorps
neutralisants. Tous les mutants générés lors de nos expériences de passage ont conservé
l'utilisation du corécepteur CCR5, étayant le concept de la capacité du virus résistant a utiliser
linhibiteur de CCRS lié au corécepteur. Toutefois, le phénotype de résistance n’a pas de
signature moléculaire unique et semble étre propre a chaque combinaison de virus,

d’inhibiteur, et de type de cellule.

Dans de travaux ultérieurs, il serait intéressant d’analyser I'impact de la mutation 1408T sur la
structure tertiaire de I'enveloppe ainsi que de tester la sensibilité de nos différents mutants aux
anticorps neutralisants. |l serait particulierement intéressant de tester les anticorps qui ciblent
la gp120: IgGb12, 2G12, X5 ainsi que ceux qui ciblent la gp41 comme 17b, 2F5 et 4E10. Les
anticorps 2G12 se lient a des sites de glycosylation en position 332, 339 et 392. IgGb12 est un
anticorps anti-CD4 binding site. Son épitope est situé au niveau du site de liaison avec la
molécule CD4, X4 et 17b sont quant a eux des anticorps anti-épitope CD4 induits, ces

épitopes sont exposés uniquement aprés interaction de la gp120 avec la molécule CDA4.
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L’anticorps HGN194 reconnait un épitope linéaire conservé de la région variable V3 situé dans
le domaine d’interaction avec CCR5 ou CXCR4, 2F5 reconnait I'épitope ELDKWA, lequel se
trouve dans I'ectodomaine de la gp41. 4E10 lie I'épitope linéaire trés conservé NWF(D/N)IT
dans la gp41[371]. On peut croire que le mutant 1408T en V4 seul ou en combinaison pourrait
provoquer une diminution ou une absence de sensibilité aux anticorps anti-CD4 binding site, a
'anticorps HGN194 et aux anticorps anti CD4 induit a cause d’'une perte des sites de liaison

aux récepteurs [327].

Notre laboratoire est présentement engagée dans I'étude d’anticorps neutralisants provenant
de sérum des patients infectés par le VIH a différents stades de leur maladie. Les enveloppes

seront séquenceées et le réle de mutations comme 1408T sera investigué.

VCH 286 est un nouvel antagoniste du récepteur CCR5 avec une puissante activité antivirale
contre les souches VIH-1saL et VIH-1cc1/85 avec une 1Cso de I'ordre du nanomolaire, supérieure
a MVC et VVC et présentant des interactions médicamenteuses favorables avec la majorité
des ARV tels que les inhibiteurs de transcriptase inverse, de protéase, d’intégrase, et de
fusion employés en clinique pour traiter le HIV/SIDA. Les différences d’activité antivirale de
VCH-286, MVC et VVC pourraient étre dues a des différences d’affinité de ces molécules pour
le CCRS. Il serait important de vérifier si VCH-286 se lie sur le méme site ou des sites
différents que les autres inhibiteurs de CCR5 avec des expériences de liaison au récepteur en
présence de deux inhibiteurs et d’évaluer leur coopérativité de liaison. Il est primordial de

caractériser les résidus de CCR5 nécessaires a la liaison de VCH-286 par des expériences
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d’infection avec des mutants du CCRS5 tel que réalisé pour les molécules maraviroc, vicriviroc,
aplaviroc, TAK779 et TAK 720. Il serait aussi intéressant de vérifier la sélectivité de la liaison
de VCH-286 envers le CCR5 et savoir si cette molécule est capable de se lier a d’autres
corécepteurs tels que le cenicriviroc qui se lie aussi bien au CCR5 qu’au CCR2. Malgré que le
développement de la molécule VCH- 286 a été abandonné, il est intéressant de I'étudier
comme un modéle a cause de sa bonne performance comme inhibiteur de CCRS pour des
fins de comparaison avec des médicaments candidats en développement.

Les interactions de VCH-286 avec d'autres antagonistes de CCRS5 tels que le maraviroc et
vicriviroc, ont montré une grande variabilité allant de la synergie a I'antagonisme
dépendamment des isolats cliniques utilisés. Les antagonismes trouvés lors des expériences
de combinaison peuvent étre expliqués par le fait que le MVC et le VVC interagissent avec les
mémes résidus au niveau de CCRS5 ou par une modification de la conformation du corécepteur
induite par le premier inhibiteur de CCRS5, diminuant ainsi son affinité pour le deuxieme
inhibiteur ajouté dans la combinaison. Nos données indiquent que les combinaisons
d'inhibiteurs du CCR5 doivent étre considérées avec prudence, car les interactions sont
variables et un antagonisme est observé avec certaines combinaisons en fonction de la

souche virale utilisée.
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7. Contributions

1. Nous avons développé un outil phénotypique clonal sensible et reproductible pour déterminer le
tropisme de VIH-1. Cet outil est utile non seulement pour évaluer le tropisme du VIH des
spécimens cliniques ou de cultures cellulaires, mais aussi pour évaluer la résistance aux
inhibiteurs de CCR5 et [l'effet des mutations sur linfectivité virale . Dans le cadre de
développement de vaccins contre le VIH, cette technique pourrait étre utilisée pour évaluer
I'activité neutralisante des sérums de sujets vaccinés avec des candidats vaccins. Elle pourrait

aussi étre utile dans le développement des nouvelles molécules inhibitrices de CCRS5.

2. Nous avons découvert une mutation a I'extérieur de la boucle V3, la mutation 408T qui

a un impact sur la susceptibilité MVC.

3. Nous avons évalué les interactions médicamenteuses de VCH 286, un nouvel inhibiteur
du récepteur CCR5 avec des molécules antiretrovirales représentatives de chaque
classe médicamenteuse utilisée en clinique pour traiter I'infection par le VIH-1. Nous
avons aussi étudié les interactions de VCH-286 avec deux inhibiteurs de CCRS, le

maraviroc et le vicriviroc.
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