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Résumé

Mots-clés : Réservoir du VIH, infection aigiie, traitement précoce, tissus lymphoides, cellules

T CD4* mémoires

Les thérapies antirétrovirales (TAR) ont grandement amélioré la qualité de vie des personnes
infectées par le VIH qui y ont acces. Cependant, ces thérapies ne permettent pas d’éradiquer le
virus qui persiste sous forme latente au sein des cellules T CD4" de longue vie, formant ainsi un
réservoir viral qui représente un des obstacles majeurs vers la guérison du VIH.

De nombreuses études ont montré que I’initiation de TAR en phase aigiie permet de retarder le
rebond viral voire méme dans certains cas de contrdler la virémie du virus suite a une
interruption de traitement. Néanmoins, le moment et la localisation de I’établissement du
réservoir du VIH pendant I’infection aigiie restent incertains.

En utilisant des échantillons de sang et de tissus lymphoides de participants en phase aigiie
d’infection, nous montrons que le virus s’intégre en premier lieu dans les cellules des ganglions
lymphatiques et du colon et atteint des fréquences maximales de cellules infectées dés le stade
Fiebig II, soit avant la séroconversion. De plus, nous observons que I’initiation précoce de TAR
diminue drastiquement le nombre de cellules infectées et ce dans tous les compartiments.
Toutefois quelques cellules infectées persistent dans les ganglions lymphatiques. Nos résultats
suggerent qu’un grand nombre de cellules sont infectées tres tot au cours de 1’infection aigiie
mais elles forment un réservoir instable qui est rapidement ¢éliminé suite a I’initiation précoce

de TAR.



Abstract

Keywords : HIV reservoir, acute infection, early treatment, lymphoid tissues, memory CD4"

T cells

Antiretroviral therapies (ART) have largely increased the life expectancy of the HIV infected
individuals who have access to it. Nonetheless, these therapies can’t eradicate the virus that
persist in a latent state in long-lived CD4" T cells. These infected cells form a viral reservoir
that remains the main obstacle to a cure.

Several studies have shown that initiation of ART during the acute infection can lead to a delay
in the viral rebound or in some cases to viremia control after a treatment interruption. However,
the timing and location of the establishment and persistence of the viral reservoir during acute
infection remain unclear.

Using, blood and lymphoid tissues samples from acutely infected participants, we observed that
the virus is firstly integrated in lymph nodes and colon cells and reaches a maximum frequency
of infected cells at the Fiebig stage II, i.e. before seroconversion in the tissues. Moreover, we
saw that a very early initiation of ART results in a drastic decrease of the number of infected
cells in all compartments. Nonetheless a few infected cells persist under ART in the lymph
nodes.

Our results suggest that a large number of cells are infected early in tissues before moving into
the blood during the acute infection. Nonetheless, these infected cells form a labile HIV

reservoir which is rapidly, but incompletely, eliminated by an early initiation of ART.
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Chapitre 1 : Introduction



1.1 Virus de Pimmunodéficience humaine : le VIH

Le Virus de I'immunodéficience humaine, connu sous son acronyme VIH, est a I’origine de la
derni¢re pandémie mondiale du 20°™ si¢cle, amenant a la mort de plus de 35 millions de
personnes. A ce jour, ’épidémie est encore loin d’étre terminée car plus de 36,7 millions de
personnes vivent avec VIH et 1,8 millions d’individus ont été nouvellement diagnostiqués en

2016 (UNAIDS, 2017).

1.1.1 Histoire du VIH

La premiere personne infectée, dont le sang a été testé a posteriori, remonte a 1920 a Kinshasa
en République démocratique du Congo (Faria et al., 2014). Cependant, 1’épidémie débute
réellement dans les années 80. En 1981, plusieurs cas de sarcomes de Kaposi et de pneumonies
a Pneumocystis Jirovecii (anciennement Pneumocystis Carinii, PJP) inhabituels chez des jeunes
hommes ayant des relations avec d’autres hommes sont reportés aux Etats-Unis. Sur huit
patients identifiés a New-York, quatre décédent dans les vingt premiers mois apres le diagnostic
sans aucun effet de la chimiothérapie (Hymes et al., 1981). De méme en Californie, sur dix-neuf
patients identifiés huit décédent dans les quelques mois suivant leur diagnostiques (CDC, 1981).
Le facteur commun identifi¢ chez tous ces patients, est un état général d’immunodépression
(Centre for Disease Control CDC, 1982). En Septembre 1982, le centre de contrdle des maladies
(CDC) mentionne pour la premiere fois le syndrome d’immunodéficiences acquise (SIDA)
(Centers for Disease Control CDC, 1982). En parall¢le, les cas se multiplient sans que 1’on

connaisse l'agent étiologique de cette immunodépression. Cela ne concerne plus uniquement les



hommes ayant des relations avec d’autres hommes puisque les personnes hémophiles, les
usagers des drogues intraveineuses, les femmes et hommes hétérosexuels sont également
atteints (CDC, 1983; Masur et al., 1981). Dans le courant de I’année 1982, I’épidémie mondiale
est déclarée et des cas sont recensés en Europe, en Afrique et en Asie. Finalement en 1983, la
cause du SIDA est identifiée par 1’équipe de Luc Montagnier et Frangoise Barré-Sinoussi a
I’Institut Pasteur (Barre-Sinoussi et al., 1983). Il s’agit d’un virus a ARN qui sera d’abord
associ¢ aux virus T-lymphotropique humain (HTLV) mais n’amenant pas toujours a un
diagnostic de cancer, il sera par la suite renomm¢ virus de I'immunodéficience humaine (VIH)

(Coftin et al., 1986).

1.1.2 Origine et diversité génétique du VIH

Le VIH est un lentivirus qui émane de cross-transmissions avec le virus de I’'immunodéficience
simienne (VIS) trouvé chez les singes (Sharp & Hahn, 2011). Plusieurs transmissions ont eu
lieu entre I’homme et le singe donnant diffeérent types de VIH : les groupes M, N sont originaires
du VIS du chimpanzé Pan troglodytes troglodytes d’Afrique du centre-ouest alors que les
groupes O et P proviennent du Gorille. Cependant, le groupe M est le plus vieux lignage chez
I’humain et est prédominant. Le VIH évoluant trés rapidement a cause de la transcription inverse
de son ARN, un mécanisme qui n’a pas de systéeme de correction des mutations, le groupe M
s’est rapidement diversifi¢ donnant différents sous types et recombinants. Les clades les plus
présents sont le clade A en Asie, le clade B en Amérique et en Europe, les clade C et D en
Afrique (J. Hemelaar, 2012). Certains clades ou recombinants entre clades sont concentrés dans
des régions spécifiques tel que le clade CRFO1 AE en Asie du Sud/Est, notamment en Thailande

ou les cohortes de notre projet sont localisées (figure 1).
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Figure 1. Distribution mondiale des différents clades et recombinants du VIH-1
Les diagrammes circulaires représentent la distribution des différents clades et recombinants du HIV-1 pour chaque
région entre 2004 et 2007. La surface de chaque diagramme correspond aux nombres relatifs de personnes vivants
avec le VIH dans la région. Chaque couleur représente, selon la légende en bas a gauche, un sous-type ou
recombinants du VIH-1. Le diagramme en bas a droite résume la proportion mondiale des clades principaux du

VIH-1. Source(Joris Hemelaar, 2011; J. Hemelaar, 2012)

1.1.3 Modes de transmission

Le VIH est retrouvé en grande quantité dans le sang, le sperme, les sécrétions vaginales et le lait
maternel (CDC, 2018; UNAIDS, 1998). Ainsi, le virus peut étre transmis de fagon horizontale
lors de rapports sexuels non protégés, lors du partage de seringue chez les usagers de drogues

ou encore lors de transfusion sanguine. Le virus peut aussi étre transmis verticalement d’une



mere a son enfant est cela peut arriver in-utero, intrapartum soit lors de I’accouchement ou par
I’allaitement (Blanche et al., 1989; De Cock et al., 2000). Aujourd’hui, les lignes directives de
préventions contre la transmission du VIH ont permis de réduire la transmission du VIH de la
mere a I'enfant et la transmission entre usagers de drogues. La majorité des nouvelles infections

sont a ce jour dues a des rapports sexuels non-protégés (CDC, 2018).

1.2 Pathogénése du VIH

Le VIH est un lentivirus qui fait partie de la famille de retroviridae. 11 s’agit donc d’un virus
enveloppé a ARN simple brin qui a pour caractéristique premiere de posséder sa propre
transcriptase inverse permettant la rétro transcription de son ARN en ADN afin de s’intégrer

dans le génome de la cellule hote (Ryu, 2017).

1.2.1 Génome du VIH

Le génome du VIH de 9,8 Kilobase code pour 16 protéines virales essentielles pour la formation
et la réplication de nouveaux virions. A chaque extrémité, du génome se trouve les longues
répétitions terminales (LTR) et le LTR en 5’ code notamment pour le promoteur de la
transcription de génes viraux. A la suite, viennent les trois génes principaux : gag (groupe
antigenes spécifiques), pol (polymérase) et env (enveloppe) qui codent respectivement pour les
protéines structurales, les enzymes virales et les protéines de I’enveloppe. Le reste du génome
code pour les protéines régulatrices de la transcription Tat et Rev et pour les protéines

accessoires tel que Nef, Vpr, Vif et Vpu essentielles a la réplication virale.(Li & De Clercq,



2016; Marcus Altfeld, 2015; Seitz, 2016; Stein, Storcksdieck Genannt Bonsmann, & Streeck,

2016) (figure 2).

[oam |

gag | [vir | | env
| pol I nef

Figure 2. Organisation du génome du VIH-1

Les cadres de lecture des génes codants pour les protéines structurales et régulatrices sont représentés. LTR :
longues terminaisons répétées, gag = groupe antigéne spécifique, pol = polymérase, env = I’enveloppe. Tat et rev
sont les génes donnant les protéines régulatrices de la transcription. Les génes vif, vpr, nef et vpu codent pour les
protéines accessoires. Le génome du VIH-1 fait entre 9200 et 96000 nucléotides (dessin de Lutz Giirtler). Source

(Seitz, 2016)

1.2.2 Structure du VIH

Le VIH forme une particule ronde entre 120-150 nm de diamétre. Soixante-douze complexes
glycoprotéiques sont intégrés a la membrane lipidique et chaque complexe est constitué des trois
glycoprotéines 120 (Gpl20) extracellulaires et de trois glycoprotéines 41 (Gp4l)
transmembranaires. Les Gp120 interagissent avec les Gp41 et adopte une conformation ouverte
afin de se lier au récepteur CD4 des lymphocytes T (Pancera et al., 2010). A I’intérieur du virion
se trouve d’autres protéines structurales tel que la protéine 17 (p17) constituant la matrice, la
protéine 24 (p24) formant la capside et la protéine 7 (p7) constituant la nucléocapside. Dans la
capside se trouve les deux simples brins positifs d’ARN ainsi que les complexes enzymatiques
essentiels a la réplication : la transcriptase inverse (p66/p51) qui comme expliqué plus haut

permet la rétro-transcription de ’ARN en ADN, I’intégrase (p31) qui assiste I’intégration de



I’ADN viral dans le génome de la cellule hote et la protéase qui clive les poly-protéines
synthétisées pour générer les protéines matures. Finalement, au sein de la capside se trouve aussi
des protéines accessoires tel que Nef (facteur de régulation négatif), Vif (facteur d’infection
virale), Vpr (protéine virale r) et Vpu (protéine virale unique) qui sont essentielles pour la
pathogénicité et la réplication du virion au sein de la cellule hote (Li & De Clercq, 2016; Seitz,

2016) (figure 3).
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Figure 3. Schéma de la structure du VIH-1

Schéma montrant les glycoprotéines de 1’enveloppe (Gp120 et Gp41l), les protéines structurantes telles que la
capside (p24) et la matrice (p17) et les enzymes virales soit : I’intégrase, la transcriptase inverse et la protéase. Les

protéines accessoires sont aussi illustrées (Vif,Vpr,Nef et p7). Source (Robinson, 2002)

1.2.3 Cycle de réplication du VIH

Le cycle de réplication du VIH peut étre divisé en deux phases. Lors de la phase précoce, la
Gp120 du virus se lie au récepteur CD4" exprimé par plus de 60% des lymphocytes T et par de
nombreuses cellules du systtme immunitaire tel que les cellules dendritiques et les

macrophages. Néanmoins, cette liaison n’est pas assez forte pour permettre la fusion. Dans un



deuxiéme temps, la Gp120 se lie aux récepteurs a chimiokines CCRS5 ou moins fréquemment a
CXCR4 dépendamment du tropisme du virus. La double liaison permet une ouverture de Gp120
et un changement de conformation de Gp41 rapprochant la membrane lipidique virale de la
membrane lipidique cellulaire amenant & leur fusion (Engelman & Cherepanov, 2012). A la
suite de la fusion, la capside virale est relarguée dans le cytoplasme de la cellule hote et la
transcriptase inverse initie la transcription inverse du simple brin d’ARN en ADN proviral
double brin. Cet ADN proviral est ensuite exporté¢ au noyau cellulaire a travers les pores
nucléaires a I’aide du complexe de pré-intégration (PIC) formé par I’intégrase et d’autres entités
virales (figure 4). Finalement, I’intégrase induit 1’intégration de I’ADN proviral dans le génome
de la cellule hote, préférablement dans une région ou la transcription est active et le génome
ouvert (Li & De Clercq, 2016). Toutefois, I’ADN viral n’est pas toujours intégré dans le génome
de la cellule héte. Il peut persister dans le noyau sous forme linéaire ou sous forme circulaire.
En effet, au sein de noyau de la cellule, des cercles 1-LTR et 2-LTR peuvent étre formés a la
suite d’une recombinaison ou par le mécanisme de réparation de I’ADN de la cellules héte qui

joint les deux extrémités du ADNc viral (Sloan & Wainberg, 2011; Y. Wu, 2004).



A la suite de I’intégration, le génome viral peut demeurer dans un état latent au sein de la cellule
hote ou peut étre transcrit, selon le niveau d’activation de la cellule hote. La transcription de
I’ADN viral marque le début de la phase tardive du cycle cellulaire. Cette transcription amene
a la synthese des différentes protéines virales décrites ci-dessus, ainsi qu’a la production de deux
brins d’ARN viral complets. Les différents composants du virion sont par la suite empaquetés
dans I’enveloppe formée de la membrane lipidique de la cellule hote ou les protéines Gp120 et
Gp41 virales sont intégrées. L enveloppe provenant de la membrane lipidique de la cellule héte,
elle peut contenir des récepteurs spécifiques de la cellule hote. Finalement, les virions finissent

par bourgeonner et se détachent de la membrane pour aller infecter d’autres cellules (Freed,

2015) (figure 4).
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Figure 4. Schéma du cycle de réplication du VIH
Ce schéma illustre la phase précoce avec I’entrée viral, la rétro-transcription et 1’intégration ou la formation de
cercles LTR et la phase tardive avec la transcription et production de nouveaux virions. Source (Coiras, Lopez-

Huertas, Pérez-Olmeda, & Alcami, 2009)



1.2.4 Pathologie du VIH

Le VIH provoque une infection chronique qui conduit a la perte des fonctions immunitaires.
Ceci est dii aux propriétés infectieuses du virus et a la réponse immunitaire de 1’hote (Fanales-
Belasio, Raimondo, Suligoi, & Butto, 2010). En effet, le VIH infecte les cellules présentant le
récepteur CD4" soit, principalement les lymphocytes T mais aussi les cellules dendritiques et
les macrophages (Simon, Ho, & Abdool Karim, 2006). En déplétant les lymphocytes T CD4",
le VIH induit une forte immunodéficience (De Boer, 2007). La pathogénése du VIH est
segmentée en trois étapes qui sont plus ou moins longues selon les personnes infectées : la phase
aigiie dure entre six et douze semaines, la phase chronique de quelques mois a des années et

finalement le stade SIDA (Fauci, Pantaleo, Stanley, & Weissman, 1996)(figure 5).
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Figure 5. Pathologie de ’infection du VIH

Schéma des trois phases de I’infection du VIH montrant 1’évolution de la charge virale et du compte CD4". Source

(An & Winkler, 2010)
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e Phase aigiie :
La phase aigiie de I’infection est elle-méme composée de différents stades hiérarchisés selon la
classification Fiebig établie en 2003 (Fiebig et al., 2003)(figure 6). Les premiers 10 jours apres
la transmission, le virus n’est cliniquement pas détectable, c’est la phase éclipse. Cependant, le
VIH se réplique localement a bas bruit dans les muqueuses, les organes lymphoides de I’intestin
(GALT) et les tissues lymphatiques (Shaw & Hunter, 2012). Le stade Fiebig I commence avec
la détection de I’ARN viral qui devient quantifiable a partir de 5-10 copies par mL de plasma.
En parall¢le, aucune protéine virale n’est détectable a ce stade (Palmer et al., 2003). Apres 15
jours d’infection, la protéine virale de I’enveloppe p24 est a son tour identifiable dans le sang.
A ce moment, le virus se réplique trés rapidement sans que la réponse immunitaire innée puisse
le controler (McMichael, Borrow, Tomaras, Goonetilleke, & Haynes, 2010; Shaw & Hunter,
2012). Au cours du stade Fiebig I1I, les premiers anticorps IgM spécifiques au VIH sont détectés
par ELISA (Fiebig et al., 2003). Malgré la mise en place d’un réponse immunitaire adaptative,
la charge virale dans le sang continue d’augmenter a plus de 1 millions de copies d’ARN par
mL. Dé¢s les premiers jours apres 1’infection jusqu’au pic viral, le virus se transmet efficacement
aux nombreux lymphocytes T CD4" des organes lymphoides grace aux cellules dendritiques
plasmacytoides. Ces cellules dendritiques se trouvent dans les muqueuses souvent le lieu
primaire de I’infection et elles peuvent d’étre infectées par le virus. Par la suite afin d’initier une
réponse adaptative, elles migrent vers les organes lymphoides et transmettent le virus
efficacement par contact cellulaire avec les cellules T CD4" présentes en grand nombre dans ces
compartiments (McMichael et al., 2010; Shaw & Hunter, 2012). Ce mécanisme entraine une
déplétion des cellules T CD4" dans I’intestin (Guadalupe et al., 2003; Mehandru et al., 2004) et

a partir du pic viral soit le stade Fiebig III, la déplétion des cellules T CD4" est aussi notable
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dans le sang. Durant ce premier mois d’infection, un grand nombre de personnes infectées
expriment des symptomes divers et variés pouvant aller des symptomes cliniques de la grippe a
des « rash cutanés » (Fanales-Belasio et al., 2010; Moir, Chun, & Fauci, 2011). Finalement, au
stade Fiebig IV/V soit 4 a 12 semaines apreés ’infection, la réponse immunitaire adaptive
s’intensifie et les anticorps spécifiques du VIH sont quantifiables par immunobuvardage de type
Western. La charge virale dans le plasma décroit progressivement et atteint un point stable (Moir

etal., 2011; Shaw & Hunter, 2012). (figure 6)
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Figure 6. Classification Fiebig de la phase aigiie du VIH

Schéma représentant la charge virale et la positivité des tests pour chaque stade Fiebig Source (An & Winkler,

2010; McMichael et al., 2010)

e Phase chronique :
La phase chronique du VIH aussi appelé la phase asymptomatique ou la latence clinique est le

stade le plus long de I’infection. Elle commence plus ou moins aprés deux a trois mois
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d’infection et peut durer des années (An & Winkler, 2010). La mise en place d’une réponse
immunitaire de types cellulaire et humorale contrdle partiellement la réplication et stabilise la
virémie du virus. Notamment, les anticorps neutralisants se lient aux virions et limitent
lI'infection de nouvelles cellules. Ces anticorps spécifiques permettent I’identification et
I’¢limination des cellules infectées par cytotoxicit¢ a médiation cellulaire dépendante des
anticorps (ADCC) effectué par les cellules tueuses naturelles (NK) (Fanales-Belasio et al., 2010;
Letvin & Walker, 2003). De plus, des lymphocytes T CD8" cytotoxiques (CTL) spécifiques pour
le virus arrivent a identifier les cellules infectées et a les éliminer en produisant des granzymes,
de la perforine ou le ligand Fas induisant 1’apoptose de ces cellules (Marsden & Zack, 2015;
Wei et al., 2003). Néanmoins, le VIH échappe au systéme immunitaire en se diversifiant trés
rapidement par mutation. En paralléle, le systtme immunitaire en hyper activation constante
commence a s’épuiser (Maartens, Celum, & Lewin, 2014). Ainsi, le VIH continue de se

répliquer et le compte des lymphocytes T CD4" décroit graduellement.

e Stade SIDA :
En dessous de 200 lymphocytes T CD4" par uL de sang, le risque d’infections opportunistes par
des bactéries, des virus, des champignons ou des parasites devient trés grand et la vie de la
personne infectée est menacée. A ce stade, les ganglions lymphatiques sont enflés, les patients
ont de la fievre et développent des problémes respiratoires (Fanales-Belasio et al., 2010).
Finalement, les personnes infectées finissent par mourir d’infections opportunistes, la plus

commune aujourd’hui étant la tuberculose (TB) avec 400 000 personnes infectées décédées de

la TB en 2017 (WHO, 2017).
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1.3 Les traitements antirétroviraux : d’une pandémie a une

maladie chronique

1.3.1 La révolution des antirétroviraux

L’introduction d’une thérapie antirétrovirale (TAR) contre le VIH a complétement changé
I’issue de cette infection. Ce qui €tait dans les années 80 une des plus hautes causes de mortalité
devient dans les années 90-2000 une maladie chronique controlable pour les personnes qui ont
acces aux traitements. En effet, I’identification du VIH et de son cycle viral a permis le
développement de traitements bloquants les étapes critiques du cycle viral empéchant ainsi la
réplication virale et I’infection de nouvelles cellules (Barre-Sinoussi, Ross, & Delfraissy, 2013).
En 1987, la FDA approuve le premier médicament antirétroviral, la zidovudine mieux connue
sous le nom de AZT (3’-azido-3’-deoxythymidine). L’AZT est un inhibiteur nucléosidique de
la transcription inverse (INTI), analogue au nucléotide thymine. Méme si dans un premier temps
I’AZT semble efficace et réduit la production virale, trés vite le virus développe une résistance
a cette monothérapie (Larder, Darby, & Richman, 1989). Les INTIs développées par la suite
sont tout aussi inefficaces sur le long terme en mono ou bi thérapies car le virus développe des

mécanismes de résistance pour chacun d’entre eux (Kirschner & Webb, 1997).
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Figure 7. Chronologie des antirétroviraux contre le VIH de 1986 a 2013

Source (UNAIDS, 2014)

En 1994, le premier inhibiteur de protéase (IP) est développé (Lam et al., 1994) et est trés
efficace (D. D. Ho et al., 1995) mais une fois de plus, ne suffit pas par lui-méme. L.’année 1997
marque le début des combinaisons des antirétroviraux (cTAR), la plus courante comprend deux
INTIs combinés avec un IP. Ces combinaisons sont un succes, elles réduisent la charge virale
dans le sang a un niveau presque indétectable soit moins de 50 copies/mL et ce, sans développer
de résistance (Brodt et al., 1997; Havlir et al., 2001). Ces cTAR permettent un rétablissement
partiel du compte des cellules T CD4". Cependant, les personnes sous traitements commencent
a montrer de plus en plus d’effets secondaires et le traitement s’avere trés lourd avec beaucoup
de comprimés a prendre plusieurs fois par jour (Marcus Altfeld, 2015). A partir de 2006, la
deuxiéme génération de IP et d’INTI, ainsi que I’introduction d’inhibiteur d’intégrase et
d’inhibiteur d’entrée et de fusion, réduisent grandement les effets secondaires (Hughes, Barber,

& Nelson, 2008) (figure 7). De plus, ces nouvelles cTAR sont sous forme d’une pilule par jour
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(Nachega et al., 2014). Finalement en 2010, les personnes infectées, sous traitement, ont une

espérance de vie presque similaire aux personnes non infectées (figure 8).
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Figure 8. Evolution de ’espérance de vie des personnes vivants avec le VIH de 1995 2 2010

Source(UNAIDS, 2014)

1.3.2 Différentes catégories d’antirétroviraux

A ce jour, il y a plus de 30 antirétroviraux individuels ou en combinaison sur le marché. Ces

différentes molécules sont classées en 4 catégories :

e Les inhibiteurs de la transcriptase inverse (RT)
Il existe deux catégories d’inhibiteurs de la RT, les inhibiteurs nucléosidiques dépendants (INTI)
qui compétitionnent avec les nucléotides physiologiques. La structure des INTIs differe

légérement des nucléotides naturels, leur permettant d’interagir avec les sites de liaison des
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nucléotides sur la RT. Cependant, une fois incorporés les INTIs empéchent la synthése d’un
ADN viral double brin complet (Arts & Hazuda, 2012; Marcus Altfeld, 2015). Les INTIs les
plus courantes sont notamment la Zidovudine (AZT) qui fut le premier médicament mis sur le
marché contre le HIV. Puis, elle fut remplacée par la Lamivudine (3TC) et la Stavudine (d4T)

qui font souvent parties des tri thérapies d’aujourd’hui.

La deuxieéme catégorie est un inhibiteur non-nucléosidique (INNTTI). Contrairement aux INTIs,
les INNTIs n’ont pas besoin que la cellule soit active car ils ne rivalisent pas avec un substrat.
Les INNTISs se lient au niveau du site catalytique de la RT, changeant sa conformation bloquant
le bon fonctionnement de I’enzyme (de Bethune, 2010; Marcus Altfeld, 2015). Aujourd’hui les
INNTISs les plus courantes sont : I’Efavirenz (EFV), I’Etravirine (ETR), la Nevirapine (NVP) et

la Rilpivirine (RPV)

e Les inhibiteurs de protéase (IP)
La protéase du VIH coupe la poly-protéine viral gag-pol afin de générer les sous-unités
fonctionnelles essentielles a la formation de nouveau virions. Les inhibiteurs de protéase
bloquent les sites d’action de I’enzyme prévenant toute production de protéines de structure et
de nouvelles enzymes virales (Lv, Chu, & Wang, 2015). Depuis leur introduction en 1994, les
premiers Inhibiteurs de protéase tel que Saquinavir ou Ritonavir ont ét¢ grandement améliorés.
En 2006, de nouvelles I[P comme le Darunavir sont rehaussées avec des composés additionnels
qui renforcent leur attachement au site d’activité de la protéase, permettant de réduire la dose

de IP et donc leur toxicité (Youle, 2007).
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e Les inhibiteurs d’intégrase
L’intégrase est essentielle pour I’intégration de I’ADN double brin viral dans le génome de la
cellule hote. Sans intégration le VIH ne peut pas se répliquer (Li & De Clercq, 2016). Les
inhibiteurs d’intégrase agissent a plusieurs étapes de 1’intégration : au niveau de la liaison de
I’ADN viral avec le complexe de I’intégrase (PIC), empéchant I’intégrase de cliver I’ADN en
3’, bloquant le transfert au noyau ou encore en prévenant la réparation de I’ADN génomique
post-intégration (Lataillade & Kozal, 2006). Les inhibiteurs d’intégrase actuellement utilisés

sont : le Dolutegravir, le Raltergravir et I’Elvitegravir.

e Les inhibiteurs d’entrée
L’entrée du virus dans une cellule T CD4" est une étape cruciale du cycle viral car le VIH ne
peut pas se répliquer hors d’une cellule hote. L’entrée se fait en trois étapes et les inhibiteurs
d’entrée agissent a ces différents niveaux. Ils bloquent ou affaiblissent la liaison de la gp120
avec le récepteur CD4", c’est le cas de I’anticorps monoclonal Ibalizumab qui empéche une
liaison optimale. L’inhibition se fait aussi au niveau de la liaison avec les chemiokines CCRS et
CXCRA4, I’inhibiteur le plus répandu étant le Maraviroc qui rivalise pour la liaison avec CCRS.
Finalement il existe aussi des inhibiteurs de fusions, I’Enfuvirtide (T-20) est constitué
d’oligopeptides qui s’insérent entre I’enveloppe du virus et la membrane lipidique de la cellule

prévenant leur fusion (Kuritzkes, 2009; Marcus Altfeld, 2015).
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1.3.3 Les limitations des antirétroviraux

Les antirétroviraux ont grandement amélioré la vie des personnes vivants avec le VIH.
Cependant le traitement en lui-méme n’est pas suffisant car il ne permet pas d’éradiquer le VIH
(Deeks et al., 2016). En effet le virus persiste sous forme latente et toute interruption de cTAR
conduit a un rebond viral dans les quelques semaines qui suivent (T.-W. Chun, Davey Jr, Engel,
Lane, & Fauci, 1999). Ainsi, les personnes infectées doivent prendre un traitement journalier a
vie et ces thérapies sont trés couteuses. Aux Etats-Unis, un ¢TAR a vie pour une personne
infectée a 35 ans cotite 326,500 USD (Schackman et al., 2015). De plus, les antirétroviraux
n'abrogent pas enticrement 1’inflammation (Vinikoor et al., 2013; Wada et al., 2015) et ne
rétablissent pas le compte des cellules T CD4" a un niveau initial notamment dans 1’intestin
(Mehandru et al., 2006). D'autre part, les personnes vivants avec le VIH subissent toujours de
nombreuses discriminations de par leur statut de séropositif et ce malgré 1’introduction des
thérapies (Avert, 2017). Finalement, méme si en Juin 2017, 20,9 millions sur 36,7 millions de
personnes infectées sont traitées, il reste 15,8 millions de personnes vivant avec le VIH qui n’ont
toujours pas accés aux cTAR (UNAIDS, 2017). En résumé, I’introduction de TAR a
grandement amélioré le niveau de vie des personnes infectées y ayant acces seulement. De plus,
ces traitements sont a prendre a vie car ils n’éradiquent pas le virus en phase latence, ainsi, ils

ne sont pas une solution sur le long terme.

1.4 Réservoirs du VIH

Le VIH s’intégrant principalement dans le génome des lymphocytes T CD4", il peut donc

persister au sein de ces cellules sous forme latent, soit sans €tre transcrit. Au cours de 1’infection,
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plus de 80% des lymphocytes T CD4" infectés sont éliminés, cependant un petit nombre de ces
cellules infectées persistent malgré I’initiation des antirétroviraux (T. W. Chun et al., 1997; Finzi
etal., 1997; Wong et al., 1997). Le réservoir du VIH commence a s’établir tres tot dans les deux
premicres semaines de la phase aigiie de I’infection (Ananworanich et al., 2016; Henrich et al.,
2017). Une étude chez les primates non-humains a méme montré qu’un réservoir réplicatif
compétant du VIS est établit apres trois jours d’infection, alors que la charge virale dans le
plasma n’est pas encore détectable (Whitney et al., 2014). A long terme, ce réservoir reste stable
sous traitement et d’aprés une modélisation mathématique, il faudrait plus de 73 ans de TAR
afin de I’éliminer 1 millions de cellules infectées (Chomont et al., 2009; Siliciano et al., 2003).

Le réservoir du VIH est donc I’obstacle majeur vers une guérison (Deeks et al., 2016).

1.4.1 La compartimentation du réservoir du VIH

La persistance du VIH se fait principalement au sein des lymphocytes T CD4". 1l faut toutefois
noter qu’un certain nombre de cellules my¢loides peuvent étre infectées et contribuent au
réservoir du VIH. Notamment, il a ét¢ démontré que les macrophages différenciés et résidents
dans les tissus tel que les cellules de Kupftfer du foie, les macrophages alvéolaires des poumons
et les cellules microglies du cerveau peuvent survivre de semaines voire des années. Ainsi, des
¢tudes ont observé que le VIH persiste et forme un réservoir parmi ces macrophages tissus

résidents.

Néanmoins, les lymphocytes T CD4" de par leurs trés longues demi-vies et leur état de repos
forment la majorité du réservoir du VIH. Au sein des lymphocytes T CD4", certaines sous-

populations de par leur localisation, demi-vies et statuts de réactivation sont aussi plus propices

20



a la persistance du virus. De plus, la fréquence des lymphocytes T CD4" différe d’un organe a
un autre, avec une forte densité des cellules T CD4" résidents dans les tissus périphériques. Ainsi
les cellules T CD4" contribuant au réservoir du VIH ont une répartition hétérogéne au sein du

corps humain.

e Sous-population des lymphocytes T CD4" :
La majorité du réservoir du VIH se trouve au sein des lymphocytes T CD4" mémoires, soit les
centrales (Tcm), transitionnelles (Ttm) et effectrices (Tem) mémoires respectivement (Chomont
et al., 2009; Douek et al., 2002; Siliciano et al., 2003) (figure 9). En effet, les cellules mémoires
ont une longue demi vie et maintiennent un état de quiescence essentiel pour éviter la détection
du virus par le systeme immunitaire (Lees & Farber, 2010; Sallusto, Geginat, & Lanzavecchia,
2004). Notamment, les cellules T CD4" centrales mémoires contribuent majoritairement au
réservoir du VIH (Chomont et al., 2009). Toutefois, les cellules T CD4" transitionnelles et
effectrices mémoires qui sont plus différenciées et plus promptes a €tre réactivées, contiennent
elles aussi un grand nombre de virus persistants (G. Q. Lee & Lichterfeld, 2016). A I’inverse,
les cellules T CD4" naives sont moins permissives a la plupart des souches du VIH car elles
expriment peu du corécepteur CCRS essentiel a 1’entrée virale (B. Lee, Sharron, Montaner,
Weissman, & Doms, 1999). Néanmoins, un faible niveau d’ADN viral intégré est détecté¢ au
sein des cellules T CD4" naives chez la plupart des individus infectés sous traitement (Fabre-
Mersseman et al., 2011; Wightman et al., 2010). Finalement, de récentes études ont montré que
le VIH persiste dans une certaine mesure au sein des « cellules souches » T CD4" mémoires
(Tscm), qui ont un phénotype intermédiaire entre les naives T CD4" et les cellules mémoires T

CD4" (Buzon, Sun, et al., 2014; Jaafoura et al., 2014).
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Figure 9. Caractéristique des sous-populations des cellules T CD4"

Les cellules T CD4+ peuvent étre divisées en deux catégories les cellules naives et les cellules mémoire. Il y a
différentes sous-population au sein de cellules mémoires. Les cellules T CD4" mémoires évoluent vers une sous-
population plus différenciée suite a la représentation de 1’antigéne acquérant des caractéristiques propres a chaque
stade. Adapté de (Kulpa & Chomont, 2015)
e Compartimentation anatomique

Moins de 2% des lymphocytes totaux du corps humain sont présents dans le sang. La majorité
des lymphocytes sont concentrées dans les organes lymphoides secondaires tel que les ganglions
lymphatiques, la rate ou les tissus lymphoides associ¢es aux muqueuses (Ganusov & De Boer,
2007). Ainsi, la plupart des cellules infectées sont localisées au sein de ces tissus (Kulpa &
Chomont, 2015; Svicher, Ceccherini-Silberstein, Antinori, Aquaro, & Perno, 2014). L’intestin,
ou I’inflammation est treés forte durant I’infection, est un compartiment avec un grand nombre
de lymphocytes activés et de cellules T CD4+ effectrices mémoires (Sathaliyawala et al., 2013)

amenant a 1’établissement d’un réservoir du VIH au sein de ce tissu. De plus, 1’activation

permanente du systéme immunitaire au sein de l’intestin et la mauvaise pénétration des

22



antirétroviraux favorise une réplication a bas bruit du virus optimisant sa maintenance au sein
de ce compartiment (T. W. Chun et al., 2008; Yukl et al., 2010). Quant aux ganglions
lymphatiques, ils sont un sanctuaire préférentiel pour le réservoir du VIH. Tout d’abord, les
antirétroviraux pénétrent aussi moins efficacement dans les ganglions lymphatiques. De plus,
les cellules T CD4" folliculaires auxiliaires (Tth), qui résident spécifiquement dans les ganglions
lymphatiques, ont une haute fréquence d’infection et persistent sous TAR. En effet, ces Tth sont
localisées dans le centre germinatif ou les cellules T CD8" ne peuvent pénétrer et éliminer les
Tth infectés. (Fukazawa et al., 2015; Perreau et al.,, 2013; Sathaliyawala et al., 2013).
Finalement, d’autres compartiments tels que le cerveau et les tractus génitaux féminin et
masculin pourraient aussi servir de réservoir pour le VIH a long terme (Gray et al., 2014).
Toutefois leur contribution a la persistance du VIH n’est pas clairement définie. Le virus est
cependant détecté au cours de I’infection dans le systéme nerveux central (CNS) (Harrington et
al., 2009; Schnell, Spudich, Harrington, Price, & Swanstrom, 2009) et la production virale est
quantifiée dans les voies génitales de personnes traitées (Gianella et al., 2013; Halfon et al.,

2010; Jenabian et al., 2016; Launay et al., 2011).

1.4.2 La maintenance du VIH

Ce réservoir se maintient sous TAR par deux mécanismes principaux (figure 10). Dans une
moindre mesure, le VIH forme un réservoir actif due a un faible niveau de la réplication virale
persistant sous TAR (Buzon et al., 2010; Palmer et al., 2008). De nombreux tissus tel que
I’intestin, le cerveau, les ganglions lymphatiques sont moins permissifs aux antirétroviraux
(Fletcher et al., 2014). Ces tissus ont aussi une forte concentration de cellules T CD4"*
rassemblant un grand nombre de cellules infectées et facilitant 1’infection de cellule a cellule

chez des individus ou la charge virale est indétectable. De plus, de nombreuses co-infections ou
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bactéries activent le systéme immunitaire et notamment les cellules mémoires T CD4" infectées
en réponse a un antigéne, amenant a la production de nouveaux virions et a 1’infection de
nouvelles cellules au sein de tissus peu permissifs a TAR. Ainsi, la réplication virale a faible
niveau dans les tissus conduit a une inflammation résiduelle et a une perpétuation du réservoir
du VIH (Fletcher et al., 2014; Lorenzo-Redondo et al., 2016; Massanella, Fromentin, &
Chomont, 2016).

Cependant, la majorité du réservoir du VIH est retrouvée dans un état latent au sein des
lymphocytes T CD4" mémoires au repos (Chomont et al., 2009; Garcia, Buzon, Benito, &
Rallon, 2018). En effet, ces cellules mémoires T CD4" ont une demi vie d’en moyenne 44 mois
(Siliciano et al., 2003). Suite a I’initiation du traitement et en réponse a I’augmentation du niveau
d’IL-7, les lymphocytes T CD4" mémoires proliférent grandement afin de combler le vide laissé
par la déplétion des cellules T CD4".A plus long terme sous TAR le niveau de IL-7 baisse mais
reste suffisant pour permettre aux cellules T CD4" mémoires de se diviser de fagon
homéostatique (Vandergeeten et al., 2013). Des études ont aussi montré que la persistance du
virus est directement liée a la prolifération des cellules T CD4" mémoires car le VIH s’intégre
dans des régions génomiques qui favorisent 1’expansion clonale, notamment dans des sites de
régulation du cycle cellulaire (Maldarelli et al., 2014; Wagner et al., 2014). Ainsi, ce réservoir
latent persiste toute la vie et subit peu de variations génétiques (Finzi et al., 1999; Josefsson et

al., 2013; von Stockenstrom et al., 2015).
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Figure 10. Persistance du réservoir du VIH
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contenant le virus. D’autre part, I’inflammation et I’activation du systéme immunitaire permettent la production de
virions infectant de nouvelles cellules dans les tissus ou TAR est moins permissive. Source (Massanella et al.,

2016) Figure empruntée avec autorisation au Dr. Nicolas Chomont.

1.4.3 Quantification des réservoirs du VIH

Il est tres difficile d’identifier et de localiser le VIH persistant qui est a 1’origine du rebond viral
lorsque le traitement est interrompu. Tout d’abord, I’ADN viral n’est pas toujours intégré dans
le génome et d’autre part 90% des génomes viraux sont défectifs (Katherine M. Bruner et al.,
2016; Eriksson et al., 2013; Y.-C. Ho et al., 2013). Ainsi les essais basés sur les mesures PCR
de I’ADN viral total ou intégré surestiment largement la taille du réservoir (Butler, Hansen, &
Bushman, 2001; O'Doherty, Swiggard, Jeyakumar, McGain, & Malim, 2002; Vandergeeten et
al., 2014). Néanmoins, ces méthodes sont tres sensibles pouvant détecter jusqu’a une copie de

VIH dans 1 million de cellules (Vandergeeten et al., 2014). A ’extréme inverse, le « quantitative
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viral outgrowth assay » QVOA, une mesure quantitative en dilution de la croissance virale, est
considéré comme la méthode de référence des réservoirs du VIH. Le QVOA quantifie
exclusivement la fréquence des cellules T CD4" capables du produire du virus compétent pour
la réplication aprés plusieurs jours de stimulation. Une limite de cette méthode est que les
cellules T CD4" au repos ne sont pas toujours réactivées in vitro et certaines cellules infectées
contiennent un génome viral intact mais ce dernier est non transcrit. Ainsi, le QVOA ne
comptabilise pas ces cellules et sous-estime la taille du réservoir capable de réplication (K. M.
Bruner, Hosmane, & Siliciano, 2015; Siliciano & Siliciano, 2005). Finalement, cette méthode
requiert un grand nombre de cellules T CD4". Entre ces deux extrémes, plusieurs méthodes ont
¢té mises au point afin de quantifier le génome intact du VIH (Hiener et al., 2017), les cellules
capables de produire de I’ARN viral (Baxter et al., 2017; Cillo et al., 2014; Procopio et al.,
2015), des protéines virales ou des virions complets. Cependant, la taille du réservoir du VIH

reste difficile a estimer et se trouve a I’intersection de ces différents tests (figure 11).
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Figure 11. Les différents essais pour quantifier le réservoir du VIH
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Il existe plusieurs méthodes pour mesurer le réservoir du VIH. Chaque technique a ses avantages et ses

inconvénients souvent sur ou sous estimant la taille réelle du réservoir. Adapté de (Deeks et al., 2016)

1.5 Vers une rémission du VIH

De nombreuses stratégies ont été mises en place afin de réduire la taille du réservoir du VIH
pour permettre une guérison fonctionnelle telle que la stratégie « shock and kill » ou les cellules
infectées sont réactivées afin de pouvoir les éliminer. Cependant, les études récentes utilisant
cette stratégie ont montré peu voire aucun impact sur la taille du réservoir (Kim, Anderson, &
Lewin, 2018). A ce jour, seule I’initiation du traitement en phase précoce de I’infection réduit
la taille du réservoir (Archin et al., 2012; Buzon, Martin-Gayo, et al., 2014; Hocqueloux et al.,

2013; Strain et al., 2005)( figure 12).

Arrét Rebond typique

< 2 mois Initiation précoce de TAR

Controleurs post-interruption

Pas de rebond

Visconti (n=14)

SPARTAC (n=4)
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Bébé du Mississippi Cascade (n=11)
28 mois Seattle (n=1)

virus circulant

Adolescente frangaise (n=1)
Seattle ACTG mixed (n=1) Limite de détection

—mr s 1iMOthy Brown

>

Figure 12. Cas de controle du virus post interruption d’un traitement initiée en phase aigiie

Adapté de (Deeks et al., 2016)
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1.5.1 Guérison complete N=1

A ce jour, une seule personne est considérée comme "guérie" de l'infection par le VIH. 11 s’agit
de Timothy Brown plus connu sous le nom « du patient de Berlin » (Hutter et al., 2009). Cette
personne s'est infectée a la fin des années 90 et 10 ans plus tard, apres avoir €té traité avec la
trithérapie pendant 4 ans, elle a développé une leucémie myéloide aigiie. A la suite d’une
irradiation corporelle totale, il a subi deux greffes de cellules souches allogéniques d’un donneur
compatible qui présente un génotype homozygote CCRS5-Delta32. Cet all¢le conduit a la
délétion d’une portion du géne de CCRS et le peu de personnes homozygotes pour ce locus sont
généralement résistantes a I’infection du VIH (Galvani & Novembre, 2005; Novembre, Galvani,
& Slatkin, 2005). Dans les mois qui ont suivi la transplantation, sans aucun traitement, le VIH
est demeur¢ indétectable et cela fait maintenant 10 ans que Timothy Brown vit sans trace de son
infection. Néanmoins, cette solution n’est pas applicable a toute la population vivant avec le
VIH car I’opération reste trés lourde avec une mortalité élevée et il est impossible d'identifier

un donneur CCR5-Delta32 homozygote compatible pour 36,7 millions de personnes.

1.5.2 Initiation précoce de TAR amene a un rebond viral retardé
post-interruption

De nombreux nourrissons ont commencé les antirétroviraux quelques jours ou semaines apres
leur naissance. Notamment, le cas trés connu du bébé du Mississippi ayant initié TAR seulement
2 jours apres sa naissance et arrété le traitement 18 mois plus tard. L’enfant a maintenu une
charge viral indétectable pendant plus de 28 mois avant de faire un rebond viral (Luzuriaga et

al., 2015). Néanmoins, toutes les personnes ayant initi¢ un traitement dans la phase primaire de
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I’infection ne présentent pas ce retard de retour de virémie apres ’interruption du traitement

(Fidler et al., 2013; Giacomet et al., 2014).

1.5.3 Initiation précoce de TAR ameéne a un controle de la virémie
post-interruption

D’autres cas suggerent que ’initiation précoce des antirétroviraux permet un contréle du virus
a la suite d’une interruption de traitement. La cohorte VISCONTI ou 14 individus ayant initié
TAR dans la phase aiglie de I’infection (stade Fiebig III), soit aprés séroconversion, est un bon
exemple. En effet, une fois le traitement interrompu, ces personnes contrélent leur charge virale
pendant plus de 5 ans (Saez-Cirion et al., 2013). Un autre exemple est celui de la jeune frangaise
traitée moins de 6 mois apres la naissance jusqu’a 5-6 ans avant d’arréter le traitement. Pendant
plus de 11 ans I’ARN viral reste a 4 copies par mL de sang. Aujourd’hui, la jeune fille a 18 ans
et contrdle toujours sa charge virale (Frange et al., 2016). Dans la recherche d’une cure
fonctionnelle, d’autres études ont confirmé que ’initiation de TAR en phase aigiie amenait a un
controle de la virémie chez certaines personnes (Fidler et al., 2013; Hocqueloux et al., 2010;

Lodi et al., 2012; Salgado et al., 2011).

1.6 Rationnel et hypotheses

A ce jour, seule I’initiation précoce de TAR semble impacter la taille du réservoir du VIH. En
effet, les personnes infectées commengant le traitement moins de 6 mois aprés 1’infection ont

un réservoir plus restreint comparativement aux personnes traitées durant la phase chronique
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(Archin et al., 2012; Buzon, Martin-Gayo, et al., 2014; Hocqueloux et al., 2013; Strain et al.,
2005). Toutefois, tous les cas ou TAR est initiée précocement au cours de I’infection, ne ménent
pas forcement a un retard du rebond viral ou a un controle de la virémie suite a une interruption
du traitement. Des études ont montré que des personnes traitées trés précocement au cours de
I’infection subissent un rebond viral rapide a la suite d’une interruption de TAR(Colby et al.,
2018). Ainsi, un réservoir réplicatif du VIH s’établit des les premieres semaines d’infection(T.
W. Chun et al., 1998) et chez les primates non-humain, il a ét¢ démontré que le réservoir du SIV
dans les cellules T CD4" de longue vie s’établit dés les trois premiers jours de 1’infection et ce
avant méme que I’ARN viral soit détectable dans le sang (Whitney et al., 2014). Toutes ces
observations suggerent que le réservoir du VIH s’établit trés tot et persiste a faible fréquence
malgré I’initiation de TAR. Cependant jusqu’a présent avec la difficult¢ d’obtenir des
échantillons de sang et de tissus de personnes en infection aigiie limitait les connaissances sur
les tissus et les sous-population cellulaires ou s’établit le réservoir du VIH en premier lieu. En
effet, toutes les études précédentes sur 1’é¢tude du réservoir en phase aigiie d’infection sont faites
sur des échantillons sanguins. Cependant, les tissus lymphoides contiennent plus des
lymphocytes T CD4" et sont reconnus comme des sites préférentiel pour la persistance du VIH
sous TAR (T. W. Chun et al., 2008; Perreau et al., 2013; Svicher et al., 2014; Yukl et al., 2010).
Ainsi, il est essentiel d’identifier les compartiments et les sous-population cellulaires ou s’établit

et persiste le réservoir du VIH sous TAR.

Hypothése : L’initiation de TAR en phase aigiie agit sur la taille du réservoir car le virus est

majoritairement intégré dans des cellules T CD4" activées de courte vie, localisées au sein de

tissus lymphoides inflammés, et non dans les cellules T CD4" mémoires de longue vie au repos
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a ce moment de I'infection. Cependant, un petit nombre de cellules infectées capable de

réplication viral arrivent a persister sous TAR dans les tissues lymphoides.

Le premier objectif est d’identifier a quel moment de I’infection aigiie le réservoir du VIH

commence a s’établir et dans quels tissus.

Le second objectif est de mesurer I’impact de I’initiation de TAR a différents moments de la
phase aigiie sur la taille du réservoir du VIH et de quantifier les cellules infectées persistent sous

TAR selon les différents compartiments.

Enfin, le troisiéme objectif consiste a étudier I'é¢tablissement du réservoir du VIH au sein des

différentes sous-populations des cellules T CD4" afin de définir I’impact de I’initiation de TAR

sur la distribution du réservoir dans ces sous-types cellulaires.
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Chapitre 2 : Méthodologie
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2.1 Les cohortes

Cette étude a été réalisée en collaboration avec le MHRP (Military HIV Research Program) basé
a Washington DC (Etats Unis) et I’équipe SEARCH du Centre de recherche sur le SIDA de la
Croix Rouge a Bangkok (Thailande). Des personnes infectées par le VIH sont suivis
périodiquement en Thailande au sein de différentes cohortes prospectives a travers cet
organisme. Les participants sont recrutés dans la cohorte de phases aigiie ou chronique, en

fonction du temps écoulé entre la date estimée de I’infection par le VIH et la date de recrutement.

2.1.1 Cohorte d’individus en phase aigiie

Au sein de la cohorte RV254/SEARCHO10 (clinicaltrials.gov NCT00796146), les personnes
infectées sont recrutées en phase aigilie de I’infection au centre de recherche de la Croix Rouge
sur le SIDA de Bangkok. Pour identifier les personnes en phase aigiie de 1‘infection, des
volontaires non-infectés mais a haut risque d’infection sont fréquemment testés avec un test
d’acide nucléiques tres sensible (NAT) identifiant I’ARN viral (Ananworanich et al., 2012). Si
le test est positif, une série de mesures immunologiques et virologiques sont effectuées afin
d'estimer la durée de I’infection. Les individus en la phase aiglie sont par la suite recrutés et
classifiés selon le stade Fiebig en fonction de la positivité des tests virologiques et
immunologiques (Fiebig et al., 2003)(Tableau I). Cette cohorte prospective a déja engagé 512
individus diagnostiqués en phase aigiie de I’infection. Un régime de trithérapie antirétrovirale
comprenant en général TDF/FTC/EFV (Tenofovir, Emtricitabine, Efavirenz) est offert a tous
les participants et est initié en médiane O jours aprés le recrutement. De plus, 31% des
participants prennent en plus de traitement général du MVC (Maraviroc) et du RAL

(Raltegravir).

33



Tableau L. Tests pour la classification Fiebig

ELISA ELISA Immunobuvardage |Immunobuvardage [ Immunobuvardage
ARN viral Antigéne p24 anticorps de ty.pe Western de ty.pe Western de type Western
p24 anticorps p24 anticorps p31 non-igM
Fiebig | + - - - - -
Fiebig Il + + - - - -
Fiebig Ill + + + - - -
Fiebig IV + + + + - -
Fiebig V + + + + + -
Chronique + + + + + +

Les échantillons de 170 participants ont été utilisés pour cette étude, incluant 24 Fiebig I, 47
Fiebig II, 70 Fiebig IIl et 29 Fiebig IV/V. Toutes les personnes enrdlées ont signé un
consentement écrit décrivant le projet avant de donner du sang, des ganglions et/ou des biopsies
de I’intestin. En moyenne, la durée estimée de I’infection avant le diagnostic pour chaque stade

Fiebig de cette cohorte est de 15 (FI), 16 (FII), 19 (FIII) et 22 (FIV/V) jours, respectivement.

2.1.2 Cohortes controles de personnes en phase chronique

Les Cohortes RV304 (NCT01397669) (Schuetz et al., 2014) et SEARCHO11 (NCT00782808)
(Chalermchai et al., 2013) sont aussi localisées au centre de recherche de la Croix Rouge sur le
SIDA a Bangkok. Ces cohortes ont ét¢ utilisées comme controle dans notre étude. Dans ce cas,
il s’agit de personnes diagnostiquées en phase chronique de I’infection et pour lesquels tous les
tests immunologiques méme les moins sensibles pour détecter le VIH, sont positifs. Pour ce
projet, les échantillons de 26 individus de la cohorte RV304 et 32 individus de la cohorte
SEARCHO11 ont été utilisés. Les participants ont signé€ un consentement éclair¢ avant de donner
du sang, des ganglions et/ou des biopsies de I’intestin et ont eu ’opportunité d’initier le

traitement.
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2.2 Mesures virologiques

Les participants des différentes cohortes sont suivis pendant plus de deux ans et aujourd’hui
encore continuent de visiter la clinique a intervalles réguliers. A chaque visite des prélévements
sanguins sont réalisés et I’ARN viral dans le plasma est mesuré en utilisant le test Roche
Amplicor version 1.5, sensible jusqu’a 50 copies par mL de plasma (Diagnostique Roche,
Branchburg, NJ, USA). Sur les mémes prélévements sanguins, les comptes absolus et les
pourcentages de cellule T CD4" et CD8" sont estimés par cryométrie en flux a 1’aide de billes

de comptage.

2.3 Préparation et conservation des échantillons

2.3.1 Isolation des cellules mononucléaires du sang (PBMCs)

En Thailande, les PBMCs sont isolées du sang périphérique et de leucaphéreses grace a la
technologie Lymphprep™ de Stemcell (# 07861). Briévement, le sang complet est dilué 1:1
dans du milieu RPMI et est doucement superposé sur 15mL de Lymphprep™. La préparation
est centrifugée a 20000 rpm pendant 30 min. A la suite de la centrifugation, 1’anneau blanc
contenant les PBMCs est récolté. Les PBMCs sont lavées 2 fois avec du RPMI puis elles sont
congelées dans du FBS 10% DMSO (10 a 50 millions de cellules par tubes) et stockées dans

des tanks d’azote liquide avant d’étre envoyées au CRCHUM dans 1'azote liquide.
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2.3.2 Isolation des cellules mononucléaires du ganglions
lymphatiques (LNMCs)

Les ganglions lymphatiques inguinaux sont extraits par une intervention chirurgicale. La partie
graisseuse est ensuite retirée, les ganglions lymphatiques sont écrasés et transférés sur un filtre
de nylon de 70 mm posé sur un tube de SO0mL. Apres filtration, les LNMCs sont lavés 2 fois
avec du RPMI et elles sont congelées dans du FBS 10% DMSO. Elles sont stockées dans des

tanks d’azote avant envoi.

2.3.3 Biopsies de colon
Les biopsies de colon sigmoide sont prélevées par sigmoidoscopie en utilisant la technique
Radial Jaw 3 biopsy forceps (Boston Scientific, Natick, MA, USA). Par la suite, les biopsies

sont conservées dans le RNAlater a - 80°C jusqu’a leurs envois au CRCHUM.

2.4 Quantification des réservoirs du VIH

La taille du réservoir du VIH est mesurée en utilisant différentes techniques afin d’évaluer et

caractériser la dynamique du réservoir avant et aprés initiation de TAR.

2.4.1 Mesure de ’ADN total et intégré du VIH ainsi que des cercles
2-LTR
L’ADN du VIH (total, intégré et cercles 2-LTR) est mesuré afin de quantifier de facon trés

sensible les marqueurs de la persistance du VIH. Les PBMCs des individus infectés sont
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décongelées dans un bain-marie a 37°C puis elles sont transférées dans 4mL de FBS et le tube
est complété a 45mL avec de RPMI. Des culots secs de 1 millions de PBMCs sont ensuite
préparés. Par la suite, les PBMCs sont digérées dans de la protéinase K (PK) (cat.
Invitrogen#25530-015) a raison de 15uLlL de PK pour 80 000 cellules. La digestion se fait dans
un bloc agitateur chauffant pendant 12-16h a 55°C, 450rpm puis I’enzyme est inactivée pendant
5 min a 95°C.

Les fréquences de cellules contenant de I’ADN total, intégré du VIH et les cercles 2-LTR sont
quantifiées au moyen d'une PCR niché composée d'une pré-amplification suivie d’une PCR en
temps réel comme précédemment décrit dans (Vandergeeten et al., 2014). En parall¢le de la
quantification du VIH, le géne de référence CD3 est aussi quantifié¢ pour mesurer précisément
le nombre de cellules utilisées. Brievement, I’ADN total, intégré du VIH et les cercles 2-LTR
sont pré-amplifiés avec un volume de réaction par puits de S0uL. comprenant : du buffer 1x Taq
polymérase (Invitrogen 10342020), 3mM MgCl,, 300uM de dNTP, 300nM de chaque amorce
(Tableau II), 2,5U de Taq Polymérase (Invitrogen 10342020) et 15uL de lysat cellulaire. La
PCR de I’ADN total et intégré comprennent 12 cycles d’amplification alors que les cercles 2-
LTR en ont 16 (Tableau III). Pour chaque échantillon des triplicatas sont réalisés avec 80 000
cellules par puits. Des cellules ACH-2 qui possédent une copie de I’ADN viral intégré et
expriment le récepteur CD3, sont utilisées afin de générer une courbe standard pour les essais
d’ADN total et intégré du VIH. Les ACH-2 sont diluées en dilution sérielle de 1/10 en
commengant a 3x10° jusqu’a 3 cellules. Pour la PCR des cercles 2-LTR, un plasmide contenant

les séquences cibles de CD3 et 2-LTR est utilis¢ comme standard.
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Tableau II. Séquences des amorces de pré-amplification pour les PCR de ’ADN viral

Amorces CD3 Amorces VIH total Amorces VIH intégré Amorces cercles 2-LTR
HCD3 out 5': 5-ACT GAC | ULF1: 5'- ATG CCA CGT AAG | ULF1: 5-ATG CCA CGT | ULLTRF1:5-ATG CCA
ATG GAA CAG GGG CGA AAC TCT GGG TCT AAG CGA AAC TCT CGT AAG CGA AAC TCC
AAG-3' CTC TDG TTA GAC-3 GGG TCT CTC TDG TCA ATAAAG CTT GCC
TTA G AC-3' TTG A-3’
HCD3 out 3": 5-CCA GCT | UR1:5-CCA TCT CTC TCC | Alu1: 5-TCC CAG CTA ULTRR1: 5-CTA ACM
CTG AAG TAG GGA ACA TTC TAGC -3 CTG GGG AGG CTG AGA GAG ACC CAG
TAT-3' AGG-3' TAC-3’
Alu2: 5'-GCC TCC CAA
AGT GCT GGG ATT
ACA G-3'

Tableau III. Conditions des pré-amplification pour les PCR de ’ADN viral

VIH TOTAL °C | temps | VIHINTEGRE °C temps | Cercles 2LTR | °C | temps

Dénaturation 95 8min Dénaturation 95 8min Dénaturation 95 8min

95 1min 95 1min 95 | 30sec

Cycles * 12 55 40sec Cycles * 12 55 1min Cycles * 16 55 | 30sec

72 1min 72 10min 72 1min

Elongation 72 15min Elongation 72 15min Elongation 72 5min
Conservation 4 - Conservation 4 - Conservation 4 -

Mode de stimulation GeneAmp Mode de stimulation GeneAmp Mode de stimulation GeneAmp

La seconde amplification se fait en temps réel sur le Rotor-Gene Q (Qiagen) en utilisant 1x du
mix quantinova (Qiagen Cat. 208256). La PCR est réalisée en deux étapes avec d’un coté la
quantification du VIH et de 1’autre la mesure du CD3. Le volume total de la réaction est de
20uL, incluant 6,4uL de I’amplification de la premiere PCR diluée 1/10, 1250nM de chaque
amorce, 200nM de sonde fluorescente FAM Zen (longueur d’onde d’émission : 520nm) et 1 x

de master mix. (Tableaux IV & V).
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Tableau IV. Séquences des amorces d’amplification pour les post-PCR de I’ADN viral

Amorces & sonde cercles 2-

Amorces & sonde CD3 Amorces & sonde VIH total/intégré LTR
HCD3 in 5’: 5'-GGC TAT CAT LambdaT: 5'-ATG CCA CGT AAG LambdaT: 5'-ATG CCA CGT
TCT TCT TCA AGG T-3' CGAAACT-3 AAG CGAAACT -3'

UR2: 5'- CTG AGG GAT CTC TAG ULTRR2: 5-GGT ACT AGC
HCD3in 3" 5-CCT CTCTTC

AGC CAT TTA AGT A3' TTA CC-3' TTG AAG CAC CA -3
CD3 FamZen: 5'-/56-FAM/AG UHIV FamZen: 5'-/56-FAM/CA CTC U2LTR FamZen: 5'-/56-
CAG AGA A/ZEN/C AGT TAA AAG G/ZEN/C AAG CTT TAT TGA FAM/AC TCT GGT A/ZEN/A
GAG CCT CCA T/3IABKFQ/-3' GGC /3IABKFQ/-3' CTA GAG ATC CCT CAG

ACC /3IABKFQ/-3'

Tableau V. Conditions d’amplification en temps réel des PCR de I’ADN viral

2éme
amplification °C temps

en temps réel

Dénaturation 95 4min
95 3 sec
Cycle * 40 10sec
60 L
1 acquisition

Les quantifications de I’ADN du VIH ont aussi été effectuées dans les ganglions lymphatiques
et ’intestin. Pour les ganglions lymphatiques, les LNMCs sont isolées comme décrit ci-dessus
et la méthodologie décrite pour les PBMCs est appliquée sur des culots sec de 1 millions de
LNMCs. Quant aux biopsies de colon, elles sont lavées deux fois dans du PBS et digérées
entiecrement dans un volume fixe de 250uL. de PK. Dans un premier temps, une quantification

du CD3 est faite avec le lysat des biopsies du colon non dilué et dilué 1/4 et 1/8, afin d’estimer
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la dilution avec le plus grand nombre de copies de CD3, ¢’est-a-dire la dilution la plus sensible
avec le moins d’inhibiteurs. Par la suite, I’ADN intégré du VIH est quantifi¢ dans la dilution la
plus sensible.

Les prélévements sanguins €tant moins invasifs, les quantifications d’ADN du VIH sont faites
longitudinalement chez 80 participants traités en phase aigiie de I’infection a la semaine 0 avant
I’initiation du traitement et sous TAR aux semaines : 2, 12, 24, 32, 48, 72, 96. Les autres
quantifications notamment les mesures dans les tissus sont faites de fagon cross-sectionnelle car
un prélévement longitudinal de ganglions lymphatiques ou de biopsies de colon est trop invasif
pour un méme patient. Ainsi les mesures coss-sectionnelles sont réalisés avant 1’initiation du
traitement (semaine 0) et sous TAR (semaine 24, 48 et 96). Au total, 319 échantillons de sang,
135 biopsies de colon et 65 échantillons de ganglions lymphatiques avant et sous TAR ont été

utilisés.

2.4.2 TILDA « Essai de dilution limite de I’ARN tat/rev induit »

TILDA mesure la fréquence de cellule T CD4" produisant des ARN épissés tat/rev, donnant
ainsi une estimation plus proche du réservoir inductible capable de produire des virions. Les
PBMCs sont décongelées des tubes cryoconservés comme décrit ci-dessus et les cellule T CD4*
sont enrichis par la technologie Stemcell (cat.19052) de déplétion magnétique négative, en
suivant les indications des fabricants. Par la suite, la fréquence des cellules T CD4" produisant
(avec ou sans stimulation) de I’ARN ¢épissé tat/rev est mesurée selon la méthode précédemment
décrite dans (Procopio et al., 2015). Bri¢vement, les cellules T CD4" des échantillons de
participants non traités par TAR sont divisées en deux. La premicre partie est distribuée en

dilution limite dans Syl de tampon mix de réaction avec ROX (Invitrogen, 11745-100). Jusqu’a
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24 réplicas par dilution sont réalisés a raison de 1 uL par puits et de 4 dilutions de 18000, 9000,
3000 et 1000 cellules T CD4" par puL. L’autre partie des cellules T CD4" est mise en culture a
une concentration de 2 millions de cellules par mL en présence d’antirétroviraux (20uM de 3TC
et RAL). Les cellules sont ensuite stimulées pendant 12 heures avec de la PMA (100ng/mL) et
de la ionomycine (1pug/mL) avant d’étre distribuées en dilution limite comme détaillé ci-dessus.
Pour les échantillons de participants traités avec charge virale indétectable, la fréquence des
cellules produisant de I’ARN ¢épissé tat/rev est quantifiée apreés stimulation seulement (puisque
nos résultats précédents indiquent que les cellules produisant ces ARN spontanément sont
extrémement rares chez les individus traités par TAR, Procopio et al.).

Les plaques 384 contenant les dilutions sérielles des cellules sont par la suite conservée a -80°C
avant d’effectuer la PCR en temps réel nichée. La rétrotranscription et la PCR de pré-
amplification sont réalisées dans un volume de 11uL avec SuLL de tampon mix de réaction avec
ROX, 1uL de suspension cellulaire et de Sul. de mix contenant : du tampon TE (2.2uL), les
deux amorces (0,125uL a 20uM), l'inhibiteur de RNase (0,1uL), Taq Superscript Platinum II1
(0,2uL, Invitrogen, 11745-100) et de H»>O distillée (2,25uL). L’ARN cellulaire tat/rev produit
par la lignée ACH2 aprés stimulation est amplifié en paralléle pour confirmer le bon

fonctionnement de la PCR (contrdle positif) (Tableaux VI & VII).
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Tableau VI. Amorces et sonde tat/rev pour le TILDA du clade AE

Amorces Pré-
. Amorces & sonde QPCR

amplification
tat1.4AE : 5-TGG CAG tat2AE : 5-GCA GTA AGG

GAA GAA GCG GAA G-3' | ATC ATC AAAATC CTATAC

CAG AGC A-3
revAE : 5-TGT CTC TGY | revAE : 5-TGT CTC TGY CTT
CTT GCT CKC CAC C-3 GCT CKC CAC C-3’

MSHIVFAMzenAE :56-
FAM/TTC YTT CGG/ZEN/GCC
TGT CGG GTT CC/3IABKFQ

Tableau VII. Conditions de rétrotranscription et d’amplification de ’ARN épissé

Amplification

°C temps

temps réel
Pré-

95 20 sec
incubation

95 1s
Cycles*45 60 20sec

1 acquisition

Dans une deuxiéme étape, une PCR quantitative (QPCR) est réalisée sur le QuantStudio 7 de
Thermo Fisher. L’amplification en temps réel se fait dans un volume de 10uL avec SulL de
TagMan Fast Advanced Master mix, 3,4ul. H>O distillée, 0,2ulL de chaque amorce concentrée
a 20uM, 0,2uL de sonde MSHIV FAM Zen a S5uM et 1uL du produit pré-amplifié¢ (tableau

VII).
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Tableau VIII. Condition d’amplification en temps réel de I’ARN épissé tat/rev

RT et pré-
°C temps
amplification
RT 50 15min
Dénaturation 95 2min
95 15sec
Cycles*24 i
60 4min
Conservation 12 -

Finalement, la fréquence de cellules exprimant de I’ARN viral épissé est calculée selon la loi de

Poisson en utilisant le logiciel elda, disponible en ligne : http:/bioinf.wehi.edu.au/

software/elda/. La mesure TILDA a été réalisée sur 83 échantillons stimulés et sur 36
¢chantillons ex vivo (pas de stimulation). Afin de confirmer que les échantillons indétectables
ne produisent pas d’ARN ¢épissés et que cela n’est pas due a un mauvais appariement des
amorces, ’ARN viral a également ét¢ mesuré dans le surnageant des cultures de stimulation.
L’ARN viral est extrait du surnageant de la culture avec le kit QIAamp Viral RNA Mini (cat.
52906), en suivant les indications du fabricant. Par la suite, les échantillons subissent un
traitement a la Dnase a 1’aide du Dnase kit (Cat. Invitrogen# 18068-015). Finalement I’ARN
viral est mesuré en utilisant une technique publiée précédemment (Vandergeeten et al. Blood
2013). Si I'ARN est détecté dans le surnageant et que le TILDA est indétectable, il est probable
que les amorces TILDA n'étaient pas optimales pour ces échantillons et la mesure est exclue de

l'analyse.
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Figure 13. Schéma TILDA

2.4.3 HIV Flow

Cette technique développée récemment dans le laboratoire, permet d’identifier les cellules
produisant la protéine virale p24 par cytométrie en flux et de définir leur phénotype (Pardons et
al., en préparation). Pour cette étude, la fréquence de cellules produisant la p24 du VIH a été
quantifiée ex vivo dans les PBMCs de 7 individus en phase aigiie de I’infection et non traités.
Des PBMCs sont décongelées et les cellules T CD4" sont enrichies comme détaillé dans la
section TILDA. Les cellules sont ensuite transférées dans des tubes de cytométrie de SmL et
resupendues dans 100ul de PBS avec 2ul. de LIVE/DEAD fixable Aqua (cat.
Invitrogen#1.34957) pour marquer les cellules mortes. Les cellules sont incubées a 4°C pendant
20 min. Par la suite, les cellules T CD4" sont lavées et marquées en surface avec les anticorps
suivants : CD3 Alexa Fluor700 (BD 557943), CD4 BUV496 (BD 564651), HLA-DR BUV395

(BD 564040), CD45RA BV786 (BD 563870), CCR7 BB700 (BD 566437), CD27 BV421
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(Biolegend 302823) et PD1 BUV737(BD 565299) pendant 30 min a 4°C dans un volume total
de 100uL de PBS/HS 4%. Les cellules sont a nouveau lavées et perméabilisées avec 1mL de
FoxP3 Fix/Perm buffer pendant 40 min a 4°C. Ensuite, un marquage intracellulaire avec Ki67
FITC (BD 556026), un anticorps contre la protéine virale p24 mature (p24-APC) et un anticorps
contre la protéine virales p24 immature (KC57-PE) est réalis¢ dans 100uL de FoxP3 Perm
buffer pendant 45 min a la température de la piece. Finalement, les cellules sont resuspendues
dans 200uL de PBS et analysées sur le cytométre en flux LSRII (BD Biosciences). Des analyses

plus approfondies sont ensuite réalisées sur le programme FlowJo.

2.4.4 Estimation du réservoir total du VIH dans le corps

Le calcul du nombre total de cellules infectées dans le corps selon le stade Fiebig avant et sous
traitement est basé sur les quantifications de I’ADN viral intégrée et I’estimation du nombre de
lymphocytes T CD4" dans les différentes parties du corps par Ganusov et al.(Ganusov & De
Boer, 2007) Les quantifications de I’ADN viral dans les ganglions lymphatiques, les biopsies
colon et le sang sont exprimées en copies d’ADN viral par million de cellules. Afin d’exprimer,
le nombre de copies du virus par million de cellules T CD4", le pourcentage moyen de cellules
T CD4" dans chaque compartiment et a chaque stade de I’infection, obtenu par cytométrie en
flux, est utilisé. Le nombre de copies du VIH est déconvolué par million de cellules T CD4" en
multipliant le nombre de copie par millions de cellules par le pourcentage moyen de cellules T
CD4" correspondant. Par la suite, Ganusov et al. considérent que les organes lymphoides
secondaires tel que les ganglions lymphatiques ou les plaques de Payer Patch contiennent au
total 115x109 lymphocytes T CD4", les fréquences d’ADN intégré par million de cellules T

CD4" dans les ganglions lymphatiques sont multipli¢ par 115x103. De méme, Ganusov estime
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que les muqueuses comme le colon et les poumons contiennent 30x109 cellules T CD4", les
mesures d’ADN viral déconvoluées dans les biopsies de colon sont multipliées par 30x103. Le
sang et la rate produisant les cellules du sang comprennent 20x109 lymphocytes T CD4", le
méme calculé est donc effectué¢ avec ce nombre moyen et les fréquences d’ADN viral calculées
dans le sang. Par la suite pour chaque stade Fiebig avant et sous TAR, la médiane, le maximum
et le minimum dans les organes lymphoides secondaires, les muqueuses et le sang sont
quantifiés. Puis a chaque stade les médianes, maximum et minimum de chaque compartiment

sont additionnées pour donner une estimation du réservoir total dans le corps.

2.5 Cytométrie en flux

2.5.1 Caractérisation Immunologique

Pour complémenter les données virologiques, les niveaux d’activations des cellules T CD4" et
CD8" périphériques et les pourcentages des sous-populations des cellules T CD4" sont mesurés
chez des individus aux différents stades Fiebig de I’infection avant et apres initiation de TAR.
Pour cela, des PBMCs de 80 échantillons de personnes infectées non traitées sont décongelées
comme mentionné auparavant. Les cellules sont ensuite marquées en surface pour déterminer la
fréquence des sous-populations des cellules T CD4" et le niveau d’expression des marqueurs
d’activations a la surface des cellules T CD4". Les anticorps suivants sont utilisés :CD3-
Alexa700 (BD#557943), CD4-QDot605 (Invitrogen#Q10008), CDS8-Pacific Blue
(BD#558207), LIVE/DEAD fixable Aqua (Invitrogen#L34957), CD45RA-APC-H7
(BD#560674), CD27-QDot655 (Invitrogen#Q10066), CCR7-PE-Cy7 (BD#557648), HLA-DR-

PerCP (BD#347364), CTLA-4-PE (BD#555853). Les cellules sont marquées dans un volume
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total de 50uL de PBS/FBS 2% pendant 30 min a 4°C. Les cellules sont resuspendues dans

100pL de FA2% et perméabilisées avec de la saponine 2% pour un marquage intracellulaire de
la protéine nucléaire Ki67-FITC (BD#556026), pendant 30 min a 4°C. Finalement les cellules
sont analysées par la cytométrie en flux en utilisant un instrument LSRII (BD Biosciences). Des
analyses plus approfondies sont ensuite réalisées sur le programme FlowJo. La fréquence des
cellules T CD4" mémoires est déterminée comme précédemment décrit dans (Chomont et al.,
2009) aprés exclusion des cellules mortes. Les sous-populations des cellules T CD4" sont
définies selon D’expression de CD45RA, CCR7 and CD27: Naive (Tn:
CD45RA+,CCR7+,CD27+), centrale mémoire (Tcm: CD45RA-,CCR7+,CD27+), transitionnel
mémoire (Ttm: CD45RA-,CCR7-,CD27+), effectrice mémoire (Tem: CD45RA-,CCR7-,CD27-
) et les cellules en différentiation terminales (Ttp: CD45RA+,CCR7-,CD27-). Le marquage est

réalisé sur 87 échantillons avant 1’initiation du traitement.

2.5.2 Tri cellulaire

Pour déterminer la contribution relative de différents sous types de cellules a 1’établissement et
a la persistance du VIH, les niveaux d’ADN intégré sont mesurés dans différentes sous-
populations de CD4". Aprés décongélation et enrichissement des cellules T CD4", les sous
population des cellules T CD4" sont tri¢es avec le trieur FACS Ariall (BD Biosciences). Les
anticorps suivants sont utilisés pour définir les sous-populations mémoires et naives des cellules
T CD4" : CD3-FITC (BD#555339), CD4-APC (BD#340443), CD45RA-APCH7 (BD#560674),
CCR7-PE-Cy7 (BD#557648), CD27-PE (BD#555441) et LIVE/DEAD fixable Aqua
(Invitrogen#1.34957). Les sous-population sont définies comme précédemment (2.5.1). Apres

tri, des culots secs de chaque sous-population sont réalisés. Finalement, I’ADN intégré est

47



quantifié dans chaque sous-population T CD4 mémoires et naives comme précédemment décrit
(2.4.1). Le tri est réalisé sur 36 échantillons de personnes non traitées et sur 49 échantillons de

personnes sous TAR.

2.6 Statistiques

Toutes les données générées sont analysées sur Graphpad Prism v6.0h. Les quantifications de
I’ADN viral ainsi que les valeurs de TILDA sont transformées en logarithme de 10 + 1, soit
log10([copies de VIH/10° cellules] +1), afin que les valeurs nulles soient prises en compte. Dans
le sang, les valeurs indétectables pour les PCR ADN ayant une limite de détection plus grande
ou égale a 10 copies par millions de PBMCs, reflétant I’analyse de moins de 10° de cellules,
sont exclues de I’analyse. Dans les tissus, les valeurs ayant une limite de détection plus grande
ou égale a 15 copies par millions de cellules sont elles aussi exclues. La distribution normale
pour chaque sous-groupe a été déterminée par des tests de Shapiro-Wilk. Dans tous les sous-
groupes, les p-values étaient plus petites que 0.05 montrant que les données étaient
anormalement distribuées. Ainsi, des tests T de Student non appariés, soit des tests de Mann-
Whitney, sont utilisés pour comparer les données avant et sous traitement entre les Fiebig I et
les autres stades de I’infection et entre les chroniques et les autres stades de 1’infection dans le
sang ou les tissus. De plus, les corrélations sont déterminées par des tests non paramétriques de
Spearman. Finalement, des ANOVA unidirectionnelles sont utilisées pour comparer les
fréquences de cellules infectées entre les différents compartiments et les différentes sous-
populations des cellules T CD4". Les p-values de moins de 0.05 sont considérées statistiquement

significatives.
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Chapitre 3 : Résultats
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3.1 Description de la Cohorte

La majorité des personnes infectées sont des hommes (96%) avec une médiane d’age de 27 ans
[IQR 23-33]. La plupart d’entre eux (69%) sont infectés avec les virus de sous-type CRFO1-AE,
majoritaire en Thailande (tableau 8, figure 1). La charge virale mesurée dans le plasma augmente
rapidement en phase aigiie de I’infection : elle est tres faible au stade Fiebig I avec une médiane
de 11732 copies par uL [IQR 4313-46108] et atteint son maximum au stade Fiebig III, avec une
médiane de 2656900 copies par uL [IQR 549732-9871790] (table 8, figure 14A). Le compte
des cellules T CD4", quant a lui, décroit drastiquement a partir du stade Fiebig III alors
qu’inversement le nombre de cellules T CD8" augmente (figure 14B, C), résultant en un ratio

CD4/CDS8 qui décroit graduellement a partir du stade Fiebig II (tableau IX, figure 14D).

Tableau IX. Données cliniques des participants des cohortes RV254 et RV304

Aigiie Fiebig | Fiebig Il Fiebig Il Fiebig IVIV Chronique
ge, années médiane [IQR] 27 [23-33] 27 [25-29] 27 [18-53] 28 [22-30] 26 [25-36] 31 [26-36]
exe
homme, n (%) 164 (96) 22 (92) 46 (98) 67 (97) 29 (97) 24 (65)
femme, n (%) 6 (4) 2(8) 1(2) 2(3) 1(3) 13 (35)
VIH - Clade
CRFO1_AE, n (%) 117 (69) 19 (79) 34 (72) 42 (61) 22 (73) 80 (30)
B, n (%) 4(2) 0(0) 2(4) 1(1) 1(3) 0(0)
Recombinant CRFO1_AE/B , n (%) 14 (8) 2(8) 5(11) 6(9) 1(3) 0(0)
autre ou indeterminé, n (%) 35 (21) 3(13) 6 (13) 20 (29) 6 (21) 20 (7)
Tem?s estimé entre I'exposition au VIH et le recrutement, (jours) 18 [14-23] 15 [11-18] 16 [12-23] 19 [15-23] 22[19-32] 868 [502-2337]
mediane [IQR]
Temps estimé entre I'exposition au VIH et I'initiation de TAR, 19 [14-25] 18 [14-19] 18 [13-25] 20 [15-24] 25 [19-32] 291 [130-410]

vant ART compte des cellules T CD4, (cells/L) mediane [IQR] | 375 [278-504] | 556 [431-665] |412 [309-529] | 350 [265-463] | 289 [214-494] | 323 [219-386]

jours) mediane [IQR]
ous ART compte des cellules T CD4 T, (cells/L) mediane [IQR] | 634 [529-802] | 602 [560-748] |655 [565-849]| 635 [505-780] | 588 [468-856] 533 [404-691]

L\vam ART compte des cellules T CD8 T, (cells/L) mediane [IQR] | 445 [81-4556) |453 [189-2518]| 257 [81-1127]|570 [139-3269] | 1180 [426-4556]| 914 [661-1208]
ous ART compte des cellules T CD8 T, (cells/L) mediane [IQR] | 573 [438-745 | 575 [402-761] |509 [422-615]| 576 [410-762] | 633 [491-767] | 698 [548-751]

Avant ART Charge virale dans le plasma, (copies d'ARN 680232 11732 580357 2656900 788111 57487
viral/mL) [218141- ~ [253478- [549732- [322510- R
mediane [IQR] 5429036) | [4313-461081 | g03505] | 9871790] 4698648] [22381-106914]
[Sous ART Charge virale dans le plasma, (copies d'ARN viral/mL) 20 20 20 20 20 20
mediane [IQR] ** [20-50] [20-50] [20-50] [20-50] [20-50] [20-50]
Avant ART
Quantification du VIH dans le sang, n 107 18 32 43 14 37
Quantification du VIH dans les biospises du colon, n 70 8 15 35 12 7
Quantification du VIH dans les ganglions lymphatiques, n 30 7 7 10 6 3

ous ART

uantification du VIH dans le sang, n 205 34 59 82 30 41
uantification du VIH dans les biospises du colon, n 51 8 15 22 6 7
uantification du VIH dans les ganglions lymphatiques, n 29 6 6 10 7 5

** Roche Amplicor HIV-1 Monitor Test version 1.5 (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ, USA) LOD<50
Roche COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan HIV-1 Test v2.0 (Roche Diagnostics, Branchburg, NJ, USA) LOD<20
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Figure 14. Données cliniques selon le stade Fiebig avant I’initiation de TAR

(A) Charge virale dans le plasma selon le stade Fiebig avant I’initiation de TAR. (B) et (C) Comptes absolus des
cellules T CD4+ et CD8+ respectivement dépendamment du moment d’infection. (D) Ratio CD4/CD8 selon le
stade Fiebig avant TAR. Dans (A), (B), (C) et (D) chaque point représente un échantillon avec FI n=24, FII n=47,
FIII n=47, FIV/V n=28 et chronique n=17. Les colonnes représentent les médianes avec les écarts interquartiles.
Des T tests non paramétriques de Mann Whitney sont réalisés afin de comparer les Fiebig I aux autres stades et les

chroniquement infectés aux autres groupes : ns p>0.05, * p<0.05, ** p<0.009, *** p<0.0009, **** p<0.0001.

3.2 Etablissement du réservoir du VIH pendant la phase

aigiie d’infection

Afin de d'étudier I’établissement du réservoir du VIH au cours de la phase aigiie de I’infection,

nous avons mesuré les différentes formes de I’ADN viral : total (mesurant toutes les formes
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d’ADN viral intégré ou non), intégré et cercles 2-LTR dans le sang aux différents stades Fiebig.
De plus, la fréquence de cellules produisant 'ARN ¢épissé tat/rev a été mesuré par TILDA a
chaque stade de I’infection sans stimulation pour évaluer 1’évolution de la production virale
selon la période de I’infection. Dans un deuxieme temps, I’ADN intégré du VIH, étant plus
représentatif de la persistance du virus, a été quantifi¢ dans le sang, les ganglions lymphatiques
et les biopsies de colon afin d’identifier dans quel compartiment le réservoir du VIH s’établit en

premier lieu.

3.2.1 Dynamique de I’établissement du réservoir du VIH dans le
sang

L’ADN total du VIH est détectable chez la majorité des personnes au stade Fiebig I de
I’infection (13/18). Cependant, chez ces individus, les fréquences de PBMCs avec de I’ADN
viral total restent significativement plus basses comparées a tous les autres stades de I’infection
(figure 15A). En effet, les fréquences de cellules dans le sang contenant de I’ADN viral total et
des cercles 2-LTR augmentent de fagon importante des le stade Fiebig II de I’infection et
atteignent leurs maximums au Fiebig III (figure 15A-B). A I’inverse, la fréquence de PBMCs
contenant de I’ADN viral intégré suit une cinétique tout a fait différente : Elle augmente
graduellement avec le temps d’infection, et atteint son maximum chez les personnes en phase
chronique de l'infection (figure 15C). Néanmoins, la mesure de I’ARN tat/rev ex vivo sans
stimulation montre que quelques cellules T CD4" produisent de I’ ARN viral dans le sang dés le
stade Fiebig I, suggérant qu’un petit nombre de cellules T CD4" indétectables au sein des
PBMCs (non enrichies en T CD4"), ont intégré le virus dés les deux premiéres semaines

d’infection (figure 15D). A partir du stade Fiebig II, la fréquence de ces cellules augmente
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significativement en comparaison au stade Fiebig I et atteint des valeurs similaires a celle
observée en infection chronique, indiquant une forte production virale tout au long de la phase

primaire de I’infection.
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Figure 15. Mesures de ’ADN et de ’ARN viral avant I’initiation de TAR selon le stade de

Pinfection
(A)Fréquence des PBMCs contenant de I’ADN total du VIH dans le sang selon le stade Fiebig (FI=18, FII=32,
FIII=43, FIV/V=14 et chronique=12). (B) Fréquence des PBMCs contenant des cercles 2-LTR dans le sang selon
le stade Fiebig (FI= 11, FlI= 24, FIII=34, FIV/V=8 et chronique=9). (C) Fréquence des PBMCs contenant de
I’ADN intégré du VIH dans le sang selon le stade Fiebig (FI=14, FII=31, FIII=40, FIV/V=12 et chronique=37).
(D) Fréquence de cellule T CD4" produisant de I’ ARN tat/rev épissé dans le sang selon le stade Fiebig (FI=7, FII=5,
FIII=5, FIV/V=5 et chronique=4). Dans (A), (B), (C) et (D), chaque point représente un échantillon et les cercles
vides représentent les échantillons indétectables. Les colonnes représentent les médianes avec les écarts
interquartiles. Les valeurs sont transformées en log10([copies/10° cellules]+1). Des T tests non paramétriques de
Mann Whitney sont réalisés afin de comparer les Fiebig | aux autres stades et les chroniquement infectés aux autres

groupes. ns p>0.05, * p<0.05, ** p<0.009, *** p<0.0009, **** p<0.0001
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Ainsi, chez les personnes au stade Fiebig I de I’infection, seul ’ADN viral total et une faible
proportion de cellules produisant de I'ARN viral sont détectables, suggérant que la majorité du
virus est non intégré mais que les quelques cellules avec de ’ADN viral intégré sont
productivement infectées. Par la suite, la proportion de cellules portant de I'ADN intégré
augmente et la production virale s’intensifie. Au cours de I’infection aigiie la majorité de I’ADN
viral est non intégré et forme des cercles 2-LTR. En revanche, au stade chronique de I’infection,
la fréquence de cellules avec de I’ADN intégré est similaire a celle contenant de I’ADN total

(figure 16), suggérant qu’a ce stade la majorité des cellules infectées ont intégré le virus a leur

génome.
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£ BE ADN intégré du VIH
Z 7 Cercles 2-LTR
< BE TILDA non stimulé
2 E 2 ex vivo
% 8
o
3
=8 ]

Q
28
=
c o
4
< 0-

Fiebig | Fiebig Il Fiebig lll Fiebig IV-V Chronique

Figure 16. Médianes des différentes mesures de ’ADN et PARN viral selon le stade de
P’infection

Médianes de I’ADN total, intégré du VIH, des cercles 2-LTR et de la production d’ARN tat/rev pour chaque stade

de I’infection. Les valeurs sont transformées en log10([copies/10° cellules]+1).

En parall¢le, dans les mémes échantillons, le marqueur d’activation et d'épuisement CTLA-4 et

le marqueur de prolifération Ki67 sont mesurés par cytométrie en flux au sein des cellules T
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CD4". La prolifération des cellules T CD4" augmente au cours de I’infection aigiie marquée par
une croissance de 1I’expression de Ki67 mais cette prolifération diminue drastiquement lors la
phase chronique de I’infection (figure 17A). La fréquence de cellules T CD4" exprimant CTLA-
4 augmente du stade Fiebig II jusqu’au stade Fiebig IV/V avant de diminuer également au cours
de la phase chronique (figure 17B). De plus, les pourcentages de Ki67 et CTLA-4 corrélent avec
les fréquences de I’ADN total et intégré du VIH mesurées avant traitement, suggérant que plus
les cellules T CD4" sont actives et proliférent, plus le virus se propage et se réplique au sein des

cellules T CD4" du sang (figure 17C-F).
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Figure 17. Marqueurs d’activation et de prolifération selon le stade de I’infection avant
Pinitiation de TAR

(A) Pourcentage des cellules T CD4* exprimant Ki67 selon le stade Fiebig (FI=11, FII=24, FIII=34, FIV/V=38 et
chronique=10). (B) Pourcentage des cellules T CD4" exprimant CTLA-4 a leur surface selon le stade Fiebig (FI=11,
FII=24, FIII=34, FIV/V=8 et chronique=9). Dans (A) et (B), chaque point représente un échantillon et les colonnes
représentent les médianes avec les écarts interquartiles. Des T tests non paramétriques de Mann Whitney sont
réalisés afin de comparer les Fiebig I aux autres stades et les chroniquement infectés aux autres groupes. ns p>0.05,
* p<0.05, ** p<0.009, *** p<0.0009, **** p<0.0001. (C) et (D) Corrélation du pourcentage de cellules T CD4"
exprimant CTLA4 avec les mesures d’ADN total (C) et intégré (D) du VIH avant I’initiation de TAR. (E) et (F)
Corrélation du pourcentage de cellules T CD4" contenant du Ki67 avec les mesures d’ADN total (E) et intégré (F)
du VIH avant I’initiation de TAR. Dans (C), (D), (E) et (F) Les valeurs de ’ADN total et intégré du virus sont
transformées en log10([copies/10° cellules]+1) et des tests non paramétriques de Spearman sont utilisés pour

déterminer les p-values et le .

3.2.2 Etablissement du réservoir du VIH dans les ganglions
lymphatiques et le colon comparé au sang

Le sang contient peu de lymphocytes T CD4" en comparaison a des tissus comme les ganglions
lymphatiques et I’intestin qui sont des compartiments reconnus comme préférentiels pour la
persistance du VIH sous traitement (Ganusov & De Boer, 2007; Kulpa & Chomont, 2015;
Svicher et al., 2014). Les mesures de I’ADN intégré au sein des ganglions lymphatiques et des
biopsies du colon avant initiation de TAR, montrent que la fréquence maximale des LNMCs et
des cellules de colons contenant de I’ADN viral intégré est atteint dés le stade Fiebig II de
I’infection et se maintient jusque dans I’infection chronique (figure 18A-B). Inversement,
comme décrit ci-dessus, la fréquence de PBMCs avec de I’ADN intégré du VIH augmente
graduellement au cours de I’infection (figure 18C), suggérant qu’un groupe de cellules infectées

s’établit en premier lieu dans les tissus lymphoides avant de migrer par la suite dans le sang.
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Figure 18. Mesures de ’ADN intégré du VIH dans les ganglions lymphatiques, les biopsies

de colon et le sang selon le moment de ’infection avant I’initiation de TAR
(A) Fréquence des LNMCs contenant de I’ ADN viral intégré selon le stade Fiebig dans les ganglions lymphatiques
(FI=7, F1I=7, F1lI=10, FIV/V=6 et chronique=3). (B) Fréquence des cellules du colon contenant de I’ADN viral
intégré selon le stade Fiebig dans les biopsies du colon (FI=4, FII=13, FIlI=31, FIV/V=11 et chronique=7). (C)
Fréquence des PBMCs contenant de I’ ADN viral intégré selon le stade Fiebig dans le sang (FI=14, F11=31, FI11=40,
FIV/V=12 et chronique=37). Dans (A), (B) et (C) chaque point représente un échantillon et les cercles vides
représentent les échantillons indétectables. Les colonnes représentent les médianes avec les écarts interquartiles.
Les valeurs sont transformées en log10([copies/10° cellules]+1). Des T tests non paramétriques de Mann Whitney
sont réalisés afin de comparer les Fiebig I aux autres stades et les chroniquement infectés aux autres groupes. ns

p>0.05, * p<0.05, ** p<0.009, *** p<0.0009, **** p<0.0001.

En effet, I'ADN viral intégré est détectable dans 81% et 85% des ganglions lymphatiques et des
biopsies du colon au cours de la phase aigiie, respectivement. En revanche, seuls 57 % des
échantillons de sang présentent des niveaux d'ADN intégré détectables au cours de la phase
aiglie de I’infection. En comparaison, presque tous les échantillons des trois compartiments

présentent des niveaux détectables au cours de la phase chronique (Figure 19).
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Figure 19. Pourcentage des échantillons avec de ’ADN intégré du virus détectables selon
le compartiment avant Pinitiation de TAR

Les colonnes représentent le pourcentage des échantillons positifs pour I’ADN intégré du VIH dans les ganglions
lymphatiques, les biopsies de colon et le sang au cours de l’infection aigiie et chronique. Des T tests non
paramétrique de Mann Whitney sont réalisés afin de comparer les différents compartiments en phase aigiie et

chronique de I’infection : ns p>0.05, * p<0.05, ** p<0.009, *** p<0.0009, **** p<0.0001.

De plus, les fréquences de cellules avec de I’ADN intégré dans les ganglions lymphatiques
comme dans les biopsies de colons corrélent avec la charge virale, suggérant que les tissus
lymphoides contribuent a la production de particules virales quantifiées dans le plasma (p <

0.0001, r =0.68 and p = 0.002, r = 0.40 Figure 20 A-B).
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Figure 20. Corrélation entre les mesures d’ADN intégré du VIH dans les ganglions
lymphatiques (A) et les biopsies de colon (B) avec la charge virale avant initiation de TAR

Les valeurs sont transformées en log10([copies/10° cellules ]+1) et des tests non paramétriques de Spearman sont

utilisés pour déterminer les p-values et le r.

Afin de confirmer cette observation, nous avons calculé les ratios entre I’ADN total et intégré
du VIH qui selon (Mexas et al., 2012) reflétent la réplication virale active. Les ganglions
lymphatiques présentent un ratio ADN total/intégré significativement plus €élevé que le colon ou
le sang, indiquant que les sites préférentiels pour la réplication virale pendant la phase primaire
de I’infection sont les ganglions lymphatiques (figure 21). Ces résultats suggerent que la
fréquence des cellules productivement infectées atteint son maximum des le stade Fiebig I de
I’infection dans les tissus et que ces cellules participent grandement a la réplication et a la

propagation du VIH lors de la phase aigiie de I’infection.
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infection aiglie
Figure 21. Ratio de IPADN total et de I’ADN intégré du VIH dans les ganglions
lymphatiques, les biopsies du colon et le sang pendant la phase aigiie de I’infection
Le ratio est quantifié pour chaque échantillon et chaque point représente le ratio d’un participant en phase aigiie de
I’infection. Les colonnes montrent les médianes avec les écarts interquartiles. Des T tests non paramétrique de
Mann Whitney sont réalisés afin de comparer les ratio d’ADN viral total/intégré dans les différents compartiments

en phase aigiie de I’infection: ns p>0.05, * p<0.05, ** p<0.009, *** p<0.0009, **** p<0.0001.
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3.3 Impact de Pinitiation de TAR en phase aigiie sur la

taille du réservoir du VIH

De nombreuses études ont montré que I’initiation précoce de TAR pendant la phase aigiie
conduit a un plus petit réservoir du VIH (Archin et al., 2012; Buzon, Martin-Gayo, et al., 2014;
Hocqueloux et al., 2013; Strain et al., 2005). Cependant la majorit¢ de ces études ont été
réalisées chez des personnes au stade Fiebig III de I’infection ou encore plus tardivement, soit
apres la séroconversion. Ainsi dans cette deuxiéme partie nous étudions les effets de I’initiation
de TAR aux différents stades Fiebig sur le réservoir du VIH (incluant les stades les plus
précoces, Fiebig I et 1) et nous mesurons 1’impact de 1’initiation de TAR en phase aigiie sur la

persistance du VIH dans les tissus en comparaison au sang.

3.3.1 Dynamique du réservoir du VIH dans le sang aprés initiation
du traitement en phase aigiie

Afin de déterminer si le moment ou TAR est initié a un impact sur les marqueurs de la
persistance du VIH, I’ADN total, intégré et les cercles 2-LTR sont mesurés longitudinalement
dans le sang de 80 participants ayant initi¢ TAR a différents stades Fiebig. Dés les premicres
semaines de traitement, les fréquences des cellules avec de I’ADN total, intégré du virus ou les
cercles 2-LTR diminuent drastiquement pour les personnes traitées entre le stade Fiebig II et
Fiebig IV/V. A I’inverse, TAR a peu d’impact si elle est initiée en phase chronique de I’infection
car sur plus de 96 semaines de traitement, les fréquences de cellules avec de I’ADN intégré et

des cercles 2-LTR restent similaires aux niveaux d'origine. Une décroissance modeste est
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observée dans les fréquences de cellules avec de I’ADN total. Finalement, les personnes traitées
au stade Fiebig I ayant déja des fréquences de cellules infectées basses avant I'initiation de TAR,
la décroissance est moins abrupte voire inexistante pour ’ADN intégré ou la majorité des
échantillons des personnes au stade Fiebig I sont déja indétectables avant I’initiation du

traitement dans le sang (figure 22 A,B,C).
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Figure 22. Mesures longitudinales de I’ADN viral sur 96 semaines de TAR dans le sang

Dans (A), (B) et (C), les mesures sont longitudinales chez les participants traités en phase aigiie (N=81, FI=11,
FII=27, FIlI=34, FIV/V=9) aux semaines 0 avant I’initiation du traitement et 2, 12, 24, 36, 48, 72 et 96 sous TAR.
Les mesures chez les personnes traitées pendant la phase chronique sont transversales et sont faites uniquement a
la semaine 0 avant initiation de TAR et aux semaines 24 et 96 sous traitement. (A) Fréquence des PBMCs contenant
de I’ADN total du VIH. (B) Fréquences des PBMCs contenant des cercles 2-LTR. (C) Fréquence des PBMCs
contenant de I’ADN intégré du VIH. Des T tests non paramétrique de Mann Whitney sont réalisés afin de comparer
avant (semaine 0) et aprés 2 ans de traitement (semaine 96) dans les différents groupes: ns p>0.05, * p<0.05, **

p<0.009, *** p<0.0009, **** p<0.0001.

Apres 96 semaines de traitement, les personnes traitées en phase aigiie présentent des fréquences
de PBMCs contenant de I’ ADN total, intégré et des cercles 2-LTR significativement plus basses
que les fréquences mesurées chez les personnes ayant initiées le traitement en phase chronique
(figure 23 A,B,C). Néanmoins, les individus traités entre les stades Fiebig II et [V/V ont toujours

une faible fréquence de cellules avec de I’ADN total et des cercles 2-LTR alors que chez les
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log([copies/10% PBMCs] + 1)

personnes traitées au stade Fiebig I, la majorité des échantillons pour les trois formes d’ADN

viral mesurées sont indétectables.
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Figure 23. Fréquences des PBMCs avec de I’ADN viral dans le sang aprés 96 semaines de
traitement

(A) Fréquences de PBMCs contenant de I’ADN total du VIH sous TAR selon le moment ou le traitement est initié
(FI=10, FlI=16, F111=24, FIV/V=10 et chronique=8). (B) Fréquences de PBMCs contenant des cercles 2-LTR sous
TAR selon le moment ou le traitement est initi¢ (FI=7, FII=15, FI11=20, FIV/V=8 et chronique=13). (C) Fréquences
de PBMCs contenant de I’ ADN intégré du VIH sous TAR selon le moment ot le traitement est initié (FI=9, FII=14,
FIII=23, FIV/V=10 et chronique=8). Dans (A), (B) et (C) chaque point représente un échantillon et les cercles
ouverts sont les échantillons indétectables. Les colonnes représentent les médianes avec les écarts interquartiles.
Les valeurs sont transformées en log10([copies/10° cellules] +1). Des T tests non paramétriques de Mann Whitney
sont réalisés afin de comparer les Fiebig I aux autres stades et les chroniquement infectés aux autres groupes. ns

p>0.05, * p<0.05, ** p<0.009, *** p<0.0009, **** p<0.0001.

De fagon intéressante, chez les participants ayant commencé le traitement en phase chronique,
les mesures de I’ADN total (mesurant a la fois I’ADN viral intégré et non intégré) concordent
avec les mesures de I’ADN intégré, alors que la fréquence de PBMCs avec des cercles 2-LTR
est bien plus basse. Ceci démontre qu’en phase chronique, avant et aprés initiation du traitement,
la majorité des cellules infectées ont intégré les ' ADN viral dans leur génome. A I’inverse, chez
les individus traités en phase aigiie les mesures d’ADN total dépassent largement les mesures
de ’ADN intégré mais ressemblent aux mesures des cercles 2-LTR, indiquant que I’ADN viral

est non intégré dans la majorité des cellules chez les personnes en phase aigiie d’infection. Sur
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le long terme (i.e. aprés des années de TAR), la persistance du VIH est due aux cellules qui ont
intégre le virus (Englund, Theodore, Freed, Engelman, & Martin, 1995; Wiskerchen & Muesing,
1995). Ainsi, afin de comparer I’évolution du réservoir du VIH sous TAR chez les participants
traités en phase aigiie a celle chez les participants traités en phase chronique, nous avons choisi

d'utiliser uniquement la mesure de I’ADN intégré pour la suite des expériences (figure 24).
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Figure 24. Comparaison des différentes mesures de ’ADN viral entre les personnes traitées
en phase aigiie et les personnes traitées en phase chronique dans le sang

Les mesures sont longitudinales chez les participants traités en phase aigiie (cercles) (N=81) aux semaines 0 avant
I’initiation du traitement et 2, 12, 24, 36, 48, 72 et 96 sous TAR. Les mesures chez les personnes traitées pendant
la phase chronique (carrés) sont transversales et sont faites uniquement a la semaine 0 avant initiation de TAR et
aux semaines 24 et 96 sous traitement. Des T tests non paramétrique de Mann Whitney sont réalisés afin de
comparer avant (semaine 0) et aprés 2 ans de traitement (semaine 96) dans les différents groupes: ns p>0.05, *

p<0.05, ** p<0.009, *** p<0.0009, **** p<0.0001.

3.3.2 Réservoir du VIH apres six mois a deux ans de traitement
dans les tissus comparés au sang

Nous avons montré qu’une grande proportion des échantillons sanguins des personnes traitées
pendant la phase aigiie de l'infection présentent des niveaux d'ADN du VIH indétectables aprés
96 semaines de TAR. Nous avons donc souhaité déterminer si le VIH persiste davantage dans

les tissus de ces individus. Nous avons comparé¢ les fréquences des cellules avec de I’ADN
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intégré dans le sang avec celles mesurées dans les ganglions lymphatiques et des biopsies de
colon, aprés 24 a 96 semaines de traitement. A I’exception d’une trés faible fréquence de
PBMCs avec de ’ADN intégré chez une personne a 24 semaine de traitement, I’initiation de
TAR au stade Fiebig I conduit a un niveau d’ADN viral intégré indétectable dans le sang comme
les tissus. De plus, I’initiation précoce du traitement, soit entre le stade Fiebig II et V, est
associée avec une réduction drastique du nombre de cellules portant de I’ADN intégré dans le
sang comme dans les ganglions lymphatiques et les biopsies de colon. En comparaison, les
personnes ayant initi€ TAR en phase chronique ont des fréquences de cellules contenant de
I’ADN intégré de 1 a 2 fois plus élevées dans les tissus et le sang, respectivement. Contrairement
aux biopsies du colon et au sang, la plupart des échantillons de ganglions lymphatiques de
personnes traitées entre les stades Fiebig II et IV/V présentent des niveaux détectables (bien que

faibles) d'ADN intégré (17/23, figure 25 A,B,C).
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Figure 25. Mesures de ’ADN intégré du VIH dans les ganglions lymphatiques, les biopsies
de colon et le sang apres 24 a 96 semaines de traitement

(A) Fréquence des LNMCs portant de I’ADN viral intégré selon le stade Fiebig dans les ganglions lymphatiques
(FI=6, FlI=6, FIII=10, FIV/V=T et chronique=5). (B) Fréquence des cellules du colon portant de I’ADN viral
intégré selon le stade Fiebig dans les biopsies du colon (FI=8, FII=15, FIII=22, FIV/V=6 et chronique=7). (C)
Fréquence des PBMCs portant de I’ADN viral intégré selon le stade Fiebig dans le sang (FI=34, FII=59, FIII1=82,
FIV/V=30 et chronique=41). Dans (A), (B) et (C) chaque point représente un échantillon et les cercles vides
représentent les échantillons indétectables. Les colonnes représentent les médianes avec les écarts interquartiles.

Les valeurs sont transformées en log10([copies/10° cellules]+1). Des T tests non paramétrique de Mann Whitney
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sont réalisés afin de comparer les Fiebig I aux autres stades et les chroniquement infectés aux autres groupes. ns

p>0.05, * p<0.05, ** p<0.009, *** p<0.0009, **** p<0.0001.

En effet, en mesurant la fréquence des cellules avec de ’ADN intégré dans les différents
compartiments selon le stade Fiebig ou TAR est initi¢, nous observons que les rares cellules
avec de I’ADN intégré persistant sous traitement, aprés que ce dernier ait été débuté entre le
stade Fiebig II et V, se trouvent préférentiellement dans les ganglions lymphatiques et le colon

(figure 26 A-E).
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Figure 26. Mesures de ’ADN intégré du VIH dans les ganglions lymphatiques, les biopsies
de colon et le sang selon le stade Fiebig ou le traitement est initié, aprés 24 a 96 semaines de
traitement

Dans (A), (B), (C), (D) et (E) les fréquences des cellules contenant de I’ADN intégré du VIH selon le moment ou
TAR est initiée dans les différents compartiments. Chaque point représente un échantillon et les cercles ouverts
sont les échantillons indétectables. Les colonnes représentent les médianes avec les écarts interquartiles. Les valeurs
sont transformées en log10([copies/10° cellules]+1). Des T tests non paramétriques de Mann Whitney sont réalisés
afin de comparer les tissus au sang : ns p>0.05, * p<0.05, ** p<0.009, *** p<0.0009, **** p<0.0001. (A) Fiebig |
ganglions lymphatiques n=7, biopsies de colon n=4, sang n= 14 (B) Fiebig II ganglions lymphatiques n=7, biopsies
de colon n=13, sang n=31 (C) Fiebig Il ganglions lymphatiques n=10, biopsies de colon n=31, sang n=40 (D)
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Fiebig IV/V ganglions lymphatiques n=6, biopsies de colon n=11, sang n=12 (E) Chronique ganglions

lymphatiques n=3, biopsies de colon n=7, sang n=37.

De plus, en utilisant les fréquences des cellules avec de I’ADN viral intégré mesurées dans le
sang, les ganglions lymphatiques, les biopsies sigmoides du colon et la proportion de cellules T
CD4" dans chaque compartiment, nous avons estimé les quantités maximales et minimales de
cellules T CD4" infectées dans tout le corps des individus infectées selon le stade de I’infection
(figure 27). Avant D’initiation du traitement, les participants traités au stade Fiebig I ont un
nombre absolu de cellules infectées plus petit que n’importe quel autre stade de 1’infection (entre
0,8x10°-5x10° cellules). Par la suite, le nombre de cellules infectées augmente au stade Fiebig
I1 et III de I’infection (allant jusqu’a 2x10° a 1x10'0 cellules, respectivement), avant de
légérement diminuer au stade Fiebig IV/V et en phase chronique de I’infection (2x10% et 5x103
cellules, respectivement). Lorsque TAR est commencée en phase chronique de I’infection, le
nombre total de cellules infectées est trés peu affecté restant entre 4x10° a 2x108. A I’inverse, le
nombre de cellules infectées dans tout le corps est significativement plus bas chez les personnes
traitées en phase aigiie de I’infection (entre 0,1x10° a 4x10°, 0,5x10° a 6x10°, 0,7x10° a 3x107
et 0,8x10° a2 9x10° au stade Fiebig I, 11, Il and IV/V, respectivement). Globalement, ces résultats
indiquent que sous TAR les fréquences de cellules infectées sont trés basses, néanmoins un
nombre non négligeable de cellules infectées persistent et sont localisées dans les tissus

lymphoides.
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Figure 27. Estimation du nombre total de cellules T CD4" infectées dans tout le corps selon
le stade d’infection

Les valeurs maximales et minimales sont représentées pour chaque stade de 1’infection & Baseline (BL) et sous

TAR. Les barres horizontales représentent les valeurs moyennes pour chaque groupe.

3.3.3 Décroissance du réservoir du VIH selon le compartiment et le
moment ou TAR est initiée

Les fréquences de cellules infectées dans les tissus des personnes traitées en phase aigiie sont
significativement plus faibles que celles quantifiées chez les individus traités en phase
chronique. Pourtant, avant I’initiation du traitement, les fréquences des cellules infectées a partir
du stade Fiebig II sont similaires aux fréquences mesurées en phase chronique de I’infection.
Ces résultats montrent que 1’initiation de TAR en phase aigiie a un fort impact sur les cellules
contenant de I’ADN intégré et ce méme dans les tissus ou les antirétroviraux sont connus pour
pénétrer moins efficacement en comparaison au sang (figure 28) (Fletcher et al., 2014).
Cependant en comparant la médiane de décroissance, soit le ratio de ’ADN intégré avant et
apres initiation de TAR dans chaque compartiment, nous notons une décroissance plus
importante dans le colon et le sang pour les personnes traitées en phase aigiie. Cette décroissance

est notamment trés importante dans le sang et le colon des participants ayant commenceés le
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traitement aux stades Fiebig II et III. En parall¢le, une décroissance est notable mais moins

importante dans les ganglions lymphatiques (figure 29).
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Figure 28. Comparaison des fréquences des cellules avec de ’ADN intégré du VIH avant
et sous TAR dans les tissus et le sang, selon le stade Fiebig

La fréquence des cellules avec de I’ADN intégré est comparée entre chaque stade Fiebig (barres colorées) et les
individus en phase chronique (barre noire) dans le méme compartiment et au méme moment. Les colonnes
représentent les médianes. Des T tests non paramétriques de Mann Whitney sont réalisés afin de comparer les

chroniquement infectés aux autres groupes. ns p>0.05, * p<0.05, ** p<0.009, *** p<0.0009, **** p<0.0001.
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Figure 29. Médianes de la décroissance des cellules contenant de ’ADN intégré du VIH
dans le sang, les biopsies du colon et les ganglions lymphatiques selon le moment ou TAR est
initiée

Les médianes de la décroissance sont calculées en divisant la médiane de la fréquence des cellules avec de I’ADN

viral intégré avant traitement par la médiane de la fréquence des cellules avec de I’ ADN viral intégré sous traitement

pour chaque stade Fiebig et chaque compartiment.

Finalement, afin d'évaluer I’impact d’une initiation précoce de TAR sur le réservoir du VIH
inductible qui est a I’origine du rebond viral lors d’une interruption du traitement, I’ARN tat/rev
épissé est mesuré aprés stimulation dans les cellules T CD4* du sang avant et sous TAR. A
I’exception des personnes traitées au stade Fiebig I, les fréquences des cellules produisant de
I’ ARN viral épissé diminuent significativement apres initiation de TAR, quel que soit le moment
ou le traitement est commencé. Cependant, chez les personnes traitées aux stades Fiebig I, I, et
III, I’ARN viral est indétectable dans la majorité des échantillons aprés 24 a 96 semaines de
traitement (FI 5/6, FII 3/5 et FIII 11/ 11 échantillons sont indétectables respectivement). En
revanche, chez les individus traités aux stades Fiebig IV/V ou en phase chronique presque tous
les échantillons montrent des niveaux d'ARN détectables (FIV/V 4/5 et chronique 11/13
¢chantillons sont détectables (figure 30A). En effet, la médiane de la décroissance montre que
la réduction est trés importante lorsque TAR est commencée précocement (FI-IIT). A I’inverse
lorsque le traitement est initi¢ plus tardivement (FIV/V-chronique), cette diminution est tres
modeste (figure 30B). Dans I’ensemble, ces résultats démontrent que I’initiation d’un traitement
précoce limite la taille des réservoirs du VIH dans le sang comme dans les tissus et que la
majorit¢ des nombreuses cellules portant de I’ADN intégré dans les tissus en phase aigiie

disparaissent si le traitement est initi€¢ précocement.
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Figure 30. Comparaison entre les fréquences des cellules produisant de ’ARN épissé
tat/rev aprés stimulation avant et sous traitement

(A) Fréquence des cellules T CD4" produisant de I’ARN ¢épissé tat/rev aprés 12h de stimulation avant et sous
traitement selon le stade de I’infection ou TAR est initiée (FI avant TAR n=7, sous TAR n=6 ; FII avant TAR n=5,
sous TAR n=5 ; FIII avant TAR n=5, sous TAR n=11 ; FIV/V avant TAR n=4, sous TAR n=5 et chronique avant
TAR n=8, sous TAR n=13). Chaque point représente un échantillon et les cercles vides représentent les échantillons
indétectables. Les colonnes représentent les médianes avec les écarts interquartiles. Les valeurs sont transformées

en log10([copies/10° cellules]+1). Des T tests non paramétriques de Mann Whitney sont réalisés afin de comparer

les mesures avant et sous TAR pour chaque stade : ns p>0.05, * p<0.05, ** p<0.009, *** p<0.0009, ****

p<0.0001. (B) Médianes de la décroissance des cellules T CD4" produisant de I’ ARN viral épissé aprés stimulation

dans le sang selon le stade Fiebig ou TAR est commencée. Les médianes de la décroissance sont quantifiées en
divisant les médianes des cellules T CD4" produisant de I’ ARN viral épissé aprés stimulation avant traitement par
les médianes des cellules T CD4" produisant de I’ARN viral épissé aprés stimulation pour un méme stade sous

TAR.

3.4 Répartition du réservoir du VIH dans les sous-

populations des cellules T CD4" dans le sang

Des nombreuses études ont montré que le VIH persiste préférentiellement dans les cellules T

CD4" présentant un phénotype mémoire (Chomont et al., 2009). Ainsi, les cellules T CD4*
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centrales mémoires (Tcwm), transitionnelles mémoires (Ttm) et effectrices mémoires (Tem) ayant
une longue demi-vie et persistant dans un état de repos, contribuent grandement a la persistance
du VIH sous traitement (Chomont et al., 2009; Douek et al., 2002; Siliciano et al., 2003). A
I’inverse, le VIH persiste moins au sein des cellules T CD4" présentant un phénotype naif (Tn)
sous TAR. Dans cette derni¢re partie, nous avons tri¢ les différentes sous-populations des
cellules T CD4" dans le sang afin d'identifier les sous-population des cellules T CD4" dans
lesquelles le réservoir du VIH s’établit durant I’infection primaire et au cours de la phase
chronique de I’infection. Nous avons ¢galement étudié¢ 1I’impact de I’initiation précoce de TAR
sur les fréquences des cellules infectées dans les différentes sous population des cellules T

CD4".

3.4.1 Etablissement du réservoir du VIH dans les différentes sous-
populations des cellules T CD4" pendant la phase aigiie d’infection
dans le sang

Avant I’initiation du traitement, les personnes au stade Fiebig I de ’infection présentent des
fréquences de cellules avec de I’ADN viral intégré plus faibles que tous les autres stades de
I’infection, et ce dans toutes les sous-population des cellules T CD4". Cependant deés le stade
Fiebig II, soit environ deux semaines apres I’infection, les fréquences de cellules T CD4" portant
de ’ADN intégré du VIH augmentent significativement dans les Tcm, Ttv et Tem. Dans ces
sous-populations, les fréquences maximales des cellules avec de I’ADN intégré du VIH sont
atteintes au stade Fiebig III et se maintiennent jusqu'a la phase chronique. Comme attendu, les
cellules T CD4" naives, exprimant peu de CCR5 et étant donc moins permissives a l'infection,

présentent de faibles niveaux d'ADN intégré (figure 31 A,B,C,D).
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Figure 31. Fréquences des cellules T CD4" portant de P’ADN intégré du VIH dans les
différentes sous-populations T CD4" selon le stade de I’infection

Avant TAR - ADN intégré du VIH
Log([copies/10% PBMCs] + 1)

Avant TAR - ADN intégré du VIH
Log([copies/10® PBMCs] + 1)

Fréquences des cellules (A) Tn (B) Tem (C) Trmet (D) Tem CD4 " portant de I’ADN viral intégré dans le sang selon
le stade Fiebig de I’infection et avant I’initiation du traitement (FI n=7, FII n=8, FIII n=8, FIV/V n=6 et chronique
n=6). Dans (A), (B), (C) et (D) chaque point représente un échantillon et les cercles vides représentent les
échantillons indétectables. Les colonnes représentent les médianes avec les écarts interquartiles. Les valeurs sont
transformées en log10([copies/10° cellules]+1). Des T tests non paramétriques de Mann Whitney sont réalisés afin
de comparer le stade Fiebig I aux autres stades et les chroniquement infectés aux autres groupes. ns p>0.05, *

p<0.05, ** p<0.009, *** p<0.0009, **** p<0.0001.

En termes de contribution de chaque sous population, en moyenne 57 % des cellules infectées
présentent un phénotype de Ttm en phase aigiie d’infection, contre seulement 23% et 20% pour
les Tcm et Tem, respectivement En phase chronique, les Ttm demeurent les contributrices
majeures avec 48% des cellules portant de I’ADN intégré du VIH. Néanmoins, la contribution
des Tcwm est plus €levée qu'en phase aigué puisque 37% des cellules avec de I’ADN intégré du

VIH présentent ce phénotype (figure 32).
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Figure 32. Contribution des cellules avec de ’ADN intégré du VIH pour chaque
sous-population T CD4" avant I’initiation du traitement

Ces contributions sont calculées avec la fréquence de chacune des sous-populations de cellules T CD4" pour un
participant donné et la fréquence de cellules T CD4" contentant de I’ADN viral intégré dans les différents sous-
populations pour un méme participant. Par la suite, les médianes sont extrapolées pour les TN, TCM, TTM et TEM

en phase aigiie et en phase chronique respectivement.

Afin d'identifier le phénotype des cellules infectées contribuant a la production des protéines
virales au cours de I’infection, nous avons utilisé une nouvelle technique développée dans le
laboratoire (M. Pardons et al., en préparation) qui permet de mesurer par cytométrie en flux la
protéine virale p24 avec une grande spécificité, ce qui permet de visualiser les cellules
productivement infectées. Puisque cette technique utilise la cytométrie en flux, elle permet de
phénotyper les cellules produisant la p24 du VIH. Cet essai est utilisé ex vivo, ¢’est-a-dire que
le marquage est réalisé apres décongélation sans aucun repos, sur des PBMCs de 7 participants
en phase aigiie de I’infection entre le stade Fiebig Il et IV/V (figure 33). Conformément a nos
mesures d'ADN intégré, les résultats montrent que 53.8% des cellules produisant de la p24
présentent un phénotype Ttwm (bien que les Ttm ne représentent que 15.6% de toutes les cellules

T CD4"). Ces résultats indiquent que pendant la phase aigiie de 1’infection, les cellules Ttm
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contribuent majoritairement au groupe de cellules productivement infectées et que les

cellules Tcm sont relativement protégées (figure 34).
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Figure 33. Stratégie de délimitation pour le HIV flow ex vivo
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Figure 34. Contribution des cellules produisant de 1a p24 en phase aigiie de ’infection dans
le sang

(A) Médianes des contributions des sous-population T CD4" (B) Médianes des contributions des cellules produisant
les protéines virales dans les différentes sous population des cellules T CD4". Pour (A) et (B), la quantification est

faite chez 7 participants en phase aigiie de I’infection (FII=2, FIII=3, FIV/V=2)

3.4.2 Impact de Pinitiation de TAR en phase aigiie sur la
persistance du VIH au sein des sous-populations des cellules T
CD4*

L’initiation du traitement au stade Fiebig II et III de I’infection entraine une forte décroissance
des fréquences de cellules T CD4" mémoires portant de I’ADN viral intégré (figure 35B, C). En
revanche, les fréquences de cellules portant de I’ADN viral intégré dans les Tcm, Ttm et Tem
demeurent similaires chez les personnes traitées au stade Fiebig IV/V ou en phase chronique de
I’infection (figure 35D, E). Quant aux participants traités au stade Fiebig I, les fréquences de
cellules avec ’ADN intégré du VIH étant déja tres basses dans toutes les sous-populations des

cellules T CD4" avant I’initiation du traitement, nous n'avons pas pu mesurer de décroissance
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aprés 24 semaines a 96 semaines de TAR. A noter qu’a 1’exception d’un individu qui maintient
une faible fréquence de cellules infectées dans les Trwm, toutes les autres personnes traitées au
stade Fiebig I présentent des niveaux d’ADN intégré indétectables dans toutes les sous-

population des cellules T CD4" (figure 35A).

ns ns

>
o

ns
. ns 000000 - % 000000000
5 ns 5 s

MI#

2 .

i3

Fiebig I - ADN intégré du VIH
Log([copies/10% PBMCs] + 1)
Fiebig Il - ADN intégré du VIH
Log([copies/10° PBMCs] + 1)

Avant TAR Sous TAR Avant TAR Sous TAR
*x ns
C - D =
ns
- 5 ns
Ic S
> 4 S+
el S 4 .
99 k3] .
52 g3
e = 3
£ = (]
= wo z ‘DO L
zQ ag o
23 <3 2 °
e =5 *
35 2% " °
253 83
o i i
Avant TAR Sous TAR Avant TAR Sous TAR
E ns
ns
ns
5 ns Nai
T _ [ ] aive
S<
S+ °
I .
53 3 m T,
= [} .
ER 3 o o T
Zo ™
g2 ol
<a 2 °
g . - Ty
g8
5 1
1 I
o

Avant TAR Sous TAR

Figure 35. Mesures de ’ADN intégré du VIH dans les différentes sous-populations des
cellules T CD4" selon le stade de ’infection en comparant avant et aprés 24 2 96 semaines de
TAR

(A) Fiebig I avant TAR n= 7, sous TAR n=6 (B) Fiebig Il avant TAR n= 8, sous TAR n=6 (C) Fiebig III avant
TAR n=8, sous TAR n=16 (D) Fiebig IV/V avant TAR n=6, sous TAR n=6 (E) Chronique avant TAR n=6, sous
TAR n=8. Dans (A), (B), (C), (D) et (E) chaque point représente un échantillon et les cercles vides représentent les

échantillons indétectables. Les colonnes représentent les médianes avec les écarts interquartiles. Les valeurs sont

transformées en log10([copies/10° cellules]+1). Des T tests non paramétriques de Mann Whitney sont réalisés afin
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de comparer avant et sous TAR pour chaque stade de I’infection : ns p>0.05, * p<0.05, ** p<0.009, *** p<0.0009,

wxx% n<0,0001.

En calculant les médianes de décroissance des cellules infectées dans les Tcm, Ttm et Tem selon
le moment ou TAR est initiée, nous confirmons que les réductions les plus drastiques sont
observées au sein des trois sous-populations mémoires lorsque le traitement est initi¢ au stade
Fiebig II et III. La décroissance est beaucoup moins marquée quand TAR est débutée au stade

Fiebig IV/V, et elle est inexistante chez les personnes traitées en phase chronique (figure 36).
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ADN intégré du VIH avant TAR/sous TAR

Figure 36. Médianes de la décroissance des cellules contenant de ’ADN intégré du VIH
dans les différentes sous-populations des cellules T CD4" selon le moment ou TAR est initiée

Les médianes de la décroissance sont calculées en divisant la médiane de la fréquence des cellules avec de I’ADN
viral intégré avant traitement sur la médiane de la fréquence des cellules avec de I’ ADN viral intégré sous traitement

pour chaque stade Fiebig et dans chaque sous-populations T CD4".

Globalement, apres 24 a 96 semaines de traitement, les cellules avec de I’ADN viral intégré
persistent préférentiellement dans les Ttm et Tem chez les personnes traitées pendant la phase
aiglie de l’infection. En comparaison, chez les personnes traitées en phase chronique de
I’infection, le virus persiste dans toutes les sous-populations mémoires de fagcon équivalentes

(figure 37).
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Figure 37. Fréquences des cellules Naives, Tcv, Ty, Tem CD4" contenant de I’ADN viral
intégré sous TAR comparant les participants traités en phase aigiie aux participants traités
en phase chronique

Chaque point représente un échantillon d’une personne traitée en phase aigiie et chaque carré représente un
échantillon d’une personne traitée en phase chronique. Les cercles et carrés vides représentent les échantillons
indétectables. Les colonnes représentent les médianes avec les écarts interquartiles. Les valeurs sont transformées
en log10([copies/10° cellules]+1). Une ANOVA unidirectionnelle est utilisée pour comparer les différentes sous-

populations de cellules T CD4 : ns p>0.05, * p<0.05, ** p<0.009, *** p<0.0009, **** p<0.0001.

Finalement, le calcul des contributions des différentes sous-populations chez les personnes
traitées en phase aiglie ou chronique montrent que le contributeur majeur des cellules infectées
persistant sous TAR sont les Ttm pour les individus traités en phase aigiie de 1’infection. A
I’inverse, le contributeur majeur chez les personnes traitées en phase chronique sont les Tcwm.
Ces résultats suggerent que si le traitement est commencé précocement au cours de I’infection,
les cellules Tcwm sont relativement préservées de 1’infection et contribuent moins au réservoir
persistant.

Dans son ensemble, cette dernicre partie montre que méme si des hautes fréquences de cellules
T CD4" mémoires avec de I’ADN intégré sont mesurées dés le stade Fiebig II, une initiation

précoce du traitement diminue drastiquement les nombre cellules T CD4" mémoires infectées.
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Le faible nombre de cellules infectées qui persistent présentent majoritairement un phénotype

de Ttwm (figure 38).

A Aigue - sous TAR B Chronique - sous TAR
1%

A

Total=100 Total=100

Figure 38. Contribution des cellules avec de PADN intégré du VIH pour chaque
sous-population T CD4" aprés 24 a 96 semaines de TAR

Ces contributions sont calculées avec la fréquence de chacune des sous-populations de cellules T CD4" pour un
participant donné et la fréquence de cellules T CD4" contentant de I’ADN viral intégré dans les différents sous-
population pour un méme participant. Par la suite, les médianes sont extrapolées pour les Tn, Tcm, Ttv et Tem des

individus traités phase aigiie ou en phase chronique, respectivement.
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Chapitre 4 : Discussion
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4.1 Etablissement précoce du réservoir du VIH durant la

phase aigiie de ’infection

La majorité des études portant sur I'établissement des réservoir viraux au cours de la phase aigiie
de l'infection ont été réalisées chez les primates non-humain (PNH) (Kumar, Chahroudi, &
Silvestri, 2016; Okoye et al., 2018; Whitney et al., 2014). En effet, chez les PNH, il est plus
facile de controler I’infection (voie, dose, temps) et de mesurer le réservoir du SIV a un moment
précis de I’infection. A I’inverse, chez I’homme il est beaucoup plus difficile d’identifier une
personne en phase aigiie d’infection et d'estimer sa date d'infection de maniére précise. L’étude
RV254/SEARCH 010, de par son protocole d’enrolement de personnes en phase aigiie de
I’infection efficace et de par la grande participation des personnes infectées, nous donne
I’opportunité unique d’étudier pour la premiére fois I’établissement et la persistance du réservoir

du VIH en phase aigiie au sein des tissus et des sous-population des cellules T CD4".

4.1.1 Les mesures de ’ARN et de PADN viral montrent une
intégration précoce du virus

Le premier objectif de mon projet était d’étudier la dynamique de 1’établissement du réservoir
du VIH pendant la phase aigilie de I’infection. Les mesures de I’ADN intégré montrent que des
le stade Fiebig II, soit avant la séroconversion, une faible fréquence de cellules du sang contient
de ’ADN intégré. Pour les individus au stade Fiebig I, soit moins de deux semaines apres
I’infection présumée, seul deux participants sur quatorze ont montré des niveaux détectables
d’ADN intégré dans le sang. Cependant, la détection par TILDA d’ ARN ¢épissé dans des cellules

T CD4" du sang des participants au stade Fiebig I suggére qu’un petit nombre de cellules, non
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détectables au sein des PBMCs par manque d’enrichissement pour les cellules T CD4", ont
intégré le virus permettant la production d’ARN ¢épissé. Ces observations montrent qu’avant
méme la séroconversion, un faible nombre de PBMCs ont intégré le génome viral, ce qui est en
accord avec I’étude de I’infection aigiie chez les PNH dans laquelle I’ADN proviral est identifié
dans le sang 3 jours seulement aprés infection (Whitney et al., 2014). Néanmoins,
comparativement aux mesures de I’ADN total (quantifiant tout ADN viral, qu’il soit intégré ou
non) et des cercles 2-LTR qui atteignent leurs fréquences maximales des le stade Fiebig II, les
fréquences des PBMCs portant de I’ADN intégré sont beaucoup plus faibles, et augmentent
graduellement pendant I’infection primaire avant d’atteindre leur maximum en phase chronique.
Ainsi, en phase aigiie la majorité du virus est non intégré alors qu’en phase chronique la situation
est inversée, et les fréquences des cellules portant de I’ADN total sont similaires a celles portant
de I’ADN intégré. Globalement, ces résultats indiquent que le virus s’intégre extrémement tot
dans un petit nombre de cellules du sang. Toutefois, en phase aigiie de I’infection la majorité du

virus reste non intégré comparé aux individus en phase chronique de I’infection.

4.1.2 L’activation des cellules T facilite I’établissement du réservoir
du VIH

Les mesures du marqueur d’activation et d’épuisement CTLA-4 et du marqueur de prolifération
Ki67 montrent une augmentation de la fréquence de ces marqueurs a la surface des cellules T
CD4" du sang pendant la phase aigiie de I’infection, avant de diminuer en phase chronique. De
plus, les pourcentages de CTLA-4 et Ki67 corrélent avec les mesures d’ADN total et intégré au
cours de la phase aigiie. Ces observations montrent qu’au cours de la progression de I’infection
pendant la phase aigiie, les cellules T CD4" sont davantage activées et proliféerent abondamment.

Ainsi, ’activation des cellules T CD4" favorise I’infection productive des cellules T CD4*
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responsables de la dissémination virale (Chavez, Calvanese, & Verdin, 2015). Néanmoins cette
sur-activation des cellules T CD4" peut aussi mener a un épuisement du systéme immunitaire et
a 1’élimination d’un grand nombre de cellules T CD4" infectées ou non (Deeks et al., 2004;
Streeck & Nixon, 2010). Ainsi, cet épuisement du systéme immunitaire nuit a la persistance
des cellules infectées. Nos résultats suggerent qu’en phase aigiie de 1’infection, seul un petit
nombre de cellules portant I’ADN intégré persiste. A 1’inverse, en phase chronique, 1’activation

de cellules T CD4" diminuant, un plus grand nombre de cellules avec de I’ADN intégré persiste.

4.1.3 Les réservoirs du VIH s’établissent en premier lieu au sein des
tissus lymphoides

La majorité des ¢tudes du réservoir sont effectuées avec des échantillons sanguins car ils sont
plus faciles d'acces. Cependant, seul 2% des lymphocytes T sont localisés dans le sang (Ganusov
& De Boer, 2007). A I’inverse, les tissus lymphoides ont une forte concentration de cellules T
CD4" et forment un sanctuaire pour les cellules T CD4" infectées (Perreau et al., 2013;
Sathaliyawala et al., 2013). Ainsi afin de comprendre I’établissement du VIH en phase aigiie, il

est important de mesurer la fréquence de cellules infectées dans les tissus lymphoides.

Nos observations indiquent qu’en phase aigiie de I’infection, les cellules portant de ’ADN
intégré sont préférentiellement localisées dans les ganglions lymphatiques et le colon, ce qui est
en accord avec les résultats observés dans 1’étude des primates non-humain par (Whitney et al.,
2014). De¢s le stade Fiebig 11, la fréquence maximale des cellules portant de I’ADN intégré du
VIH dans les ganglions lymphatiques et le colon est atteinte et se maintient jusqu’a la phase
chronique. A D’inverse, dans le sang, la fréquence des PBMCs portant de I’ADN intégré

augmente graduellement jusqu’a la phase chronique. Ainsi nos résultats indiquent clairement
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que les cellules des tissus lymphoides sont infectées en premier lieu. Ces résultats peuvent en
partie s’expliquer par le fait que au cours de la réponse du systéme immunitaire inné en phase
primaire de I’infection, les cellules dendritiques infectées migrent rapidement du site d’infection
vers les tissus lymphoides permettant une dissémination rapide du virus au sein de ces tissus

(L. Wu & KewalRamani, 2006).

En plus d’avoir une haute fréquence de cellules infectées, la mesure d’un ratio ADN total/ADN
intégré ¢levé dans les ganglions lymphatiques refléte une forte production virale dans ces tissus
(Mexas et al., 2012). Cette observation est renforcée par les corrélations significativement
positives entre les mesures de I’ADN intégré dans les tissus et la charge virale plasmatique.
Ainsi, ces résultats vont dans le méme sens que 1’é¢tude de Perreau et al. identifiant les cellules
folliculaires T (Tth) résidant dans les tissus lymphoides comme la source principale de la
production virale tout au long de I’infection (Perreau et al., 2013). Ceci suggere que les tissus
lymphoides sont la source majoritaire des cellules infectées au cours de la phase aigiie de
I’infection et ils permettent une forte production virale qui amene par la suite a la circulation et

a I’accumulation de cellules infectées dans le sang.

4.2 L’initiation précoce de TAR en phase aigiie de ’infection

influence la taille du réservoir du VIH
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De nombreuses études ont montré que 1’initiation précoce de la thérapie antirétrovirale réduit la
taille du réservoir du VIH (Buzon, Martin-Gayo, et al., 2014; Buzon et al., 2010; Hocqueloux
et al., 2013; Strain et al., 2005). Ainsi, le deuxiéme objectif du projet était d'évaluer I’impact de
TAR selon le moment de la phase aigiie ou elle est initi¢e. En effet, les études précédentes sur
la phase aigiie de I’infection ont généralement été effectuées chez des participants au stade
Fiebig III et aprés de I’infection du VIH (Hocqueloux et al., 2010; Lodi et al., 2012; Saez-Cirion

et al., 2013; Salgado et al., 2011)

4.2.1 Décroissance du réservoir du VIH lorsque TAR est initiée en
phase aigiie

Une forte décroissance des fréquences de cellules portant de I’ADN viral intégré est observée
en phase aigiie, ce qui est en accord avec les études précédemment effectuées (Buzon, Martin-
Gayo, et al., 2014; Hocqueloux et al., 2013; Strain et al., 2005). Notamment, lorsque TAR est
commencée au stade Fiebig I-II1 de I’infection, la décroissance est encore plus marquée, ce qui
conduit a des fréquences de cellules contenant de I’ADN viral intégré extrémement basses. De
plus, la décroissance n’a pas seulement lieu dans le sang, elle est aussi notable dans les tissus
lymphoides ou avant I’initiation du traitement les fréquences de cellules infectées étaient
similaires a celles observées chez les personnes en phase chronique. En comparaison, lorsque
TAR est initiée en phase chronique de I’infection, les fréquences de cellules portant de I’ADN
intégré du VIH ne diminuent que trés modestement. De plus, les individus traités en phase
chronique maintiennent des hautes fréquences de cellules infectées et ce dans tous les

compartiments et apreés 6 mois a 2 ans de traitement.

85



La décroissance du réservoir du VIH lorsque TAR est initiée précocement peut étre expliquée
par le fait qu’en phase aigiie de I’infection les cellules sont productivement infectées. Ainsi ces
cellules T CD4™ trés activées a ce stade forment probablement un réservoir du VIH plus instable.
A P’inverse, en phase chronique de I’infection les cellules sont moins activées et forment un
réservoir plus stable au sein de cellules T CD4" quiescentes. De plus, a partir de la phase
chronique de I’infection le VIH a grandement muté¢ afin d’échapper au systéme immunitaire ce
qui fait qu’une grande portion des cellules avec de I’ADN viral intégré contiennent un virus
défectif a ce stade. Ainsi lorsque le traitement est initi¢ en phase chronique une large portion
des génomes intégrée des participants sont latents ou défectifs, ils sont donc moins prones a
I’¢limination. En effet, des études précédentes ont montré que les cellules productivement
infectées ont une durée de vie courte (= 2 jours)(D. D. Ho et al., 1995; Wei et al., 1995) alors
que les cellules T CD4" infectées latentes ont une demi-vie de 42 mois (Crooks et al., 2015;

Siliciano et al., 2003).

De plus, I’¢étude récente de Takata et al., réalisée sur des échantillons issus de la méme cohorte,
a récemment montrée que pendant une courte période tres tot dans la phase aigiie de I’infection
les cellules T CD8" spécifiques au VIH sont capables de diminuer le nombre cellules
productivement infectées (Takata et al., 2017). L’initiation précoce du traitement accompagné
d’une réponse CTL efficace peuvent expliquer la décroissance importante du nombre de cellules
infectées entre les stades Fiebig II et III. A I’inverse, aux stades Fiebig IV et chronique de
I’infection, 1’émergence d’une réponse CTL dysfonctionnelle empéche 1’élimination des

cellules infectées et contribue a la stabilité des cellules infectées lorsque TAR est initiée.
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4.2.2 Les cellules infectées persistant sous TAR sont
préférentiellement localisées dans les tissus lymphoides

Lorsque TAR est commencée précocement entre les stades Fiebig I et III, aprés 6 mois a 2 ans
de traitement, les niveaux de cellules contenant de ’ADN viral intégré sont généralement
indétectables dans le sang et le colon. Néanmoins, chez 5/6 participants traités au stade Fiebig
IT et 8/10 traités au stade Fiebig III, nous avons mesuré des faibles fréquences de cellules
infectées dans les ganglions lymphatiques. Les ganglions lymphatiques sont reconnus comme
un site préférentiel pour la persistance du VIH sous TAR. En effet, malgré une réponse efficace
des cellules T CD8" cytotoxiques pendant la phase aigiic de I’infection, ces cellules ne peuvent
pas pénétrer dans les centres germinatifs des ganglions lymphatiques pour éliminer les cellules
T CD4" folliculaires infectées. Ainsi, ces centres germinatifs peuvent servir de sanctuaire pour
la persistance d’un petit nombre de cellules infectées sous TAR. (Fukazawa et al., 2015;

Sathaliyawala et al., 2013).

4.3 Etablissement et persistance du VIH en phase aigiie dans

les sous-populations des cellules T CD4+ du sang

Les mesures de I’ADN intégré dans les différentes sous-populations mémoires des cellules T
CD4" du sang ont largement confirmé nos observations faites dans les cellules non triées de

tissus et du sang. En effet, dés le stade Fiebig II de I’infection, les fréquences de cellules
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contenant de I’ADN viral intégré doublent comparativement au stade Fiebig I dans toutes les
sous-populations mémoires des cellules T CD4". Au stade Fiebig I1I, la fréquence maximale des
cellules infectées est atteinte dans les Tem, Ttv et Tem et perdurent jusqu’a la phase chronique
de I’infection. Néanmoins, lorsque TAR est initi¢e entre les stades Fiebig I et 111, la décroissance
du nombre de cellules T CD4" mémoires avec de I’ADN intégré est marquée alors que si le
traitement est commencé aux stades Fiebig IV/V ou plus tard la décroissance est beaucoup plus
modeste. Ainsi, comme dans les cellules des tissus et du sang, les cellules T CD4" présentant
un phénotype mémoire en phase aigiie de I’infection forment un réservoir du VIH instable qui
ne persiste pas avec I’initiation de TAR. Une autre observation intéressante est que la
contribution des sous-populations est différente entre la phase aigiie et la phase chronique de
I’infection. En effet, en phase aiglie de I’infection les cellules infectées présentent
majoritairement un phénotype de Ttwm alors qu’en phase chronique les Ttm et Tcm contribuent
de fagon égale au groupe de cellules infectées. Lorsque le traitement est initié¢ en phase aigiie de
I’infection, le peu de cellules infectées persistantes ont majoritairement un phénotype Ttwm alors
que si TAR est initiée en phase chronique les cellules infectées qui persistent ont en grande
partie un phénotype de Tcm. Ainsi, ces résultats suggerent qu’en phase aigiie les cellules Ttwm
sont infectées en premier lieu et les Tom sont partiellement protégées de 1’infection. Ces résultats
concordent avec les observations de Chéret A et al. et Buzon et al. montrant que 1’initiation
précoce de TAR protége I’infection des cellules T CD4" Tewm et que sous TAR les cellules
infectées persistantes ont un phénotype de Tem et Ttm majoritairement (Cheret et al., 2015)
(Buzon, Martin-Gayo, et al., 2014). Ces observations peuvent étre expliquées par le fait que les
cellules Ttm sont plus facilement activables que les cellules Tcwm, ainsi ces Ttv, activées sont une

meilleure cible pour le virus au cours de I’infection aigiie. Il en va de méme pour les cellules
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Tem qui elles aussi peuvent étre facilement activées néanmoins elles ont une plus faible
fréquence et contribuent moins au réservoir du VIH en comparaison au Ttm et Tem qui sont-elles

présentes en plus grand nombre.

4.4 Un traitement tres précoce est-il suffisant pour controler

le virus ?

L’identification de cellules avec de I’ADN intégré dans le sang et les tissus des participants au
stade Fiebig I est extrémement rare, que ce soit avant ou apres traitement. De méme, lorsque les
sous-populations des cellules T CD4" des personnes au stade Fiebig I de I’infection sont triées,
la grande majorité¢ des échantillons présentent des niveaux indétectables d'ADN intégré.
Néanmoins, dans le cadre d'une étude récente a laquelle nous avons participé (Colby et al., 2018)
nous avons observé un rebond viral rapide suite a une interruption de traitement chez 8
participants qui avaient initi¢ TAR au stade Fiebig I et suivi un traitement pendant une médiane
de 2,8 ans. Ainsi, bien que I’ADN viral ne soit souvent pas détecté chez ces personnes traitées
dans les deux premieres semaines de I’infection, une initiation précoce de TAR ne semble pas
étre suffisante pour permettre le controle du virus post-interruption. En effet, en utilisant les
valeurs d'ADN mesurées dans les quelques échantillons de sang, de biopsies de colon et de
ganglions lymphatiques positifs de personnes au stade Fiebig I de I’infection, nous avons estimé
que la taille totale du réservoir du VIH dans le corps d’une personne au stade Fiebig I de
I’infection est comprise entre 0,8x10° et 5x10° cellules infectées. Bien que ce nombre de cellules
infectées soit conséquent, il reste toutefois 500 a 2000 fois plus faible que le réservoir total

estimé chez les personnes en phase chronique de I’infection. Sous traitement, les individus ayant
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commencé TAR au stade Fiebig I de I’infection ont un réservoir total du VIH entre 0,1x10° et
4x10° cellules infectées, ce qui reste encore un fois entre 40 et 200 fois plus petit que lorsque
TAR est initiée en phase chronique de I’infection. Globalement, ces résultats et 1’étude de Colby
et al.(Colby et al., 2018) montrent qu’un petit groupe de cellules contenant de I’ADN intégré du
VIH s’¢établit dés les premiers stades de I’infection et, malgré ’initiation précoce de TAR qui
diminue la taille du réservoir, une partie des cellules infectées est capable de produire du virus

persiste.

Dans certains cas lorsque le traitement est initi¢ en phase aigiie de 1’infection, les personnes
arrivent a contrdler le virus suite a une interruption de TAR, comme dans la cohorte VISCONTI
(Saez-Cirion et al., 2013) et I’¢tude SPARTAC (Lehmann, Wyen, & Fatkenheuer, 2013).
Néanmoins, beaucoup d’études ont montré que I’initiation précoce du traitement n’était pas
suffisante par elle-méme pour permettre un controle de la virémie post-interruption(Colby et al.,
2018; Fidler et al., 2013; Giacomet et al., 2014). Ainsi, il faut donc recourir a des stratégies
additionnelles pour réduire ou empécher 1’établissement précoce du réservoir du VIH ce qui est
en accord avec les observations récentes dans le modele NHP (Borducchi et al., 2016). De plus,
I’équipe de Hill et al. suggere qu'une réduction d’environ 2000 fois du nombre de cellules
infectées est nécessaire afin de permettre a la majorité des personnes infectées d’interrompre
TAR pendant 1 an sans rebond viral (Hill, Rosenbloom, Fu, Nowak, & Siliciano, 2014). En
combinant nos estimations et les observations de Hill et al., nous estimons qu’il faudrait réduire
la taille du réservoir du VIH d'un facteur supplémentaire de 3 a 60 fois afin d’observer un

controle du virus apres I’interruption de TAR chez les personnes traitées au stade Fiebig 1.
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4.5 Limitation statistique

La manié¢re dont la majorité¢ des figures sont représentées montre toujours les mesures aux
différents stades Fiebig et chez les personnes en phase chronique d’infection. Par la suite, les
Fiebig I étant des cas tres rares avec moins de deux semaines d’infection ou seul I’ARN viral
est détectable, ils sont comparés aux autres groupes et les chroniques sevrant de controles sont
aussi comparés aux différents stades Fibeig. Cette représentation de plusieurs groupes induit
I’utilisation de tests ANOVA de Kruskall-Wallis non paramétriques et de tests T non-
paramétriques de Dunn qui corrigent les p-values par le nombre de groupe en multipliant les p-
values par le nombre de groupe comparés. Néanmoins tout le long de 1’étude, les Fiebig I ou les
participants en phase chroniques sont toujours comparés a un autre stade Fiebig ou entre eux,
induisant 1’utilisation d’un test T non-paramétrique de Mann-Whitney. Ainsi des tests non-
paramétriques de Mann Withney qui est un test par rang beaucoup plus conservateur d’un T test
de Student ont été utilisés pour les statistiques. L’utilisation de ce test a toutefois des limitations
car il ne tient pas compte du nombre de groupe. Les deux types de tests ont été réalisées sur la
figure 18 et trois des quinze comparaisons significatives avec le test de Mann-Whitney
deviennent non significatives avec un test de Dunn (données non présentées). Cette différence
peut étre expliquée par le fait que dans certains groupes le nombre de patient est tres limité ainsi
la significativité peut rapidement changer selon le test utilisé. Tout le long de notre analyse,
nous avons pris en compte que certains de nos résultats n’étaient que des tendances et amenent
seulement a des suggestions. Des étudies additionnelles devront donc étre effectuées pour

confirmer ces suggestions.
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Chapitre 5 : Conclusion
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En conclusion, le but de ce projet était d’identifier la localisation et le moment ou le réservoir
du VIH s’¢établit au cours de la phase aigiie de I’infection et d’étudier I’impact de I’initiation de

TAR a différents moments de la phase aigiie d’infection sur la taille du réservoir du VIH.

Nous avons montré que le réservoir du VIH s’établit dés les deux premieres semaines de
I’infection et avant la séroconversion dans les tissus lymphoides tel que les ganglions
lymphatiques et le colon. Tres vite les tissus lymphoides sont saturés en cellules infectées et
participent grandement a la production de nouveaux virions qui recirculent et infectent les
PBMCs du sang. A partir du pic viral soit aprés le stade Fiebig III de I’infection, la fréquence

de cellules infectées est équivalente dans le sang comme dans les tissus.

Lorsque TAR est initié¢e suffisamment tot au cours de 1’infection aigiie, soit entre le stade Fiebig
I-11I, il y a une décroissance drastique des fréquences de cellules infectées dans tous les
compartiments, amenant a des fréquences de cellules infectées trés basses voir presque
indétectables. A I’inverse, si le traitement est commencé plus tardivement dans 1’infection, soit
le stade Fiebig IV/V et la phase chronique, la décroissance du nombre de cellules infectées est
trés modeste et aprés deux ans de traitement les fréquences de cellules avec de ’ADN intégré

restent similaires dans le sang comme dans les tissus.

Ainsi, méme si I’initiation précoce du traitement permet réduire la taille du réservoir du VIH,

un petit nombre de cellules infectées réplicatives compétentes persistent dans les ganglions

lymphatiques empéchant le contréle de la virémie lorsque le traitement est interrompu. Ainsi,
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une initiation de TAR en phase aigiie de I’infection a un impact non négligeable sur la taille du

réservoir du VIH mais ne suffit pas en elle-méme pour permettre le controle du virus.

Néanmoins, une étude récente chez les primates non-humain par Nishimura et al.(Nishimura et
al., 2017), a montré que I’injection d’une combinaison de deux anticorps neutralisants contre le
VIH (bNAbs) trois jours aprés l’infection une fois par semaine pendant trois semaines,
permettait un controle du virus pendant prés de 177 jours aprés la derniére injection. A 1’inverse,
I’initiation précoce de TAR apres trois jours d’infection n’était pas suffisante et menait a un
rebond viral assez rapidement. Une étude future pour la cohorte RV254 pourrait étre de
combiner I’initiation précoce du traitement avec une série d’injections d’une combinaison
d’anticorps neutralisants contre le VIH afin d’éliminer un maximum des cellules infectées dans
les premicres semaines de I’infection et d’éventuellement mener a un controle de la virémie
apres interruption de TAR chez ces individus. Une autre possibilité est 1’utilisation de anticorps
04p7 en combinaison avec une initiation en phase aigiiec de I’infection de TAR. En effet, les
anti-a4p7 comme la drogue Vedolizumab déja couramment utilisée pour traiter les maladies
inflammatoires de I’intestin, empéchent 1’entrée des cellules immunitaires dans les tissus de
I’intestin. Dans le contexte de 1’infection du VIH, les tissus gastro-intestinaux sont les
compartiments touchés en premier lieu par une intense réplication virale et une rapide déplétion
des cellules T CD4. En 2016, Byrareddy et al. (Byrareddy et al., 2016) ont montré que chez les
macaques 1’initiation de TAR en complément avec une série d’infusion d’anti-04p7 pendant 30
semaines permettait le contrdle du SIV aprées I’interruption de TAR et de I’anticorps a4B7. Dans
le contexte de I’initiation précoce du traitement il serait intéressant de rajouter des infusions de

Vedolizumab et d’étudier les possibilités d’un contrdle de la virémie apres I’interruption de TAR
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et des infusions chez les participants. En conclusion, une combinaison entre différentes drogues
menant & une réponse immunitaire plus efficace ou empéchant la migration des cellules
immunitaire sur le site de I’infection et une initiation précoce du traitement pourrait étre clé pour

réaliser une cure fonctionnelle contre le VIH.
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> Only the frequency of infected
cells in lymph nodes predicts the
the plasma viral load

Conclusions
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