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Résumé

Vaincre efficacement I'infection par le VIH nécessite non seulement de raffiner davantage les
traitements antirétroviraux, mais aussi de déployer des moyens de prévention a large échelle
afin de stopper la propagation de la maladie. Il s’agit en effet de pouvoir développer un
vaccin préventif ou thérapeutique a large spectre. L'atteindre de cet objectif requiert une
meilleure compréhension des événements précoces médiés par les glycoprotéines
d'enveloppe des virus transmis/fondateurs du VIH développés durant la primo-infection.
Pendant que les efforts de la communauté scientifique se concentrent a trouver ce vaccin, il
est également nécessaire de limiter le taux des nouvelles infections dans la population. Les
résultats de nos travaux présentés dans cette thése s’inscrivent dans cette optique de
prévention des infections a VIH par I'étude de la dynamique de transmission de la maladie.

Le premier volet de nos travaux dont les résultats sont consignés dans ce document et
publiés dans le journal « PLOS ONE » (Chapitre Ill. Article 1) porte le titre : « Identification
des nouvelles infections par le VIH-1 en utilisant des mesures de la diversité génétique des
séquences de I'enveloppe ». L’objectif de cette étude était d’évaluer et de déterminer quelle
méthode moléculaire parmi les mesures de diversité génétique de la séquence de
I'enveloppe est capable de définir I'infection par le VIH-1 temporellement (récente versus
chronique). Quatre mesures de diversité génétique des séquences virales de courts segments
de I'enveloppe du VIH-1 ont été évaluées pour définir I'infection par le VIH-1 temporellement
a savoir: le pourcentage de complexité, le pourcentage de diversité, le nombre d’haplotypes
et I'entropie de Shannon. Nous avons identifié I'entropie de Shannon comme l|'une des
meilleures de ces quatre mesures de diversité qui associée a trois courts segments (<100
paires de bases) de la séquence de I'enveloppe du VIH-1 est capable de prédire efficacement
la période récente de l'infection par le VIH-1. L'indice de performance de I'entropie de
Shannon (Aire sous la courbe (AUC) des trois segments de I’enveloppe du VIH-1 que sont : (1)
région constante C2 segment 1 (C2_1), (2) région constante C2 segment 3 (C2_3) et (3)
boucle V3 de la gpl20 est respectivement de 0.806, 0.805 et 0.812. La capacité de



différencier une infection récente d'une infection ancienne est importante en santé publique.
En effet, les personnes nouvellement infectées sont les plus infectieuses et capables de
propager rapidement la maladie dans la population. Puisque ces personnes ignorent leur
statut sérologique, elles peuvent avoir plus de comportements a risque alors qu’elles ont une
charge virale sanguine élevée d’un virus avec une capacité réplicative assez importante
(fitness). Pouvoir identifier le plus t6t possible ces individus permettrait de limiter et de
prévenir les nouvelles transmissions.

Le deuxiéme volet de nos travaux consignés dans cette thése (Chapitre Ill, Article 2) a été
publié¢ dans le journal « AIDS Research and Human Retroviruses » avec pour titre:
« Analyses phylogénétiques des séquences du géne de I’enveloppe du VIH-1 pour
I’évaluation et la construction a court terme des réseaux naissants de la transmission de
linfection par le VIH-1 ». Cette étude a consisté a identifier les liens phylogénétiques ou
clusters qui existent entre les séquences virales de I'enveloppe du VIH-1 de patients
nouvellement diagnostiqués au Québec. La formation de clusters entre les séquences virales
de plusieurs individus pourrait refléter I'appartenance de ces personnes a un méme réseau
ou chaine de transmission. Ces personnes pourraient aussi partager des caractéristiques ou
facteurs de risques communs au groupe. Les résultats de cette étude ont permis d’identifier
15 chaines ou réseaux de transmission mineurs (2-5 individus par réseau) de l'infection par le
VIH-1 entre ces individus. Nous avons également évalué et comparé la capacité d’un
fragment d’une séquence nucléotidique plus large de I'enveloppe du VIH-1 a celui de la
boucle V3 beaucoup plus courte a pouvoir prédire et identifier de fagcon indépendante les
individus qui pourraient étre inclus dans un réseau ou grappe de transmission. Les résultats
de nos analyses ont démontré une concordance modérée en se basant sur le coefficient
kappa (k=0.59) entre les deux fragments de l'enveloppe virale utilisés. L'utilisation des
séquences de la boucle V3 a en effet permis de confirmer 66.70% (10/15) des clusters
identifiés avec un fragment plus long de la séquence de I'enveloppe du VIH-1. Le nombre de
personnes infectées ayant acces aux tests de génotypage qui utilisent les séquences de la V3
pour déterminer le tropisme viral en pratique clinigue courante est limité a I'échelle

mondiale. Cependant, les séquences de I'enveloppe virale et particulierement celles de la



boucle V3 pourraient facilement étre intégrées dans un programme de santé publique la ou
elles sont disponibles en complément de celles du géne pol (disponibles dans les laboratoires
cliniques dans le cadre des tests de résistance aux traitements antirétroviraux) pour
I'identification et la surveillance des réseaux de transmission du VIH-1 dans la population.
Nous avons inclus les caractéristiques des sujets (données sociodémographiques, cliniques et
facteurs de risque) dans un modéle d’analyse de régression logistique avec comme variable
réponse (outcome) la formation de clusters de transmission. Les résultats de I'analyse
démontrent que dans la population étudiée, I'dge moyen (<38.8 versus >38.8 ans) et le sous-
type viral (sous type B versus non-B) sont deux facteurs significativement associés a la
formation des clusters ou réseaux. L’identification des chaines de transmission du VIH-1 dans
un échantillon de la population infectée par le VIH-1 au Québec et les facteurs de risques
communs a ces personnes devraient permettre de mieux implanter les stratégies de
prévention dans les groupes cibles.

Les résultats de la troisieme et derniére partie de nos travaux présentée dans cette these
(Chapitre I, Article 3) ont été publiés dans le Journal « VIRUSES » sous le titre

« Identification de signatures génétiques au niveau de la glycoprotéine de I'enveloppe du
VIH-1 associées aux virus transmis/fondateurs et récents de sous-types B ». Cette étude a
consisté a identifier des signatures génétiques au niveau des séquences virales de
I'enveloppe des premiers variants du VIH-1 appelés virus transmis/fondateurs ou
« Transmitted/Founder viruses ». Ces variants constituent ceux qui sont capables d’établir
une infection productive au moment de l'infection. Ils sont en effet sélectionnés parmi une
multitude de quasi-espéeces virales exposées au cours de la transmission du virus. lls
détiennent ainsi toutes les propriétés phénotypiques et ou fonctionnelles nécessaires a
I’établissement de [linfection. L'identification de signatures génétiques observées
précocement au niveau de la glycoprotéine de I'enveloppe du VIH-1 au cours de l'infection
pourrait informer la conception de nouveaux inhibiteurs d’entrée immunologiques ou
chimiques, mais aussi servir de repéere pour le design d’un vaccin anti-VIH-1. Nos travaux ont
permis d’identifier quelques signatures génétiques, mais une consistant en une

mutation/substitution de I'Arginine (R) par une Isoleucine (1) associée au virus TF semble étre



particulierement prononcée. Cette mutation est localisée a la position 841 (R841l)
spécifiguement dans le domaine cytoplasmique de la GP41 notamment dans le segment 1
des peptides lytiques de lentivirus (LLP-1). L’isoleucine est sélectionnée (I) a plus de 33% par
les virus TF comparativement aux virus d’infections chroniques (9%) et la différence est
statistiquement significative, OR=0.2, 95% IC [0.09, 0.44], P= 0.00001. Le domaine
cytoplasmique de la GP41 et spécifiguement le LLP-1 est fortement impliqué dans la
réplication virale en intervenant dans le trafic intracellulaire et lincorporation des
glycoprotéines de I'enveloppe dans les virions. Une mutation dans ce domaine pourrait étre
un mécanisme moléculaire (polymorphisme) nécessaire a I'établissement de la transmission

et d’échappement a la réponse immunitaire.

Mots-clés: VIH, virus transmis/fondateur, infection récente, signatures génétiques de

I’enveloppe, réseau de transmission, analyse phylogénétique.



Abstract

Overcoming HIV infection effectively requires further refinement of antiretroviral therapy as
well as intensifying prevention strategies to stop the spread of the disease. It involves the
capacity to develop a preventive or therapeutic broad-spectrum vaccine. Reaching this goal
requires a better understanding of the acute and early events mediated by HIV founder
viruses’ envelope glycoproteins during primary infection. While efforts of the scientific
community are focused on finding a preventive vaccine, it is also necessary to limit the rate
of new infections in the population. This thesis contributes to the efforts focusing on HIV
prevention by studying the transmission dynamics of disease transmission and progression.

The first part of my work is detailed in Chapter Ill and presented in a manuscript published in
the journal “PLOS ONE” bears the title: « HIV-1 envelope sequence-based measures for
identifying recent infections » (Article 1). The objective of this study was to evaluate and
determine which molecular method, among envelope genetic diversity measures, can qualify
the current status of HIV-1 infection. Four genetic diversity measures of short segments of
HIV-1 envelope sequences were evaluated for their efficacy to characterize infection recency.
They included i) the percent complexity, ii) the percent of diversity, iii) the number of
haplotypes and iv), the Shannon entropy. We have identified Shannon entropy as the best
diversity measure which can effectively predict the recency of HIV-1 infection when
associated to three short segments (less than 100 base pairs) of the HIV-1 envelope gp120 C2
segments 1 and 3 and the V3 loop as envelopes sequenced based diversity measure (s) and
segments. The performance index of Shannon entropy for these 3 segments: gp120 C2
segment 1; C2 segment 3; V3 loop was 0,806, 0, 0805, and 0,812 respectively. It could serve
as a molecular biomarker for identifying new infections in newly diagnosed HIV-1-positive
patients. The ability to differentiate recent infections from established (chronic) infections is
important for public health. In fact, newly infected people are the most infectious and able to
spread the disease quickly in the population. Since these people are usually unaware of their

HIV status, they may engage in risky behaviours. This population generally has a high viral



load with a relatively high-replicating capacity (fitness) that accelerates HIV-1 forward
transmission. Being able to identify these individuals as soon as possible could limit and
prevent new transmissions. Our work demonstrated that Shannon entropy measuring of
these nucleic sequences can identify new infections.

The second part of my work is reported in Chapter Ill and published in the journal « AIDS
Research and Human Retroviruses » entitled: « A short-term assessment of HIV-1
transmission dynamics among newly diagnosed individuals using envelope sequence-based
phylogenetic clustering » (Article 2). This study consists of identifying the phylogenetic links
or clusters that exist between the viral sequences of the HIV-1 envelope of newly diagnosed
patients in Québec. The formation of clusters between the viral sequences of several
individuals could reflect the relationship of transmitted viruses between individuals who
might share characteristics or commons risk factors. The results of this study identified 15
minor transmission clusters (2-5 individuals per cluster) between study participants. We also
assessed and compared the ability of a fragment of a larger nucleotide sequence of the HIV-1
envelope to that of the much shorter V3 loop to independently predict and identify
individuals that might be included in a transmission cluster. They demonstrated a moderate
agreement based on the kappa coefficient (k= 0.59) between the two fragments of the viral
envelope used. The use of the V3 loop sequences indeed confirmed 66.70% (10/15) of the
identified clusters with a longer fragment of the HIV-1 envelope sequence. The number of
infected individuals accessing genotyping tests that use V3 sequence to determine viral
tropism in routine clinical practice is globally limited. However, the sequences of the viral
envelope and particularly those of the V3 loop could easily be integrated into a public health
program where they could be available in addition to those of the pol genes (available in
clinical laboratories for antiretroviral resistance testing). We also included the characteristics
of the subjects (sociodemographic, clinical and risk factors) in a logistic regression analysis
model with cluster formation as an outcome). The results of the analysis demonstrate that in
the study population, the average age (<38.8 versus>38.8 years) and the viral subtype
(subtype B versus non-B) are two factors significantly associated with HIV transmission

clustering among participants. Underlying HIV-1 transmission chains among HIV-1+
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individuals in Québec and identifying the common risk factors should help the efforts to
implement better prevention strategies in the target groups.

The results of the third and last part of this work reported in this thesis (Chapter Ill, Article 3),
were published in « VIRUSES » journal entitled: « HIV-1 Envelope Glycoprotein Amino Acids
Signatures Associated with Clade B Transmitted/Founder and Recent Viruses ». It consists in
identifying genetic signatures in the viral envelope sequences of the first HIV-1 variants called
Transmitted/Founder (TF) viruses selected during the acute stage of infection. These variants
can establish a productive infection at the time of infection in the new host. They are indeed
selected among a multitude of viral quasi-species exposed during virus transmission. They
may possess molecular and phenotypic properties that may govern their functions of the
successful establishment of infection. Identifying such early HIV-1 genetic signatures may
inform the design of novel immunologic or chemical inhibitors and serve as a benchmark for
designing an effective HIV-1 vaccine. This study identified a few genetic signatures among
HIV-1 TF viruses’ envelope amino acid sequences. One of these signatures consisting of a
mutation/substitution of an arginine (R) by an isoleucine (l) associated with TF virus seems to
be particularly important. This mutation is located at position 841 (R841l) specifically in the
cytoplasmic domain of gp41 in segment 1 of lentivirus lytic peptides (LLP-1). The isoleucine is
selected at more than 33% by TF viruses compared to chronic infection viruses (9%). The
difference of selected amino acid between the two types of infectious viruses is statistically
significant, OR = 0.2, 95% CI [0.09, 0.44], p = 0.00001. The cytoplasmic domain of GP41 and
specifically the LLP-1 is strongly implicated in viral replication by mediating intracellular
trafficking and the envelope incorporation into virions. A mutation in this area may suggest a
molecular mechanism (polymorphism) contributing to HIV-1 transmission and/or viral escape

from immune response.

Keywords: HIV, transmitted/founder viruses, recent infection, envelope genetic signatures,

transmission clusters, phylogenetic analysis.
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1. Histoire du syndrome d’'immunodéficience acquise (SIDA).

Le syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) est une maladie causée par le virus de
I'immunodéficience acquise (VIH). Les premiers cas cliniques de la maladie ont été détectés
au début des années 1980 aux Etats-Unis chez des homosexuels et des utilisateurs de
drogues injectables. Ces malades se présentaient avec des symptomes apparentés a une
atteinte du systeme immunitaire. En son début, le nom de « Gay-Related Immune Deficiency
(GRID) » était attribué a cette pathologie, tel que rapporté par le journal « the New York
Time » le 11 mai 1982 dans sa rubrique Sciences. Parmi les symptomes de la maladie on
relevait, entre autres, des adénopathies généralisées, des pneumonies a Pneumocystis
jiroveci (anciennement nommé P. carinii), des rétinites au cytomégalovirus, des méningites a
Cryptococcus neoformans et des sarcomes de Kaposi (1). Les symptémes décrits se
rapportent a des infections opportunistes qui ne devaient normalement pas se manifester
chez un sujet immunocompétent.

Sur le plan biologique, ces patients présentaient une baisse trés importante (déplétion) du
taux des lymphocytes T CD4+ (cluster de différentiation, CD) dans le sang périphérique. Dans
la littérature médicale, le « Centers for Disease Control and Prevention (CDC) » fut le premier
laboratoire a rapporter des cas en 1981 chez des homosexuels des villes de Los Angeles, de
San Francisco et de New York (1). D’un groupe restreint de sujet a risque qui contractaient la
maladie en son début, le champ de transmission s’est élargi aux autres couches de la société
et partout sur la planéte pour devenir une véritable pandémie. Outre les transmissions

homosexuelles et hétérosexuelles, une description des premiers cas de transmission verticale
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de la maladie a par la suite été rapportée (2, 3). Le terme SIDA fut utilisé pour la premiere
fois par le CDC pour désigner cette nouvelle maladie le 24 septembre 1982 (2, 4, 5). Au cours
des deux années qui suivirent la description des premiers cas du SIDA, de nombreux
chercheurs ont recherché I'agent étiologique causal. Le nom de « Human T-cell leukemia
virus type-l » (HTLV-1) fut 'un des premiers termes proposés pour désigner le virus déja
connu pour donner des leucémies (6, 7), mais son groupe s’était trompé et donc la
publication était une erreur. Ce fut finalement le 20 mai 1983 qu’une équipe dirigée par le
professeur Luc Montagnier de I'Institut Pasteur de Paris publiait dans la revue Science (8) une
premiére description du virus. Elle estimait avoir isolé un nouveau retrovirus qui serait
I'agent étiologique responsable du SIDA et différent de HTLV-1 et qu’elle appela:
« Lymphadenopathy-associated virus » ou « virus associé a la lymphadénopathie » (LAV) (8).
L'échantillon sur lequel le virus a été isolé provenait d'un patient présentant une
lymphadénopathie généralisée d’origine inconnue (8). Finalement, I'équipe conduite par le
Dr Gallo de la « National Cancer Institute » aux Etats-Unis a décrit un an apreés I'isolement
d’un autre rétrovirus susceptible d’étre I'agent causal du SIDA chez des patients infectés. Elle
reconnaitra en effet, un an apres, qu’il s’agissait d’'un nouveau virus (9, 10). L'équipe le
nomma virus T-lymphotrope humain type Ill (HTLV-IIl) pour « Human T-lymphotropic virus ».
Mais apres séquencage quelques années plus tard, il s’est avéré que le virus isolé du
laboratoire de Dr Robert Gallo était trés similaire que celui de I'Institut Pasteur et c’était
donc une contamination par le virus obtenu de I'Institut Pasteur, il s’agissait en effet du
méme virus. Cette information suscita une controverse tant scientifique que juridique entre

les deux équipes au sujet de la paternité de la découverte du virus responsable du SIDA (11)
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portant sur les redevances des brevets.puisque ces publications sont sorties aux mémes
moments. La paternité de la découverte du VIH fut finalement octroyée a I’équipe des Drs.
Barré-Sinoussi et Montagnier (et coauteurs) et leur a valu le 6 octobre 2008, le prix Nobel de
médecine alors décerné aux professeurs Frangoise Barré-Sinoussi et Luc Montagnier pour
I'identification en 1983 a I'Institut Pasteur du rétrovirus responsable du SIDA (12). En mai
1986, le virus d'immunodéficience humaine (VIH) fut officiellement déclaré comme le
rétrovirus responsable du SIDA par le comité international sur la taxonomie des virus « the
International Committee on the Taxonomy of Viruses » (ICTV) (13). Un autre rétrovirus
apparenté au VIH de type 1, nommé VIH de type 2 (VIH-2) (14) fut découvert plus tard en

1986 chez des sujets atteints de SIDA dans des régions d’Afrique de I'Ouest.

2. Epidémiologie de I'infection par le VIH.

2.1 Epidémiologie dans le monde.

L'infection par le VIH constitue I'un des grands fléaux de santé publique de ces 40 derniéres
années. De quelques cas rapportés en 1982 et 1983 aux E.-U., I'infection par le VIH est
devenue un fléau planétaire. Selon les rapports 2018 du programme commun des Nations
unies sur le VIH/sida (ONUSIDA), on estimait que le nombre de personnes vivant avec
I'infection au VIH dans le monde en 2018 était d'environ 37.9 millions [32.7 millions—44.0
millions] (15). Le nombre de personnes infectées varie considérablement en fonction des
régions géographiques. Selon les statistiques de 'ONUSIDA, environ 25.6 millions d’individus
vivent avec le VIH en Afrique subsaharienne ce qui représente 67.5% de la population totale
infectée par le VIH a I’échelle mondiale.(15). Malgré la vulgarisation de I'information sur les
moyens de prévention contre la maladie, on déplore encore de nouvelles infections. En 2018,
on estime le nombre de nouvelles infections al.7 million [1.4 million—-2.3 millions]

représentant environ 5000 nouvelles infections a VIH par jour (15). Malheureusement,
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environ 770 000 [570 000—-1.1 million] de personnes sont décédées pour des causes liées au
VIH dans le monde en 2018 (15). Pour la prise en charge thérapeutique et selon les
statistiques de I'ONUSIDA, a la fin de juin 2019, environ 24,5 millions [21,6 millions—25,5
millions] de personnes avaient accés au traitement antirétroviral (15). Les voies de
transmission de la maladie dans les pays d’Afrique subsaharienne sont de types
hétérosexuels pour la grande majorité tandis que dans les pays nordiques elles sont
majoritairement de type homosexuel. Ainsi, 54 % des nouvelles infections par le VIH dans le
monde restent imputables aux populations clés représentant plus de risque a contracter la
maladie en 2018. Ce risque était de: 1) pour les hommes ayant des rapports sexuels avec
d’autres hommes (HARSAH) de (22 fois plus élevé), 2) pour les usagers des drogues
injectables avec échanges de seringues contaminées de (22 fois plus élevé), 3) pour les
travailleurs du sexe (21 fois plus élevé) et 4) pour les personnes transgenres (12 fois plus
élevé) (15). Au regard de ces chiffres, on peut affirmer que la bataille contre I'infection par le
VIH n’est pas encore gagnée, mais I'espoir est toujours permis quand on regarde le chemin
parcouru et la qualité de vie et de prise en charge des malades et les statistiques de
I'infection de nos jours. Pour I'atteinte de |'objectif ambitieux 90-90-90 de I'ONUSIDA, en
2018, il n’était que de 79% [67%— 92%] de personne vivant avec le VIH qui connaissait leur
statut, 62% [47%—74%] qui ont I'acces au traitement (objectif de 79%) et 53% [43%— 63%)]
des personnes vivant avec le VIH qui ont vu leur charge virale supprimée (pour un objectif de

86%).

2.2 Epidémiologie du VIH au Canada.

L’Agence de la santé publique du Canada (ASPC) a rapporté 2 561 cas déclarés de VIH en
2018 comptant dans 70.7% pour les hommes (Figure I) (16). Comparativement a I'année
2017, le taux de diagnostic est croissant et passe de 6.5 a 6.9 pour 100000 habitants en 2018
(16). La province de la Saskatchewan a rapporté le plus haut taux d’incidence du VIH en 2018,
estimé a 14,8 pour 100 000 habitants bien qu’elle ne représente que 6,8 % du nombre total
de cas de VIH déclarés dans le pays ((Figure 1) (16) . La province du Québec suit avec un taux:

9.1 pour 100 000 habitants, puis le Manitoba: 7.9 pour 100 000 habitants, I'Ontario : 7.0 pour
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100 000 habitants, I'Alberta: 5.8 pour 100 000 habitants, la Colombie-Britannique: 4.0 pour
100 000 habitants, les provinces de |'Atlantique: 2.8 pour 100 000 habitants et les territoires:
2.5 pour 100 000 habitants (Figure Il) (16). Pour la répartition en nombre absolu des cas
rapportés dans le pays en 2018 par provinces et territoires, I'Ontario comptait le plus grand
nombre et la proportion la plus élevée (n = 1 003, 39,2 %), suivi du Québec (n = 766, 29,9 %),
de I'Alberta (n = 249, 9,7 %) et de la Colombie-Britannique (n =199, 7,8 %) (16). Les nouvelles
infections a VIH rapportées dans 'ensemble du pays demeurent essentiellement masculines
(70.7% des cas en 2018) et particulierement chez les adultes agés de 30-39 ans (16). Les
gbHARSAH (gais, bisexuel et autres hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes),
les gbHARSAH/UDI (utilisateurs de drogues par injection) et les IDU représentent les
populations a risque les plus affectées par le VIH en 2018 respectivement de 41.4,%, 3.4% et

18.3% du nombre total des cas (16, 17).
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Figure I. Représentation de I’évolution du nombre de nouveaux cas de VIH rapportés au
Canada, 1996-2018.
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La figure ci-dessus démontre |’évolution du nombre de cas d’infections par le VIH-1 rapportés
au Canada de 1996-2016 selon I’Agence de santé publique du Canada. Figure reproduite avec
autorisation. Source: Haddad N et al. 2019 (16).
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Figure Il. Représentation cartographique de la répartition du taux d’incidence du VIH par
provinces et par territoires du Canada en 2018.

La figure ci-dessus présente une cartographie du taux d’incidence du VIH par province et
territoires du Canada en 2016 selon I’Agence de santé publique du Canada. Carte reproduite
avec autorisation. Source : Haddad N et al. 2019 (16).

3. Caractéristiques du virus de I'immunodéficience humaine (VIH)

3.1 Classification du VIH.

Sur le plan taxonomique, le VIH appartient a la famille des rétrovirus ou Rétroviridae et a la
sous-famille des Orthoretrovirinae et du groupe VI (18). Il s’agit d’un virus a ARN
monocaténaire du genre Lentivirus qui se caractérise par sa capacité de rétrotranscription de

son matériel génétiqgue d’ARN en ADN grace a une enzyme, la transcriptase inverse ou
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reverse transcriptase (RT) (18). Il est capable de synthétiser son génome viral sous forme
d’acide désoxyribonucléique (ADN) bicaténaire a partir de l'acide ribonucléique (ARN)
monocaténaire génomique inclus dans la capside. L'ADN viral transcrit peut intégrer le
génome de la cellule cible grace a I'action d'une enzyme nommée intégrase. C'est un virus
doté d’une grande variabilité génétique. On distingue deux grands groupes de virus en se
basant sur I'antigénicité : le virus de type 1 (VIH-1) et le type 2 (VIH-2). D’autres virus
apparentés du groupe des lentivirus infectent les primates non humains, il s’agit entre autres

du virus de I'immunodéficience simien (VIS) ou Simian immunodeficiency virus (SIV) (19).

3.2 Structure du VIH mature.

Le VIH mature a une taille comprise entre 80 et 120 nm de diameétre. Sa particule virale
contient toutes les protéines nécessaires a sa maturation et a sa réplication (Figure lll). De
facon générale, la particule virale mature contient deux molécules d’ARN génomique
monocaténaire de polarité positive, logées dans un noyau recouvert d’une nucléocapside
(p7, NC). Une transcriptase inverse (p66/p51, RT) est incorporée a la particule virale et joue
un réle de transcription de I’ARN en ADN. Cette transformation est indispensable a
I'intégration du virus au génome cellulaire (2, 8, 20, 21). Le cceur de la particule virale
contient une intégrase (p31, IN), une enzyme qui permet 'intégration de I’ADN viral a I’ADN
cellulaire. Il contient également des protéines dites accessoires (Vpr, Nef et Vif) (22).

La NC est entourée d’une capside (p24, CA) contenant la protéase (pll, PR), une autre
enzyme dont le rble est de faciliter I'assemblage des éléments du virus en clivant les
précurseurs protéiques Pr55Gag et Pr160Gag-Pol en ses principaux constituants protéiques
pendant le processus de réplication virale.

La CA et ses composantes protéiques et ARN sont logés dans une matrice (p17, MA)
recouverte d'une bicouche lipidique. Elle est constituée d'un fragment de la membrane de la
cellule infectée et des glycoprotéines de surfaces (SU, gp120) et transmembranaires (TM,
gp41) de I'enveloppe (2, 20). Les caractéristiques et fonctions des protéines structurales et

accessoires du VIH sont représentées dans la figure Il et les tableaux | et Il respectivement.
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Figure Ill. Représentation des principaux composants d’une particule virale (VIH) mature
ou virion.

La figure ci-dessus présente les principaux composants d'une particule virale. Y sont
représentés les principales protéines structurales, régulatrices et les enzymes. Figure
reproduite avec autorisation: US National Institute of Health (redrawn by: Carl Henderson,
2005) (23).

3.3 Organisation génomique du VIH-1.

Le génome du virus a une taille d’environ 9700 paires de bases, il contient neuf (9) cadres de
lecture ouverts (open Reading frame, ORF) (2, 20, 24). L’ADN proviral provient de I'action de
la transcriptase inverse qui permet la transcription de I’ARN génomique en ADN bicaténaire.
Celui-ci s’intégre au génome de la cellule hote et devient un provirus. L'intégration de ’ADN
viral au génome cellulaire s’effectue grdace a de longues séquences terminales répétées

identiques (long terminal repeats, LTR) (2, 20). Elles sont localisées aux deux extrémités du
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génome viral, permettent lintégration de I’ADN viral dans le génome cellulaire
etindispensables au controle de la transcription des génes (20, 25, 26). Comme tout
rétrovirus, le génome du VIH-1 code pour trois protéines principales. Il s’agit successivement
dans le sens 5’ vers 3’ du génome viral, des génes : 1) gag (group-specific antigen), 2) pol
(polymérase) et 3) env (enveloppe) (2, 20, 24). Chacun de ces trois génes dits de structure
joue un role prépondérant pour I'organisation structurale et enzymatique nécessaire a la
réplication du VIH (2) (Figure IV). En plus des protéines structurales, le génome code aussi
pour: 1) des protéines régulatrices tat et rev qui sont essentiels a la réplication virale et2):
des protéines accessoires Vif, Vpr ,Vpu et Nef qui sont non essentielle a la réplication dans
certains contextes cellulaires.mais indispensables pour la pathogénicité (2, 20, 27-30).

Le génome du VIH-2, autre rétrovirus, code pour la Proteine virale contrairement a protéine
virale pour le VIH-1. Ces différences génétiques pourraient contribuer a la pathogénicité
réduite relative au VIH-2 par rapport au VIH-1 (31). Les structures génomiques du virus de
I'immunodéficience simien (chimpanzés (VIScpz), des gorilles (VISgor)) et du VIH-1 sont
presque comparables (20, 32). La différence fondamentale entre ces especes virales réside
dans la présence d’un résidu d’arginine basique (R) a la position 30 (30R) de la protéine p17
(gag). Il s’agit la d'une singularité génétique de la séquence protéique du groupe M,N et O du
VIH-1 (33). Contrairement au VIH-1, les VIS portent un résidu méthionine hydrophobe (Met)
a cette position (30M) (34).
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Figure IV. Structure et organisation du génome du VIH-1.

Le schéma ci-dessus illustre les cadres de lecture du génome du VIH-1 et les génes codants
pour les protéines de structures, régulatrices et accessoires flanqués a chaque extrémité par
les longues séquences de répétitions terminales (LTR) identiques non traduites en protéines.
La taille du génome du VIH-1 est d’environ 9700 paires de bases et approximativement de
9800 paires de bases pour le VIH-2. Abréviations: LTR (long terminal repeat); gag (group-
specific antigen); pol (polymérase); env (enveloppe), SU (protéine de surface, gp120), TM
(protéine transmembranaire, gp4l), MA (matrice, pl7), CA (capside, p24), NC
(nucléocapside, p7), PR (protéase), IN (intégrase), RT (transcriptase inverse), Vif (Viral
infectivity factor), Vpr (viral protein R), Vpu (Viral protein unique), Nef (Négative factor).
Schéma reproduit avec autorisation. Source : Gurtler L et al. 2016 et Vidricaire G, 2006 (20,
35).

3.4 Formation des genes structuraux du VIH-1.

1) Le géne gag code pour un précurseur polyprotéique nommé Pr55Gag. Il sera clivé par la
protéase (PR) virale en protéines : matrice (MA ou p17), capside (CA ou p17), nucléocapside
(NC ou p7), p6, p2 et pl (2, 20, 36). 2) Le géne pol code pour les protéines enzymatiques
virales, dont la protéase (PR, p12), la reverse transcriptase (RT, p51), la ribonucléase H

(RNase H, p15) ou la RT + RNase H (ensemble, p66) et I'intégrase (IN, p32).
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Générée par l'autocatalyse de la polyproteine Pr160Gag-Pol, la protéase (PRpl10) est un
homodimeére appartenant a la famille des protéases a acides aspartiques (37-45). Elle active
sous sa forme dimérique par son site actif constitué d’une triade catalytique Asp25-Thr26-
Gly27 localisée a linterface des diméres. Elle joue un réle important pour le cycle de
réplication du VIH-1 et notamment dans la phase de maturation des virions en effectuant
une série de 12 clivages permettant la maturation des différents précurseurs gag, gag-pol et
Nef(46-50). Les clivages en effet conduit a la libération des protéines structurales (capside et
nucléocapside), d’enzymes virales PR, RT et IN) actives et d’autres facteurs nécessaires pour
la réplication virale, la maturation des virions et I'établissement de I'infection(46-49). .3) le
géne env, la seule protéine présente a la surface des virions est synthétisée comme un
précurseur glycoprotéique. Il est premierement traduit en un polypeptide gp160 dans le
réticulum endoplasmique sous forme de trimere. Le trimere est ensuite est transporté dans
I’appareil de Golgi pour étre clivée par une enzyme, de la famille des protéines convertases
(furines) en deux glycoprotéines: a) la glycoprotéine de surface SU (gp120) et, b) la
glycoprotéine transmembranaire TM (gp41) (2, 20, 51) (cf Chap I. 3.6 pour une description
compléte). Les caractéristiques et les fonctions des protéines de structures, régulatrices et

accessoires du VIH-1 sont résumées dans les tableaux | et Il (20).
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Tableaul.  Caractéristiques et fonctions des protéines de structures du VIH-1.
Geéne | Taille* Protéine Fonction
Pr55Gag ou Group- , . .
gag .. . Précurseur des protéines structurales internes
specific-antigen
p24 Capsid protein (CA) [Joue un réle dans la formation de la capside conique.
. . Est myristoylée, formant la couche de membrane
pl7 Matrix protein (MA) |. yristoy !
interne
. Intervient dans la formation du complexe
7 Nucleoprotein (NC), , .
P P (NC) nucléoprotéine/ARN
P6 Impliqué dans la libération de particules virales
pol Pr160GagPol Précurseur des enzymes virales
Joue un réle dans le clivage protéolytique de la
protéine précurseur Gag (Pr55) et Gag-Pol
10 Protease (PR S L
P (PR) (Pr160GagPol) et de la libération de protéines
structurales et d'enzymes virales.
51 Reverse Enzyme indispensable a la transcription de I'ARN du
P transcriptase (RT) VIH en ADN proviral
Intervenant dans la dégradation de I'ARN viral dans le
15/66 |RNase H C e .
P15/ complexe de réplication ARN/ADN viral.
Intervient dans l'intégration de I'ADN proviral dans le
p32 Integrase (IN) . g. R P
génome de la cellule I'h6te.
Précurseur des protéines d'enveloppe de surface,
env PrGp160 SUg120 et transmembranaire TMgp41l clivé par
protéase cellulaire.
.| Glycoprotéine de surface faisant saillie au niveau de
Surface glycoprotein|, . .
gp120 (sU) I'enveloppe virale et permettant au virus de
s’attacher a la cellule cible.
Glycoprotéine transmembranaire permettant
Transmembrane , .
gp4l I'ancrage de la gpl20 et la fusion entre les

protein (TM)

membranes virales et cellulaires

* nombre correspondant a la taille des protéines (p) ou des glycoprotéines (gp) en 1000 Da.
Tableau adapté avec autorisation. Source : Gurtler L et al. 2016 (20).
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Tableau Il.

Caractéristiques et fonctions des protéines régulatrices et accessoires du

VIH-1.

Gene | Taille* |

Protéine

Fonction

Protéines régulatrices

Transactivator

Proteine regulatrice essentielle. Active la transcription des

Tat 14 R , . .
a P protein génes et I’élongation des ARNm viraux (20, 52-54).
RNA splicing | Régule I'exportation de I'ARNm viral non et partiellement
Rev |pl9 L
regulator épissé hors du noyau (20).
. Elle permet la fusion du complexe formé de Tat-env-Rev
Tev |p26 tat/rev protein

et régule l'activité de Tat et de Rev dans le noyau (20).

Protéines accessoires

Est myristoylée, elle augmente la réplication virale et
diminue le nombre de cellules hotes (CD4) et des
molécules d’antigenes des leucocytes humains (HLA) ou

Negatl\{e complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) chez
Nef |p27 regulating ) , o, . .
factor I’humain exprimé en leurs surfaces conduisant a une
réduction de la reconnaissance de ces cellules par le
systeme immunitaire (20). Contrecarre les facteurs de
restrictions SERINC 3 et 5 (Serine incorporator)(55-59).
Viral infectivity Essentielle a la production de particules virales
Vif p23 orotein infectieuses. Contrecarre les facteurs de restrictions
APOBEC3G, 3F et 3H (55, 60-65).
Composant des particules virales interagissant avec la p6
. . et contribuant au pouvoir infectieux des particules virales.
Vpr p15 Virus protein r . . . . .
Il intervient sur le cycle cellulaire en activant faiblement la
transcription de I'ADN proviral.
Contribue a la libération efficace de particules virales,
vpu |pi6 Virus protein | contréle la dégradation des CD4 et module le trafic
unique intracellulaire. Contrecarre le facteur de restriction
Tetherin ou BST2 (55, 66-77).
Interagit avec la p6 dans les particules virales et est
vpx |pis Virus protein x, impliquée dans les étapes précoces de la réplication virale

du VIH-2. Est une composante des particules virales.
Contrecarre le facteur de restriction SAMHD1 (55, 78-84).

* nombre correspondant a la taille des protéines (p) ou des glycoprotéines (gp) en 1000 Da.
Tableau adapté avec autorisation. Source: Gurtler L et al. 2016 (20, 52-54).
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3.5 Cycle de réplication du VIH-1.

Le cycle de réplication du VIH-1 est un processus complexe qui débute par la liaison et la
reconnaissance des antigénes viraux par les cellules de I'immunité innée et adaptative de
I’hGte au cours de la phase précoce de l'infection. L'interaction entre les cellules de I'hote et
du virus permet le fusionnement entre les membranes cellulaires et virales. Lorsque la
particule virale est libérée dans le cytoplasme cellulaire, I’ARN est transcrit en ADN proviral
grace a la transcriptase inverse. Le génome bicaténaire ainsi généré est ensuite inséré dans le
génome de la cellule héte grace a I'action de l'intégrase devient un provirus. La deuxieme
phase dite tardive commence par la production d’ARN messager qui produit des protéines
qui seront clivées par I'action de la protéase, puis assemblées en virions puis relachées par la
suite hors des cellules. Ces virions vont se transformer en particules virales infectieuses
capables d’infecter d’autres cellules dans différents compartiments de I'organisme. La figure

V résume I'ensemble des grandes étapes du cycle de réplication du VIH-1.
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Figure V. Représentation schématique des grandes étapes du cycle de réplication du
VIH-1.
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Les principales étapes du cycle de réplication du virus sont représentées en 12 points: 1) la
liaison, 2) la fusion, 3) la décapsidation, 4) la transcription inverse, 5) I'import nucléaire, 6)
I'intégration nucléaire, 7) la transcription des ARN viraux, I'épissage et 8) I'export, 9) la
traduction, 10) I'assemblage et la production de nouveaux virions, 11) le bourgeonnement,
12) la libération des virions hors de la cellule suivie de la maturation en particules virales
infectieuses. Schéma adapté avec autorisation. Source: Peterlin BM et al. 2003 (85).

3.5.1 Entrée virale.

L’étape initiale d’entrée du virus dans la cellule cible commence par l'interaction entre la
glycoprotéine de I'enveloppe (gp120) du virion et son principal récepteur cellulaire, le CD4+
(86-89). Le récepteur CD4 est présent a la surface des lymphocytes T, mais aussi des
macrophages (90, 91). L'interaction entre la gp120 et le CD4 induit des changements de
conformation au niveau de I'enveloppe virale qui va permettre I'exposition de la boucle V3
de la gp120 (92, 93). Cette boucle exposée restera tout de méme protégée par les boucles
V1/V2 contre la neutralisation (94, 95) au cours de ce processus (Figure VI). La boucle V3 une
fois engagée va interagir avec les principaux corécepteurs du VIH (CCR5 ou CXCR4) (96-99)
selon son tropisme (100-102). Une deuxieme interaction entre la gp120 et le co-récepteur
induit de nouveaux changements de conformation au niveau du trimere d’enveloppe qui
conduit a la dislocation de la structure formée et a I'exposition de la super-hélice 1 (helical
heptad repeat 1, HR1) de I'ectodomaine de la gp41. Ce changement de conformation conduit
alors a la présentation de la forme fuso-génique de I’enveloppe (103-106) (Figure VI).
L’'engagement de I'ectodomaine de la gp41 permet 'insertion du peptide de fusion (FP) dans
la membrane plasmique de la cellule hote et favorise la fusion des membranes virales et
cellulaires. La fusion membranaire conduit a la libération du cceur viral contenant le matériel
génétique (ARN) dans le cytoplasme cellulaire aprés repliement du paquet de six hélices (six-

hélix bundle) (107, 108) (Figure VI).
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Figure VI. Représentation schématique des différentes étapes d'entrée du VIH-1 dans la
cellule cible.

Le schéma décrit le processus (1) d'entrée nécessitant les protéines d’enveloppe comprenant
les sous-unités gp120 (bleu) et gp41 (rouge); (2) I'interaction entre la gp120 et le récepteur
cellulaire CD4 (noir) qui va induire : (3) un changement de conformation de I'enveloppe
permettant le rapprochement de la gp4l avec le corécepteur CCR5 ou CXCR4 (vert)
permettant (4) l'insertion du peptide fusion de la gp41 dans la membrane de la cellule cible.
Puis intervient la fusion entre les deux membranes et la libération du matériel génétique
dans le cytoplasme cellulaire. Schéma adapté avec autorisation. Source: Si Z et al. 2004 (109).

3.5.2 Etapes précoces post-entrée.

Les étapes précoces post-entrée prennent effet apres la libération du cceur viral (p24
capside) dans le cytoplasme, suivi d’'une modification structurale de celui-ci (décapsidation)
(110, 111). La décapsidation enclenche immédiatement le processus de transcription inverse
sous l'action de la transcriptase inverse (RT). Le processus de transcription inverse débute
par la formation d’'une deuxieme copie d’ARN viral. La formation des deux copies permet la
synthése de I’ADN proviral monocaténaire et par la suite en ADN proviral bicaténaire.
L'intégrase (IN) catalyse l'intégration de I’ADN viral bicaténaire au génome cellulaire. Les
étapes précoces post-entrée du virus dans la cellule hote et notamment le processus de
transcription inverse sont principalement régulées par la capside. C'est d’ailleurs elle qui
contribue a la résistance du VIH face a I’activité antivirale des facteurs de restriction de I'h6te
comme TRIM5a RING Domain E3 Ubiquitin Ligase (Tripartite motif-containing protein 5) (111-
114). Ce composant du cytoplasme de la cellule hote (115), par son domaine SPRY possédant

une activité antivirale se lie aux protéines de la capside et provoque sa dégradation a travers
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des motifs de reconnaissance présents a sa surface nommée(Complex surface of
multimerized CA) (116, 117). L'interaction entre le domaine SPRY de TRIM5a et la capside
provoque ainsi son désassemblage rapide et prématuré provoquant une altération de sa
structure et prévenant ainsi son action contre le processus de réplication virale (117, 118).
Cependant, les fonctions de restriction de TRIM5a sont spécifiques d'espece (119). Ceux de
'espeéce humaine possedent moins de fonctions de restriction sur le virus de
I'immunodéficience humaine (VIH) et simienne (SIVmac) a cause de la présence d’une
mutation (R332P) dans son domaine C terminal (SPRY) (120-122) comparativement a TRIM5a
des primates (119, 120, 123). Parmi ces primates, on distingue notamment les macaques
rhésus (Rhesus monkey), les singes de I’Ancien Monde (Old World monkeys), les singes verts
d’Afrique (African green monkey), et des singes-araignées (spider monkey)) (119, 120, 123).
Au niveau de ces espéces, des mutations (H87Q) (124) de la capsid des rétrovirus qui
infectent ces primates altérent les fonctions de restriction de TRIM5a (125-129). La protéine
accessoire Vif joue aussi un réle important dans le processus de transcription inverse. En
dégradant APOBEC3G/3F et en empéchant son incorporation dans les virions, Vif contrecarre
I'activité antivirale des APOBEC durant la transcription inverse. Pourtant, les protéines
APOBEC sont impliquées dans la transcription inverse de ’ARN VIH en ADN. Elles induisent
des hypermutations (cytidine a uridine dans le brin négatif de I’ADNss naissant qui est traduit
en G-3-A dans 'ADN complémentaire +). Ce facteur de restriction est développé par le
systéme immunitaire de I'hGte et intervient au cours du processus d’assemblage des
protéines virales afin de bloquer le processus de réplication (130, 131). Malheureusement,
cette fonction est contrecarrée par la protéine virale Vif qui bloque I'assemblage de la

protéine APOBEC dans les nouvelles particules virales.

3.5.2.1 Décapsidation.

La décapsidation est un processus qui conduit a la libération d’un complexe de transcription
inverse nommé : reverse transcription complex (RTCs). Ce complexe est constitué de : 1) deux
copies d’ARN viral génomique; 2) d’ARN de transfert 3 pour la lysine (ARNt(Lys3) ou
(tRNA(Lys3) (132-134) qui intervient comme amorce pour l'initiation de transcription inverse;

3) de la protéine Vpr; et 4) de facteurs cellulaires (135). La transcription inverse intervient
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aprés une phosphorylation de la protéine de la matrice (MA) par un MAPK (Mitogen-
activated protein kinase) (136, 137) et des protéines cellulaires (CypA (cyclophiline A) et
virales (Vif et Nef) (112, 138-140) a lieu environ une heure aprés la fusion (140, 141) (Figure
VIl). Cependant, de nouvelles évidences démontrent qu’une décapsidation partielle a lieu
dans le cytoplasme et que la totale se ferait au pore nucléaire aprés transport de la capside

contenant le RTC et I'ADN proviral (142).

3.5.2.2 Transcription inverse.

La transcriptase inverse (RT) comporte plusieurs activités associées a des domaines bien
caractérisés: une activité ADN polymérase ADN négatif (-) et ARN (-) dépendant qui permet la
synthése d’'un génome ADN bicaténaire a partir d’'un ARN monocaténaire, ainsi qu'une
activité d’endonucléase ARN (RNase H) qui permet la dégradation de la matrice de I'ARN et
des amorces de transfert pour la lysine, ARNt (Lys3) au cours de la synthése d’ADN viral (143-
145). Comme représenté dans la figure VI, le processus de transcription inverse peut se
résumer en 8 principales étapes (146): 1) la synthese d’un brin d’ADN de polarité négative
(ADN-) a partir de I'extrémité 3’ de I’ARNt3lys (132-134) qui s’hybride partiellement a la
région PBS (Primer Binding Site) de I'ARN génomique, suivi de la synthése d’un brin d’ADN-
stop de polarité négative (-) ssDNA; 2) I'extrémité 5’ de I’ARN (hybride ARN/ADN) du génome
se dégrade par I'action de la RNase H de la RT conduisant a la translocation de I’ADN-stop a
I'extrémité 3’ de 'ARN génomique; 3) un premier saut de brin intervient lorsque la séquence
R de I’ADN (-) s’hybride avec celle de I'extrémité 3’ de la région R de I’ARN viral permettant la
poursuite de la synthese du brin ADN (-); 4) la synthése du brin ADN (-) se poursuit avec
dégradation de I’ARN viral parallélement a la synthése de I’ADN, a I'exception de la séquence
PPT (PolyPurine Tract); 5) 'ARN PPT non dégradé sert d’'amorce a la synthése du brin (+) de
I’ADN viral jusqu’a I'extrémité U5; 6) la séquence PBS du brin (+) est synthétisée a partir de
I’ARNt ayant servi d’amorce, mais celle-ci se dégrade en méme temps par l'action de la
RNase H, générant ainsi un deuxiéme saut de brin nommé : second-strand transfer (146); 7)
la synthése du brin d’ADN (+) se poursuit (élongation) et se termine dans la région CTS
(central termination signal) impliquant le déplacement de 88 ou 98 séquences nucléotidiques

nommées DNA flap qui se superposent au niveau de I’ADN bicaténaire (147). Les DNA flap
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interviennent dans le processus d’import nucléaire de I'’ADN viral (148-151); 8) la
transcription inverse se termine au niveau des extrémités LTR par la formation de deux

séquences terminales identiques (U3-R-U5) donnant lieu a un ADN bicaténaire.
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Figure VII. Représentation schématique des différentes étapes de la transcription
inverse de I’ARN.

Le processus de transcription résumé dans ce schéma illustre : (A): Initiation de la
transcription inverse, début de la synthese d’un brin ADN de polarité négative) a partir de
I'extrémité 3’ de I’ARNt3lys (vert); (B) : Synthése d'un brin d’ADN-stop de polarité négative (-)
ou ssDNA (rouge) ; (C) : 1°" saut de brin, élongation du brin (-) d’ADN; (D) : Poursuite de la
synthése du brin ADN (-) avec dégradation de I’ARN viral paralléelement a la synthése de
I’ADN, a I’'exception de la séquence PPT (PolyPurine Tract); ( E) :

L'ARN PPT non dégradé sert d’amorce a la synthése du brin (+) d’ADN viral jusqu’a
I'extrémité U5 en rouge; (F) : Syntheése de la séquence PBS (Primer Binding Site) du brin (+) a
partir de I’ARNt suivi du deuxiéme saut de brin (second-strand transfer);
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(G) : Poursuite de la synthése du brin d’ADN (+) (élongation) qui se termine dans la région
CTS (central termination signal); (H) Achévement de la synthése compléte de I'ADN viral
bicaténaire au niveau des extrémités LTR et génération de deux séquences terminales (U3-R-
U5) identiques Schéma adapté avec autorisation. Source: Basu VP et al. 2008 (146).

3.5.2.3 Intégration de I’ADN viral dans le génome cellulaire.

La décapsidation est immédiatement suivie de la formation d’'un complexe de préintégration
(PIC). I s’agit d’un filament d’une taille de 9,7 kb constitués d’un ADN bicaténaire, des
facteurs cellulaires (Barrier-to-auto-integration factorl, BAF), Cleavage and Polyadenylation
Specificity Factor 6”. (CPSF6), cellular transportin 3 protein (TNPO3), kinesin-1 motor (KIF5B)
et nuclear pore (Nup358), et des facteurs viraux (Vpr, MA, CA et IN) (152-155). Ces éléments
du PIC permettent l'insertion du génome viral dans le génome cellulaire a travers le noyau
grace a un complexe de pore nucléaire (Nuclear pore complex, NPC) et qui s’effectue sans
dommage pour I'enveloppe (142, 156, 157). Une fois intégré au génome cellulaire, le provirus
est transcrit en ARN messager (ARNm) permettant la production de protéines virales et
d’ARN génomique qui seront traduits, épissés et assemblés pour donner naissance a de
nouveaux virions. Lors de lI'import du PIC au niveau du noyau, la capside est mise a
contribution. Celle-ci interagit avec les facteurs cellulaires requis pour le transport nucléaire
et I'infectiosité du VIH-1(112, 158-160). Le processus d’intégration de I’ADN viral au génome
cellulaire est catalysé par l'intégrase et nécessite aussi I'implication de cofacteurs de I'h6te
comme : Lens épithélium-derived growth factor (LEDGF), Integrase Interactor 1 (INI1), Barrier
to autointegration factor (BAF) et de la capside, (CA) (154, 155, 161-166). Ces cofacteurs
déterminent le site d’intégration de I’ADN viral, mais aussi de la réparation des dommages
causés au niveau du site d’insertion par les protéines de I'ADN viral, les enzymes
(polymérase, nucléase et ligase) et les facteurs cellulaires, mettant ainsi fin au processus
d’intégration (157, 167-169). La réparation des dommages cellulaires clot le processus

d'intégration.
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3.5.3 Etapes tardives post-entrée.

Une fois I’ADN viral intégré dans ’ADN du génome de la cellule héte, il devient une de ses
composantes (ADN proviral). A partir de ce moment le controle de certains mécanismes de
synthése de la cellule hote permettent I'expression du provirus de la méme facon que
I’expression des ARNs et des protéines cellulaires. La transcription des ARN messager (ARNm)
viraux intervient sous contréle du promoteur dans la région LTR localisée a I'extrémité 5’ du
génome viral. La transcription de I’ARN viral se fait par I’ARN polymérase Il (RNAPII) qui
interagit avec de multiples facteurs dont Human transcription factor 1B (TFIIB) pour
déterminer le site d’initiation de la transcription (170, 171).

D’une taille de 86 a 101 acides aminés, Tat, une protéine regulatrice essentelle, joue un role
majeur dans la transcription de I’ARN viral (172, 173) . Elle régule le taux de synthése des
ARN viraux et des protéines virales au cours de l'infection et se trouve dans les noyaux et les
nucléoles des cellules infectées par le VIH (174, 175). Encodé par deux exons distincts, Tat est
une protéine de liaison a ’ARN qui renforce I'activité de ’ARN polymérase (ARN POL-Il) en
cours de synthése par augmentation de la production des ARNs viraux en se liant a une tige-
boucle nommeée Trans-activating response element (TAR) localisée dans la terminaison 5' des
ARN du VIH (175-177). La protéine Tat intervient spécifiquement dans la phase d'élongation
de la transcription virale formant un complexe transcription efficace qui favorise la
production compléte des transcrits (178, 179). Tat recrute pour ce faire les protéines
cellulaires cycline T1(180) et la protéine kinase-9 cycline-dépendante (Cdk9) (181, 182) qui
constituent le facteur d’élongation de la transcription b (pTEF-b) (183, 184) pour ainsi
catalyser I’hyperphosphorylation du domaine C terminal de I’ARN Pol-ll augmentant d’une
facon importante (au moins 1000 fois) son activité (177, 179, 185, 186).

La transcription produit 'ARN génomique multiépissé qui va étre exporté de facon
indépendante hors du noyau par les mécanismes de synthése de la cellule hote. L'ARN
multiépissé est traduit par les mécanismes de réductase cellulaire (protéines Rev, Nef et Tat).
Tat et Rev sont importées dans le noyau ou Tat va augmenter fortement I’élongation de la
transcription par le recrutement du facteur pTEFb (183, 184). L’exportation des ARNm mono

ou non épissés hors du noyau est régulée par le taux de protéines Rev qui se lie a la protéine
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pour permettre I'export des ARNs qui possedent RRE (Rev response element) (187-189). Les
principales étapes tardives post-entrée sont résumées dans la figure VIIl et comprennent 6
grandes étapes: 1) la transcription des ARN viraux et I’'export nucléaire; 2) la traduction et la
production de protéines virales; 3) I'assemblage; 4) le bourgeonnement des nouveaux
virions; 5) la relache des virions hors de la cellule infectée, 6) la maturation des virions et leur
transformation en particules virales infectieuses grace aux composants viraux et cellulaires
(190). Ces différentes étapes sont fondamentales et indispensables pour la finalisation du

cycle de réplication du VIH (191).
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Figure VIII. Représentation schématique des différentes étapes tardives post-entrée du

VIH.

Figure adaptée avec autorisation, traitée de Virologie médicale. J.M. Huraux, éditions Estem,

2003.
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3.5.3.1 Production de protéines virales, traduction et assemblage.

Les ARNm relachés hors du noyau vont étre traduits en protéines virales accessoires,
enzymatiques ou structurelles dont certaines séront incorporées dans de nouvelles particules
virales (22, 192). L'encapsidation de I'’ARN génomique et I'implication des protéines Vif, Vpr
et Nef déclenchent le processus d’assemblage des nouvelles particules virales (virions). Puis
suivra la libération des nouveaux virions par bourgeonnement hors de la membrane
cytoplasmique de la cellule infectée (193, 194) sous l'influence du sous-domaine p6 du

précurseur gag (195, 196).

3.5.3.2 Production et libération des nouveaux virions.

La production et la libération de nouveaux virions nécessitent des éléments de la machinerie
cellulaire. Plus particulierement du facteur ESCRT (endosomal sorting complex 1-3 required
for transport) qui contribue a la rupture des membranes cellulaires et virales afin de favoriser
la libération des particules hors de la cellule infectée (197-206). La polyprotéine structurale
virale gag joue un réle central dans le processus d’assemblage et de libération des nouveaux
virions (22, 207). Elle comprend plusieurs domaines qui sont impliqués dans la liaison a la
membrane plasmatique, la multimérisation, la liaison a I'acide nucléique et I'interaction avec
les composantes cellulaires impliquées dans la libération des nouveaux virions au niveau des
bourgeons de la cellule infectée. Le géne gag dirige aussi la formation des particules pseudo-

virales nommée virus like protein (VLP) en I'absence d’autres protéines virales (191).

3.5.3.3 Maturation et génération de particules virales infectieuses.

La maturation du virion a lieu au méme moment ou aprées le bourgeonnement au niveau de
la membrane plasmatique (208). Elle est médiée par le clivage des protéases et des
polyprotéines Gag et Gag-Pro-Pol sur une dizaine de sites différents conduisant a la
production des protéines virales (MA, CA, NC, p6, PR, RT et IN) (190, 209). Les virus matures
seront alors capables d’infecter la membrane plasmatique des nouvelles cellules hotes.
L'initiation et la finalisation du cycle de réplication nécessitent en effet deux copies d’ARN
(+), de nombreuses protéines virales et des facteurs cellulaires, des enzymes et des

molécules de synthése. Il s'agit de la polyprotéine de Gag, les enzymes de la protéase (PR), de
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la reverse transcriptase (RT) et de l'intégrase (IN), de I'ARN de transfert (tRNALys) et trois (3)
molécules de synthése de ’ADNc (22). L'incorporation des protéines d’env confére le pouvoir

infectieux a la particule virale (85, 191).

3.6. Structures et fonctions des glycoprotéines de I’enveloppe du VIH-1.

3.6.1 Généralités et fonctions.

L'enveloppe du VIH-1 est la premiéere a interagir avec les récepteurs (lymphocytes TCD4+,
macrophages) et corécepteurs (CCR5 et CXCR4) de la cellule héte. Aprés avoir subi de
nombreux changements de conformation elle permet la fusion entre les membranes
cellulaires et virales conduisant a I'entrée du noyau viral (capside) dans le cytoplasme
cellulaire (210, 211) (Figure IX). L’entrée du virus dans la cellule cible peut se faire par deux
mécanismes : soit par fusion directe avec la membrane plasmique, indépendamment du pH,
ou bien soit par endocytose médiée par la clathrine qui est une protéine structurelle,
constituant I'enveloppe de certaines vésicules. Ensuite survient la fusion avec la membrane
endosomale, méme a faible pH (212-214). L’enveloppe du VIH-1 se présente comme un
complexe trimérique constituant un spicule a la surface du virus (107, 215, 216). Elle dérive
d’un précurseur protéolytique fortement glycosylé et oligomérisé dans le réticulum
endoplasmique appelé glycoprotéine gp160. Elle est soumise a un processus de glycosylation
dans le complexe de Golgi puis clivée par des furines ou des analogues furines-protéases
cellulaires pour donner la glycoprotéine de surface SU gpl20 et la glycoprotéine
transmembranaire TMgp41l (217-221). Le traitement protéolytique de la gpl60 est
indispensable pour I'activation de I'activité fusogéne de I'enveloppe donc essentiel pour
I'infectiosité virale (210). Elle est d’une taille d’environ 856 acides aminés (217, 218). Les

différentes structures dérivées de la synthese de la gp160 sont résumées dans la figure IX.
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Figure IX. Schéma de la structure de la glycoprotéine gp160 et de ses dérivés, gpl120 et
gp4al.

Le schéma illustre I'organisation linéaire des différentes glycoprotéines et les principaux sous
domaines qui les composent et leurs localisations dans I'enveloppe du VIH en référence de la
numérotation de la gp160 (enveloppe) de la souche VIH-1 HXB2. (A) Structure du domaine
linéaire de la gp160 et de ses dérivés : gp120 (la protéine de surface) et gp41 (la protéine de
fusion transmembranaire ; (B) localisation des sous-domaines de la gp120 et de la gp41 (C)
les sous-domaines de la queue cytoplasmique de la gp41l. Abréviations : SP : peptide signal
(signal peptide) ; C: Constant domain ; V : variable domain ; FP : peptide de fusion (fusion
Peptide) ; NHR : N-terminal heptad repeat ; PFD : pocket-forming domain ; CHR : C-terminal
heptad repeat; CP: domaine/queue cytoplasmique (cytoplasmic tail); TM: domaine
transmembranaire (transmembrane domain) ; MPER : membrane-proximal external region.
Schéma adapté avec autorisation. Sources: Checkley MA, et al. 2011 ; Hunt R. 2016 ; Yu F, et
al. 2013 (210, 222, 223).

Résumé de la localisation des sous-domaines de I'enveloppe en référence a la numérotation
de la séquence d’acides aminés de la gp160 du VIH-1 HXB2 (résidus 1- 856) de la souche HXB2
(224): env GP120 (résidus, 1-511), SP (1-30), C1 (31-130), V1V2 (131-157+158-196), C2 (197-
295), V3 (296-331), C3 (332—-384), V4 (C385-C418), C4 (419-459), V5 (460-469) et la C5 (470—
511). GP41 (345 acides aminés, résidus (512—-856), ectodomaine (résidus 512—677) : peptide
de fusion (résidus 512-527), N-terminal heptad repeat (NHR, résidus 546-581), C-terminal
heptad repeat (CHR, résidus 623—-659), MPER (résidus 673-684) ; domaine transmembranaire
(TM, résidus 678—-689),; queue cytoplasmique (CP, résidus 700—856) : LLP-2 (résidus 768 -
788), LLP-3 (résidus789 -815), et LLP-1 (résidus 828 — 856) (225, 226).
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3.6.2 Glycoprotéine de surface, SUgp120.
3.6.2.1 Structure et fonctions.

Dérivée du clivage de la gp160, la gp120 est une structure moléculaire d’environ 511 acides
aminés incluant les séquences du peptide signal (signal peptide, SP). Elle comprend un
domaine dit interne et un autre dit externe, reliés entre eux par un feuillet B interdomaine
nommé, bridging sheet. Le premier est plus proche de la gp4l et des extrémités N et C-
terminales de la gp120. Le deuxiéeme domaine est beaucoup plus exposé a la surface de
I’enveloppe virale et regroupe la plupart des sites de glycosylation. Entre les deux domaines
et le feuillet B se trouve le site de liaison au CD4, une structure assez conservée par de
nombreuses souches virales. L'interaction de la gp120 a la surface du récepteur CD4 initie la
liaison du virus. Cette interaction va engendrer des changements de conformation en son
sein (227) provoquant le déplacement des boucles V1/V2. Un repositionnement du domaine
interne formant le feuillet B interdomaine va initier la sortie du site de liaison du corécepteur
(CCR5 ou CXCR4) (228) grace a la boucle V3 et des résidus du sous-domaine conservé C4
(229). Linsertion du peptide de fusion hydrophobe dans la membrane cellulaire dérive donc

de la formation du complexe gp120-CD4-CCR5/CXCR4 (Figure X) (229).
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Figure X. Structure du noyau de la glycoprotéine gp120 de I’enveloppe du VIH-1.
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Sur la figure sont illustrés le domaine interne en rouge, le domaine externe en jaune et le
feuillet en bleu de la glycoprotéine GP120 de I'enveloppe du VIH-1 Figure adaptée avec
autorisation. Source: Wyatt R et al.1998 (230, 231).

La glycoprotéine gpl120 est constituée de cing sous-domaines et comprend des résidus
cystéine (C) hautement conservée (C1-C5) qui forment des ponts disulfures trés importants
pour la formation et le maintien de la structure tertiaire de I'enveloppe (232-234). Ces
domaines conservés interagissent avec 5 sous-régions hypervariables et fortement
glycosylées appelées boucles V1-V5 (2, 210, 232-235) (Figure Xl). Les boucles variables sont
indispensables au maintien de I'intégrité structurelle et I’entrée du virus dans la cellule hote.
Elles contiennent également les déterminants de l'interaction avec les récepteurs et
corécepteurs du VIH et de la résistance a la neutralisation par les anticorps neutralisants a
large spectre (bnAbs) (86, 96, 236). Plus spécifiquement, les boucles V1/V2 participent a la
stabilisation de la gp120 au sein du trimere de I'enveloppe (229). Elles influencent, entre
autres, la liaison du corécepteur, participent a la résistance a la neutralisation au stade
précoce (en masquant les épitopes de neutralisation) et a la stabilisation du trimére de
I’enveloppe (96). La charge positive nette de la loop V3 module I'utilisation du corécepteur
associé au tropisme (CCR5 ou CXCR4) (96). Les domaines V4-V5 contribuent a la résistance a
la neutralisation en masquant les épitopes de neutralisation. La V5 participe également a la
préparation du site de liaison du CD4 (CD4bs) (96). La gp120 comprend également 9 ponts
disulfures et entre 20 a 35 sites de N-glycosylation, qui contribuent par ailleurs pour la moitié
de sa masse moléculaire (232, 237, 238). Elle comprend aussi des sites de O-glycosylation
(239). Les N-glycosylations servent de bouclier contre I'action des anticorps neutralisants.
Cependant, le réle fonctionnel des O-glycosylations demeureambigu (240). La glycosylation O
est caractérisée par la présence d’un résidu thréonine (Thr) hautement conservée localisée
prés du I'extrémité C-terminal de la gp120. Elle a été décrite comme fortement impliquée
dans l'accroissement de l'infectiosité virale (240). Cependant, des études récentes
démontrent clairement que méme en absence de O-glycosylationA, le VIH est capable

d’infecter ses cibles naturelles (240). Cependant, les auteurs émettent certaines réserves, car
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des facteurs enzymatiques et/ou cellulaires pourraient modifier ou affecter le niveau

d’implication des glycosylations O in vivo au cours de I'infection naturelle (240).
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Figure XI. Représentation schématique de la structure de la glycoprotéine de surface
SUgp120 de I'enveloppe du VIH-1.

La figure représente I'organisation des domaines de la gp120, les 5 régions conservées (C1-
C5), les 5 domaines variables (V1-V5) et le peptide signale (SP). Figure reproduite avec
autorisation de : Gallaher WR et al. 1989 et Zolla-Pazner S et al. 2004 (241, 242).
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3.6.3 Glycoprotéine transmembranaire, TMgp41.

3.6.3.1 Structure et fonctions.

La glycoprotéine transmembranaire, TMgp41 dérive du clivage de la gp160. Elle contient les
domaines impliqués dans la formation de la structure trimérique de I'enveloppe et de fusion
de I'enveloppe virale dans la membrane de la cellule hote (107, 215, 243). D’une taille de 345
acides aminés (aa), elle comprend trois domaines majeurs (Figure IX et XII) :

1) un domaine extracellulaire nommé ectodomaine (ECD) d’une taille de 180 acides aminés,
quatre sites de N-glycosylation et un pont disulfure. Ce dernier est impliqué dans la
formation d’une petite boucle; 2) un domaine transmembranaire (TMD) composé d’une
vingtaine d’acides aminés. Il contribue a I'ancrage de la glycoprotéine transmembranaire
gp41 dans la bicouche phospholipidique de la membrane plasmique (241); 3) Une queue ou
domaine cytoplasmique (C-terminal cytoplasmic tail, CT); d’une taille assez longue de 150
acides aminés. Elle régule le trafic intracellulaire, facilite I'assemblage des protéines virales et
module I'expression des glycoprotéines de surface de I'enveloppe du VIH-1 (244, 245). La
gueue cytoplasmique est constituée de trois régions organisées en hélice : la premiére est
localisée en C-terminal et connue sous le nom de LLP1 (Lentivirus lytic peptide 1) et la
deuxiéme et troisieme situées au niveau central sont connues sous les noms de LLP2 et LLP3
(246) (Figure IX). Ces régions en association avec la membrane plasmique, déstructure la
bicouche lipidique de cette derniére pour ainsi faciliter I'incorporation des glycoprotéines
d'enveloppe du VIH-1 (247-249). Les domaines transmembranaires, TMD et cytoplasmiques,
CTs contiennent des motifs ou des facteurs impliqués dans la réplication virale (2, 243). Le
domaine extracellulaire (ECD) comprend les déterminants majeurs de la fusion, dont un
peptide de fusion (16 aa), une région hydrophobe formant une structure a hélicoidale
torsadée (a-helical coiled coils) connue sous les noms d'heptad-repeat régions 1 (HR1) et 2
(HR2) et de la région externe de la gp41 proximale de la membrane (MPER, membrane-

proximal external region).

68



mmunodominan%(%

T region @)
® @
% | )

Amino-terminal

heptad repeat

A region 's
N

®, ®
® @0
= L
e
=0, &, ©~@f" i
, o, T

Carboxy-terminal
heptad repeat region

terminus

Transmembrane-
proximal epitope

>
Extracellular ®®@%

Intracellular

Carboxyl terminus @ T

/0@

Nature Reviews | Immunology

Figure XIl. Représentation de la structure de la TMpg41 de I'enveloppe du VIH-1.

La figure ci-dessus illustre les principaux domaines de la gp41l. Figure reproduite avec
autorisation. Sources : Gallaher WR et al. 1989 ; Zolla-Pazner S et al. 2004 (241, 242).



Du point de vue fonctionnel, la gp41 dirige I'incorporation de I'enveloppe dans les virions a la
suite de son interaction avec la matrice par l'intermédiaire de la protéine TIP47 (Tail
interacting protein 47 kDa) (245, 250). Les régions HR1 et HR2 sont liées par un pont
disulfure dans une boucle hydrophile. L'interaction entre elles enclenche le processus de
fusion de I'enveloppe sur la membrane cellulaire. Elles sont également responsables de la
formation du trimere de la protéine d’enveloppe. Normalement enfoui dans le complexe
quaternaire de la gp120/gp41, le peptide de fusion s’expose et pénétre la membrane
cellulaire causant sa déstructuration suite a la liaison de la gp120 au récepteur CD4 et au
corécepteur CCR5 ou CXCR4 (251). Ce processus induit la formation d’un faisceau de six
hélices qui stabilise le pore préalablement formé par I'insertion du peptide de fusion dans la
membrane cellulaire, entrainant ainsi le rapprochement entre les membranes virales et
cellulaires pour initier la fusion (215, 243, 252-255). La formation du faisceau favorise la
fusion compléte du peptide et permet la libération du génome viral dans le cytoplasme de la

cellule (252).

3.7 Histoire naturelle de la maladie.

3.7.1 Généralités

L'infection par le VIH est d’évolution chronique et est incurable jusqu’a présent. Néanmoins,
les traitements antirétroviraux sont disponibles et ont la capacité de réduire la charge virale
plasmatique chez un individu infecté jusqu’a un niveau indétectable empéchant I’évolution
clinique de la maladie. Il n’existe pas de vaccin préventif et/ou thérapeutique permettant de
prévenir la transmission en dépit des moyens de prévention traditionnels (relations sexuelles
protégées, prophylaxie préexposition, PrEP). L’évolution naturelle de la maladie se déroule
principalement en 4 phases basées sur les manifestations cliniques : une primo-infection,
incluant une phase aiglie et asymptomatique, et une phase chronique comprenant une

phase symptomatique et une phase SIDA (Figure XIII).
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Figure XlIl. Représentation schématique de I’évolution naturelle de l'infection par le
VIH-1 et évolution des marqueurs biologiques.

Le diagramme décrit I'évolution des deux principaux marqueurs biologiques (Taux de
lymphocytes TCD4+ et charge virale plasmatique) au cours de I’évolution naturelle de la
maladie. Le nombre de lymphocytes TCD4+/mm?3est en bleu et le nombre de copies d’ARN
viral par ml en rouge représenté respectivement a gauche et droite de I'axe des Y. La durée
de chaque phase est représentée sur I'axe des X. Les différentes phases de I'infection sont
notées de 1 a 4. Diagramme reproduit avec autorisation. Source : Celum CL et al. 1991 (256).

Cependant, certains sujets naifs de thérapies antirétrovirales et bien que porteurs de la
maladie et présentant une réplication active du virus dans le sang, ne manifestent aucun
symptéme clinique associé a linfection, ni d’'immunodépression sur le plan biologique
(stabilité du nombre de CD4 >500 cellules/ul) pendant une longue période (7-10 ans) (257-
260). Ces sujets sont dits non-progresseurs a long terme (NPLT) ou long-term nonprogressors
ou porteurs asymptomatiques a long terme (ALT) (257-259). En Europe et aux Etats-Unis, la
proportion de ces sujets varie entre 5 et 8% des personnes infectées (258, 261, 262), et

autour de 9% rapportées dans certaines études en Afrique (263). Certains sujets en revanche

bien gu’ils soient infectés par le VIH et naifs de traitement antirétroviral arrivent a contréler
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leur virémie (charge virale indétectable) pendant plus de 12 mois apres trois séries
d’évaluation (1, 9 et 12 mois) (264) avec maintien du niveau des CD4 élevé (265, 266). Ces
sujets sont dits contréleurs élites ou HIV controllers (HICs) (265, 266). La prévalence des
sujets infectés par le VIH-1 dits contréleurs élites est généralement faible parmi les
personnes infectées dans des cohortes publiées (<1%) (263, 266, 267).

Les sujets non-progresseurs a long terme présentent plusieurs caractéristiques qui
militeraient en faveur de la non-progression de l'infection par le VIH (268). Certains
présentent naturellement une délétion de 32 nucléotides au niveau du CCR5 (CCR5-632) qui
rend le corécepteur du VIH non fonctionnel procurant ainsi une protection naturelle contre le
VIH présent chez certaines populations (269-272). En effet; les Européens présentant cette
rare mutation sont généralement protégés contre la peste. Cette approche a été utilisée
pour une transplantation allogénique d’un patient hétérozygote (CCR5 VIH+) par de cellules
souches hématopoiétiques d'un donneur compatible et homozygote pour la mutation CCR5
delta 32. Cette allogreffe a permis de controler compléetement la réplication virale chez le
patient receveur préalablement infecté par le VIH et aussi atteint d’une leucémie myéloide
aigué (patient de Berlin, Timothy Ray Brown). Il s’agit du premier cas de guérison clinique du
VIH documenté a ce jour.(273, 274). Un deuxiéme cas de guerisson de guerison du VIH-1 par
transplantation de cellules souches hématopoiétiques a été rapporté (patient de Londres)
(275).

D’autres mutations (CCR2-641, SDF1-3'A, et RANTES-28 G) sont également associées a la non-
progression des maladies chez un petit nombre de sujets non-progresseurs a long terme
(269-272). Un niveau élevé d’ARN messager (mRNA) du facteur de restriction (APOBEC3G) a
été retrouvé chez les patients VIH+ NPLT comparativement aux sujets non infectés ou
infectés, mais symptomatiques (269, 272, 276, 277). Ces observations ont été retrouvées
dans une cohorte de sept patients VIH+ NPLT assemblée par le Dr. Spyros A. Kalams au :
« Vanderbilt-Meharry Developmental Center for AIDS Research (CFAR), HIV
Immunopathogenesis Core » Nashville, USA (276). La non-progression de la maladie chez les
sujets NPLT serait gu’ils ont été infectés par de virus défectifs donc dépourvus de capacités

de réplication (fitness) (269, 272). En déhors de la présence d’APOBEC3G, une délétion dans
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la région ou le gene Nef et la séquence terminale longue répétée (LTR) se chevauchent dans
le génome du VIH-1 constitue un autre cas de transmission par un virus defectif (Sydney
Blood Bank Cohort) (278). Les sujets NPLT présenteraient également un niveau élevé
d’anticorps neutralisants a large spectre et/ou de réponses T cytotoxiques, mais aussi de
facteurs génétiques particuliers (alleéles codant les HLA-B27 et HLA-B57) (269). Chez les
enfants agés de 1 a 2 ans, une proportion des cellules T CD8+HLA-DR+ (<5%) est le résultat
d’une baisse de I'activation des cellules T et de I'inflammation prédisant la non-progression
de l'infection (269, 272). Un niveau élevé de certains autoanticorps circulants dirigés contre
un épitope conformationnel du domaine extramembranaire du CCR5 entrainant une
régulation du corecepteur est associé aussi a la non-progression de l'infection par le VIH
(269, 272). Les sujets dits élites controleurs (HICs) sont capables de contréler leur virémie
pendant de longues périodes. lls expriment quant a eux fortement le facteur de transcription

T-bet, de la perforine et du granzyme B (269, 272).

3.7.2 Primo-infection.
La classification Fiebig résume la primo-infection en 6 phases (279, 280). Chacune des phases
a une durée définie correspondant a la période de détection de marqueurs biologiques

usuels (Figure XIV et Tableau Ill) (279, 280).
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Figure XIV. Histoire naturelle et classification Fiebig de I'infection primaire par le VIH-1.

La figure résume les 6 phases de la primo-infection de l'infection par le VIH-1 selon la
classification Fiebig et les marqueurs biologiques correspondants. Figure adaptée avec
autorisation. Sources: Cohen MS et al. 2010 (279, 280) et Robb, Merlin L et Ananworanich,
Jintanat, 2016 (281).
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Tableau lll. Durée des différentes phases de la primo-infection du VIH-1 selon la
classification Fiebig.

Duration,
mean (range), days

Individual Cumulative
Stage Defining finding and/or marker phase duration
Eclipse 10 (7-21) 10 (7-21)
I vRNA positive 7 (5-10) 17 (13-28)
[l p24 antigen positive 5 (4-8) 22 (18-34)
] ELISA positive 3 (2-5) 25 (22-37)
v Western blot positive or negative 6 (4-8) 31 (27-43)
\ Western blot positive, p31 antigen negative 70 (40-122) 101 (71-154)
VI Western blot positive, p31 antigen positive Open-ended

NOTE. ELISA enzyme-linked immunoassay: VRNA, viral RNA.

Le tableau ci-dessus résume la durée en temps des différents marqueurs biologiques au
cours des différentes phases de la primo-infection par le VIH-1. Tableau reproduit avec
autorisation.: Cohen MS et al. 2010 (279).

4.4.1.1 Phase aigué.

D’une durée de 7 a 28 jours, elle couvre la période qui suit le début réel de l'infection aussi
appelée « éclipse » et le début de la réplication virale (256). Durant cette période, la
personne nouvellement infectée ne présente aucun symptéme de la maladie en dehors de
guelques-uns (fievre, maux de gorge, douleurs musculaires, fatigue, gonflement des
ganglions lymphatiques et éruptions cutanées), qui passent le plus souvent inapercus. Ces
symptdémes sont la conséquence du début d’une augmentation de la virémie au cours de Ia
premiére semaine. Elle doublerait chaque 6 a 10 heures et chaque cellule cible infectée est
capable d’en infecter une vingtaine d’autres (282, 283). Sur le plan biologique, le virus se
multiplie rapidement a l'intérieur de la cellule héte présentant le récepteur et le ou les
corécepteurs appropriés (284) au niveau du foyer infectieux. Il se propage par la suite a un
grand nombre de cellules cibles in situ ou dans d’autres organes et tissus de I'organisme. La

phase aiglie de la primo-infection constitue la période propice pour I'établissement rapide
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des réservoirs viraux du VIH (285). C'est également au cours de cette période que la
probabilité de transmission de la maladie a une tierce personne est la plus élevée compte
tenu du niveau élevé de la charge virale et de la capacité de réplication élevée du virus (286).
Le nombre de particules virales infectieuses dans le sang au cours de cette période se
situerait entre 10%/ml a plus de 108/ml (285). Cette période marque aussi le début de la

séroconversion caractérisée par le début d'apparitions des anticorps anti-VIH-1 (279).

3.7.3 Phase asymptomatique.

D’une durée de 18 et 34 jours (256), la phase asymptomatique couvrant la primo-infection se
caractérise par un accroissement continu de la réplication/propagation virale (hausse
importante de la charge virale plasmatique suivie d’une baisse). La baisse de la virémie est
accompagnée d’'une augmentation des lymphocytes T cytotoxiques ou CTL (CD8+)
correspondant au début d’une réponse immunitaire cellulaire de I'hote (287-290).
Cependant, cette réponse n’est pas assez efficace pour pouvoir contréler de facon
permanente l'infection. Cette période se caractérise particulierement par une baisse accrue
du nombre de lymphocytes TCD4+ sans l'apparition de manifestations cliniques. En outre, le
virus continue de se multiplier, la taille des réservoirs viraux s’agrandit et la personne
infectée continue d’étre hautement contagieuse. Sur le plan biologique, les marqueurs
biologiques comme l'antigene p24 et la charge virale plasmatique et les anticorps anti-VIH

(279) peuvent étre détectés dans le sang (291).

3.7.4 Diagnostic du VIH au cours de la primo-infection.

De nos jours, plusieurs tests et méthodes biologiques sont utilisés pour le diagnostic de
I'infection par le VIH au cours de la primo-infection (292-294). Parmi ces méthodes, on
distingue des méthodes immunosérologiques qui consistent a mettre en évidence
les anticorps et/ou les antigénes du VIH (293, 294) et des méthodes moléculaires (diversité
génétique) (292, 294, 295). Les tests sérologiques et la recherche de I'antigéne p24 sont les
plus couramment utilisés au Québec. Parmi les tests sérologiques « I’EIA, Enzyme
immunoassay » (296, 297), un test de troisieme génération de détection des anticorps anti-

VIH est beaucoup utilisé. L'antigénemie p24 compte aussi parmi les plus utilisés dans les
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laboratoires cliniques et permet de détecter la présence de I'antigéne p24 du virus le plus t6t
aprés l'infection (295, 298, 299), mais sa fenétre de détection assez réduite (14-22 jours)
constitue un inconvénient majeur (279) (Tableau Ill). Des tests de quatrieme génération (300)
permettent maintenant de détecter simultanément les anticorps anti-VIH et I'antigéne p24
(EIA/p24). D’autres stratégies de détection du VIH se basent sur I'index d’avidité (Al) des
anticorps anti-VIH, qui est proportionnel a la durée de l'infection par le VIH. Une personne
nouvellement infectée par le VIH présente un Al faible : <1.5 ODn (LAg) et 0.8 ODn (BED), 20
S/C (LS Vitros), 60% Al (Vitros avididy) et 40% (BioRad Avidity) comparativement a une
infection chronique (301). Ces méthodes combinent aussi les résultats de deux ou plusieurs
tests d’Al différents dans un algorithme « Multi Assay Algorithm, MAA » de détection des
infections récentes avec pour objectifs de réduire le taux des faux récents et d’accroitre
I'efficacité de la méthode diagnostique (293). Dans cette dynamique et pour optimiser les
méthodes d’identification des infections récentes, une étude visant a évaluer la performance
d’un algorithme de détection des infections récentes du VIH-1 incluant deux tests d’avidité :
« (CDC, modified Bio-Rad-Avidity assay » suivi du « Sedia-LAg-Avidity assay » (293) est en
cours d’optimisation au laboratoire de santé publique du Québec. L’objectif de cette étude
est de pouvoir intégrer cet algorithme dans le programme de surveillance des récentes
infections a VIH dans cette province canadienne. Bien que peu utilisés en routine, les tests
moléculaires se basent généralement sur I’évaluation de la diversité des séquences virales du
génome du VIH-1 pour identifier les nouvelles infections (292, 294, 302). lls mettent a profit
la corrélation qui existe entre le niveau de diversité des séquences virales de certaines
régions du génome du VIH (enveloppe par exemple) et le stade/duré de I'infection (Fiebig
stages) (303). Cette approche permet de déterminer les infections récentes (diversité
génétique moins élevée par rapport aux chroniques (diversité génétique élevée) (109, 292,
304, 305). En I'absence de test ou méthode de référence « gold standard » désignée pour la
détection des nouvelles infections par le VIH, chacune des méthodes identifiées est utilisée
pour définir le stade de l'infection par le VIH au regard de la cinétique d’apparition des

marqueurs biologiques avec leurs avantages et inconvénients (294, 302).
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3.7.5 Phase chronique.

3.7.5.1 Phase symptomatique.

Cette période est caractérisée par le début des symptomes de la maladie et peut durer
jusqu’a 12 ans sans traitement (20). Elle se manifeste par des symptomes systémiques
comme : la fatigue chronique, sueurs nocturnes, fievre, diarrhée, perte de poids importante,
etc. Ces manifestations sont la conséquence d’un affaiblissement du systeme immunitaire
(baisse progressive des lymphocytes T CD4+ et d’une réplication virale continue). Outre les
symptomes cliniques évocateurs de la maladie, I'infection peut étre diagnostiquée dans le
sang par la mise en évidence de marqueurs biologiques usuels (306) comme : les anticorps

anti-VIH-1, les antigenes du VIH et la charge virale.

3.7.5.2 Phase SIDA.

Elle survient plusieurs années aprés le début de l'infection (entre 2 et 25 ans) (20) et se
manifeste par une défaillance généralisée du systéme immunitaire (immunodéficience).
Cette immunodéficience est marquée par une baisse considérable des lymphocytes T CD4+ (<
200 cellules/pul) précédée d’une augmentation de la charge virale plasmatique (307).
L'augmentation de la charge virale est synonyme d’une multiplication accrue du virus dans
d’autres compartiments de [I'organisme que les organes lymphoides (308).
L'immunodéficience conduit a la réémergence de particules virales hautement infectieuses
(309-311) et a des symptomes de tout genre comme les infections opportunistes
généralisées et la réactivation d’infections ou de maladies chroniques: pneumonie a
Pneumocystis jiroveci, toxoplasmose, infection a cytomégalovirus, sarcome de Kaposi). La
mort surviendra si aucun traitement antirétroviral n’est initié pour rétablir I'équilibre du

systéme immunitaire.

3.7.6 Algorithme de dépistage et de confirmation du VIH au Québec.

Le dépistage et la confirmation du sérologique de l'infection par le VIH au Québec se fait
principalement a trois niveaux : dans les hopitaux et services de santé, au laboratoire de
santé publique du Québec (LSPQ) et au Laboratoire national des services de référence du VIH

du Canada (LNSRV). Dans les hopitaux et services de santé, les tests de dépistage (recherche
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des anticorps et antigénes du VIH) sont effectués. Les spécimens présentant des résultats
positifs répétés sont envoyés au LSPQ pour la confirmation de la présence d’anticorps contre
le VIH ou pour la détection de I'antigéne p24 (312). Chaque province du Canada et d’autres
pays ont des algorithmes qui pourraient étre différents et les adaptent selon la disponibilité
des épreuves homologuées disponibles. La détection de I'acide nucléique par amplification
génique est souvent utilisée sous certaines conditions et dans certains pays pour la détection

de I’ARN viral ou proviral (295, 306, 313).

3.8 Origines du VIH.

Apres l'identification du VIH comme I'agent étiologique du SIDA, d’intenses recherches ont
été menées afin de mieux connaitre son origine et son réservoir. De nombreuses années de
recherche épidémiologiques et phylogénétiques sur des échantillons rétrospectifs ont permis
de constater que le VIH aurait été introduit dans la population humaine au début de siécle
dernier (314-319). Les analyses ont par ailleurs permis d’identifier comme principaux
réservoirs des ancétres du VIH-1 des virus simiens infectant des chimpanzés d’Afrique
centrale et des gorilles de I'ouest et pour le VIH-2 des VIS infectant des singes, les mangabeys
enfumés d’Afrique de I'Ouest (314-319) (Figure XV). Les VIH-1 et 2 seraient le résultat de
plusieurs transmissions interespéces des virus simiens a 'lhomme (318, 320-322). Le virus
SIVcepzPtt (Pan troglodytes troglodytes), infectant des chimpanzés vivant dans le sud et
I'ouest du Cameroun en Afrique centrale, serait I'ancétre des groupes M et N du VIH-1 (318,
322, 323). Le groupe M serait présent dans la population humaine depuis les années 1908, IC
95% [1884-1924] notamment en République démocratique du Congo (RDC) et au Cameroun
(324). Le groupe N, identifié en 1998 au Cameroun, aurait été présent dans la population
humaine depuis I'année 1963, IC 95% [1948-1977] (325). Le virus SIVgor (Gorilla gorilla)
présent chez le gorille de I'ouest de I’Afrique centrale a été décrit comme étant I'ancétre du
VIH-1 des groupes O et P (317, 318, 322). Le groupe O identifié en 1990 aurait déja été
présent dans la population humaine notamment au Cameroun entre les années 1905 et
1920, IC 95% [1890-1940] (325). Le VIH-1 du groupe P décrit en 2009 chez une patiente

d’origine camerounaise immigrée en Belgique serait probablement apparu dans la
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population humaine entre les années 1845 et 1989 (319, 322, 326-328). Quant au VIH-2, il
résulterait d’au moins 8 transmissions indépendantes (correspondant a ses 8 sérotypes) du
virus du singe, sooty Mangabey (SIVsmm) a ’'homme. Il aurait pour réservoir le mangabey
enfumé (Cercocebus atys) d’Afrique de I’Ouest qui se serait transmis a I’homme (318, 322,
323, 329) (Figures XVI). Cette diversification des sources de transmission du VIH a I’homme

expliquerait, du moins en partie, les diverses propriétés génétiques, phénotypiques et

cliniques observées, et la difficulté a concevoir un traitement ou un vaccin universel.
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Figure XV. Images des différents chimpanzés et les gorilles ancétres et principaux
réservoirs du VIH.

Les images représentent les singes de I'Ancien Monde qui sont naturellement infectés avec
plus de 40 lentivirus différents appelés virus de I'immunodéficience simienne (SIV). Plusieurs
de ces SIVs ont franchi la barriére d’espéce (spécificité pour les grands singes) pour se
retrouver chez I’étre humain ou il y'a eu la génération de nouveaux agents pathogenes. Des
transmissions interespéces connues et la descendance de virus sont surlignés en rouge.
Images reproduites avec autorisation de Cold Spring Harbor Laboratory Press. Sources : Sharp
PM Hahn BH. 2011(318).
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Figure XVI. Liste des espéces de virus simiens ancétres du VIH-1 humain.

(1) L’arbre phylogénétique représente les relations évolutives entre les différentes lignées du
VIH-1 des groupes M, N, O, P (en nair), les SIVcpzPts des Pan troglodytes schwein furthii (en
bleu), les SIVcpzPtt des Pan troglodytes troglodytes (en rouge), et les SIVgor des gorilles
(Gorilla gorilla) (en vert). L'arbre a été construit avec la méthode du maximum de
vraisemblances a partir d’un alignement protéique de séquences (410 pb) de la gp4l de
I’enveloppe virale de VIS/VIH. (2) La carte représente les répartitions géographiques des
espéces concernées: |G. g. gorilla (traits verts) et les quatre sous-espéces de chimpanzés (Pan
troglodytes). Les points noirs et verts sur la carte indiquent respectivement les réservoirs des
ancétres des différents groupes du VIH-1 dans les populations de chimpanzés et de gorilles
sauvages. Figure reproduite avec autorisation: Peeters M et Chaix M-L, 2013 (322).

3.9 Diversité génétique du VIH.

Le VIH-1, comme tous les autres rétrovirus (Oncovirus, responsable de tumeurs comme les
lymphomes et des leucémies et les Spumavirus, non pathogénes), se caractérise par sa grande
diversité génétique se traduisant par une diversité antigénique. Tous les génes du VIH-1 sont
variables. Cependant, le géne env par rapport a gag et pol est le plus variable estimé a 40%

(env) contre 8-10% (pol/gag) (330).
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Durant la phase asymptomatique de la primo-infection, on estime que la diversité de la
population virale du géne env accroit continuellement de I'ordre de 1% par année avant de
se stabiliser ou de diminuer au cours de la maladie (331).L’extréme variabilité génomique
(taux de mutation), la capacité de réplication virale rapide et les recombinaisons génétiques

constituent les trois principales causes de la diversité génétique (332).
3.9.1 Principales causes de la diversité génétique.

3.9.1.1 Taux de mutation élevé induit par les erreurs de la transcriptase inverse et des
facteurs de I'hote.

Les nombreuses et fréquentes mutations introduites dans le génome viral par les erreurs de
I'enzyme de la transcriptase inverse du virus [(= 0.2 erreur par génome et par cycle de
réplication viral (333)] favorisent la diversité génétique du VIH-1 (331, 332, 334). Certains
facteurs de I'n6te comme APOBEC3G par exemple dans son action de restriction insérent
généralement des codons d’arrét susceptibles d’induire des substitutions d’acides aminés
dans la synthese de I’ADN du nouveau virion (331, 334, 335). Le taux des mutations induites
par les erreurs de transcription inverse est de 1 substitution pour 1700 nucléotides
polymérisés et augmente de 1 sur 70 dans certaines régions du génome viral
particulierement dans certaines les zones chaudes (336, 337). Les premiéres études in vitro
montraient que les taux d’erreurs de mutations variaient de 5 x 107 3 6,7 x 107* (338, 339).
D'autres études in vivo démontrent que les taux de mutations pour un seul cycle de
réplication seraient de 5% inférieurs a ceux des études in vitro estimées a 3,5 x 10> a 5,4 x
10~ erreurs de substitution par paire de bases (340-342). Des études plus récentes évaluent

ce taux d’erreurs de mutation a 1,4 x 107 par paire de bases, et par cycle de réplication (343).

3.9.1.2 Recombinaison génétique.

Les recombinaisons génétiques sont le résultat des croisements intergénomiques (co-
infection) d’une cellule par deux virions génétiquement distincts. Elles constituent également
des facteurs contribuant a la diversité génétique du VIH-1 (331, 332, 334). La recombinaison
génétique peut se définir comme un phénomeéne d’échange de matériel génétique entre

deux virus génétiquement distincts cohabitant dans la méme capside d’'une méme cellule
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cible et dont le résultat du croisement donne naissance a un ARN fille portant les
caractéristiques génétiques des deux virus (344-346). Cependant, et selon le principe de
Hardy-Weinberg (347), toutes les co-infections ne conduisent pas nécessairement une
recombinaison génétique. Les génomes génétiqguement distincts sont regroupés dans la
descendance virale de la fagon suivante : dans 50% des cas les virions contiennent une seule
copie de chaque génome viral distinct (hétérozygote), dans 25% des cas ils contiennent deux
copies identiques de la premiere souche (homozygote) et dans 25% iles contiennent des
copies identiques de la deuxiéme la souche (homozygote). Seul le virion hétérozygote peut
recombiner la forme virale dans les cycles ultérieurs de la réplication virale (Figure XVII). La
recombinaison génétique peut subvenir du croisement de virus du méme sous type viral
(intra-sous-type) ou du croisement de virus de sous-types différents (inter-sous-types). Ce
phénomeéne justifie ainsi les nombreuses formes recombinantes uniques (URF, Unique
recombinant form), et des formes recombinantes circulantes (CRF, circulating recombinant
form) (346). L'Afrique subsaharienne est la région du monde ou I'on retrouve la plus grande
diversité génétique du VIH-1 avec un grand nombre de sérotypes circulants (348, 349)
contrairement a I’'Europe et aux pays nord-américains (350). Selon les études, la fréquence
de ces recombinaisons génétiques serait de I'ordre de 2,8 événements par génome viral et

par cycle de réplication (351).
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Figure XVII. Mécanisme de recombinaison génétique.
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La figure ci-dessus illustre une co-infection d'une cellule héte par deux souches virales
génétiquement distinctes. Cette co-infection est nécessaire a la génération d’un virus
recombinant (souche 1 en bleue, souche 2 : en rouge.). En (A) l'infection d’une cellule cible
par un seul virus, n'infere pas forcément une recombinaison génétique. Cependant (B)
I'infection d’une cellule par deux souches virales génétiguement différentes n’induit pas
forcément une recombinaison génétique. Selon la théorie de Hardy—Weinberg (347) apres la
co-infection il y'a une probabilité de 50% que des virions générés contiennent de
I'information génétique de chacun des variants viraux (1 et 2), ils sont dits hétérozygotes.
Dans 25% des cas ils possederont de I'information génétique identique soit du variant 1 ou
du variant 2. Ils sont dits homozygotes. Seuls les virions hétérozygotes pourront former une
recombinaison génétique au cours de réplication virale. Figure reproduite avec autorisation.
Source : Smyth, R. P. et al.,2012 (346).

3.9.1.3 Capacité élevée de la réplication du VIH-1.

La capacité élevée de la réplication virale (fitness) dans les cellules infectées constitue aussi
des facteurs contributifs a I'essor de la diversité génétique du VIH-1 (331, 332, 334). Elle
résulte de la pression de sélection exercée par le systéme immunitaire et/ou les traitements
antirétroviraux. On estime que la pression de sélection exercée par le systeme immunitaire
induit environ =2,5 changements par mois dans le gene env (352). En effet, le nombre de
virions produits par jour chez un individu infecté est trés élevé, soit environ de 10 3 10%?
(353, 354). Les taux de réplication virale élevés contribuent a l'accroissement de la
probabilité de génération de nombreuses quasi-espéces virales et des mutations au sein d’un
méme individu ou d’un groupe d’individus. Il est établi qu’en début d’infection par le VIH, la
diversité génétique des séquences virales est généralement faible chez la personne
nouvellement infectée, mais elle augmente au cours de la progression de la maladie
(chronicité) (355). Ainsi, le niveau de diversité génétique des séquences de certaines régions
du génome viral est fortement corrélé avec le stade d'évolution de la maladie (303). Cette
propriété est exploitée dans certains cas comme biomarqueur moléculaire pour différencier
les nouvelles infections des infections chroniques chez les personnes nouvellement

diagnostiquées positives au VIH-1 (292, 304, 355, 356) (cf Chap. Ill, article 1 (292).
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3.9.2 Conséquences de la diversité génétique du VIH-1.

La grande diversité génétique du génome du VIH-1 confére sa complexité tant a I'échelle
individuelle qu’a I'échelle collective. Cette diversification génétique constitue un atout pour
le virus pour I'établissement de l'infection, et un obstacle majeur pour la prise en charge
clinique a cause des conséquences biologiques, cliniques et épidémiologiques (357-360) qui y

sont associées.

3.9.2.1 Conséquences biologiques.

a. La détermination du phénotype viral : tropisme. L'enveloppe est une protéine présente a

la surface de la membrane lipidique de la particule virale (VIH-1) (361). Elle constitue la
premiere composante du virus a interagir avec les protéines de surface des principales
cellules hotes (lymphocytes TCD4+, macrophages, monocytes). Ces protéines de surfaces
comprennent : le CD4 (principal récepteur du virus), mais aussi des corecepteurs (CCR5 et
CXCR4) (361). Le mode d’interaction des protéines d’enveloppe du VIH-1 avec les principales
cellules cibles change en fonction de facteurs environnementaux (localisation) de la cellule,
mais aussi du stade de linfection qui est susceptible d’induire des changements dans
I'évolution de ces cellules(362, 363). L'utilisation d’un des corecepteurs (CCR5 ou CXCR4) par
le virus pour entrer dans la cellule cible (lymphocyte TCD4) définit le phénotype viral. Ce
processus définit comme le tropisme viral est directement affecté par la diversité et la
variabilité génomique du VIH-1 (360), mais aussi parla densité de la principale protéine de
surfaces (CD4) a la surface de la cellule. Il a été démontré que certaines cellules myéloides
(monocytes et macrophages) expriment de faibles densités du récepteur CD4 a leurs
surfaces par rapport a la densité des CD4 présente a la surface des lymphocytes T CD4+
(élevée) (364). Le tropisme viral est un mécanisme qui favorise la sélection d’'une souche
virale particuliere qui évolue en fonction du stade de l'infection (362, 363). Au regard des
parametres ci-dessous énumérés, il est établi actuellement qu’il existe trois types de VIH-1
définis selon leurs tropismes et non deux comme indiqué dans les premieres littératures. Ces
trois types deVIH-1 sont: 1) les virus R5 T cell-tropic, 2) les virus X4 T cell-tropic et, 3) les virus

R5 macrophages tropic ou M-tropic (365) (Figure XVIII) .
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Les virus R5 T cell-tropic sont majoritairement présent dans le sang en début d’infection
(365). lls sont constitués par les virus transmis/fondateurs (Transmitted/founder viruses) et
les virus latents réactivés (365) . lls utilisent pour une entrée efficacement dans le
lymphocyte TCD4+, le corécepteur CCR5 associé a une haute densité de CD4 a la surface de la
cellule cible afin d’établir I‘infection (365).

Les virus X4 T cell-tropic et M-tropic quant a eux sont présents dans la phase chronique de la
maladie. lls utilisent le corécepteur CXCR4 associé a une faible densité de CD4 exprimée a la
surface des cellules myéloides (monocytes et macrophages) cibles pour entrer efficacement
dans la cellule afin d’établir I‘infection(365). Cependant, il est démontré que les vrais virus M-
tropic sont essentiellement ceux retrouvés dans les liquides cérébro-spinaux du cerveau des
personnes infectées par le VIH-1 et souffrant de démence (366). Ces virus sont rarement
observés dans le sang la ou se trouve principalement des virus X4 T cell-tropic ou R5 T cell-
tropic (365-367).

La détermination du phénotype ou tropisme viral constitue un outil important pour
déterminer la souche virale présente chez l'individu infecté. Elle permet de juger de la
possibilité d’utiliser un antagoniste du CCR5 comme inhibiteur d’entrée pour le traitement
antirétroviral du sujet infecté (362, 363). Elle peut se faire par des méthodes phénotypiques
et génotypiques (368-374).

Les méthodes phénotypiques

Les méthodes phénotypiques sont des tests fonctionnels. Actuellement de I'utilisation de la
lignée cellulaire « Affinofile cell line » (375) est la mieux indiquée. Les cellules Affinofile
peuvent étre induites pour exprimer des densités variables de CD4 non seulement a la
surface des lymphocytes T CD4+( CD4 élevée), mais aussi a la surface des macrophages et des
monocytes (CD4 faibles) (375). Ces cellules Affinofile expriment simultanément le CD4 et le
CCRS5 sous le contréle de promoteurs inductibles ou I'induction de chacun est titrable partant
d’un niveau d'expression faible a un niveau d'expression élevé (375).Des études réalisées sur
Affinofile cell Line démontre clairement que les variants VIH-1 T cell-tropic utilisant soit les
corecepteurs CXCR4 et CCR5 ne peuvent pas infecter efficacement les cellules exprimant une

faible densité de CDA4. Ces virus requiérent nécessairement un niveau élevé deCD4 comme
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chez les lymphocytes TCD4+ pour établir une entrée efficace dans la cellule (375). Pourtant,
les virus M-tropic sont capables d’entrée dans les cellules cibles exprimant de faibles niveaux
de CD4 a leurs surfaces comme ce qui est généralement retrouvé a la surface des
macrophages tout en étant capables d'infecter des cellules exprimant des niveaux élevés de
CD4 (365, 375) (Figure XVIII). Contrairement aux méthodes récentes utilisant les cellules
affinofile, les premieres méthodes phénotypiques utilisaient des virus recombinants ou
pseudotypés (isolats viraux) provenant de culture sur du PBMCs (Peripheral blood
mononuclear cell) d’échantillons de patients infectés et de lignées cellulaires) (371). Ces
méthodes ne considérent pas tous les quasiéspeces viraux présents chez le sujet infecté
(quasiespeces virales) (375), mais seulement ceux ayant pu se développer dans ces cellules.
Ces virus pourraient étre ceux qui ont pu survivre a cause d’une adaptation de ces isolats aux
conditions de culture et du milieu et qui auraient pu induire une modification du phénotype
d'entrée. En outre, tous les virus se développent dans les PBMCs contenant des lymphocytes
T CD4+, mais pas pour les macrophages. Pourtant, certains virus sont définis inadéquatement
par ces méthodes comme ayant un tropisme pour les cellules T, mais pas pour tous.

La plupart des virus non-syncytium-inducing (NSI) ne se développent pas bien dans les
macrophages pourtant, ils sont tous désignés comme virus M-tropic. Les vrais virus M-tropic
sont responsables de démences chez les patients infectés et toujours présents dans le
cerveau. Ces derniers utilisent de faibles densités de CD4 beaucoup plus efficacement que les
virus R5 T cell tropic pour infecter leurs cellules cibles (367, 376-381) de facon similaire
pourtant ils sont désignés différemment. En fin, la plupart des isolats de VIH-1 incluant
pratiqguement tous les isolats transmis (355) n’infectent pas efficacement les macrophages
(CCR5+) et toutes les autres cellules exprimant de faibles densités de CD4 a leurs surfaces.
Pourtant par ces premiéres méthodes tous les virus R5 seront tous désignés virus M-tropic
(365).

Les méthodes génotypiques

Les méthodes génotypiques sont des tests moléculaires. Le principe des méthodes
génotypiques consiste a mettre en évidence la présence de résidus d'arginine et de lysine

positivement chargés aux positions 11 et 24 ou 25 de la séquence de la boucle V3.
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Actuellement, la méthode d’amplification de génomes uniques ou (single genome
amplification, SGA) une technique permettant d’amplifier et de cloner le géne env a partir
d’échantillons de patients infectés par le VIH-1 constitue la technique appropriée pour
générer des clones d’enveloppe du virus pour la détermination du phénotype viral (382-385).
Le SGA repose sur une amplification par PCR nichée de I’ADNc obtenu par transcription
inverse aprés une étape de dilution. IL permet d’amplifier une séquence complet du gene
env (386) sans risque de recombinaison génétique in vitro dans la mesure ou I’ADNCc est issu
d’un seul clone et sert de matrice pour chacune des PCR (382-386). Cette technique permet
aussi de réduire le risque de ré-échantillonnage dans la mesure ou la population virale
résultante aprés dilution comprend un seul clone. Contrairement a la PCR classique, le SGA
permet de réduire I'amplification artificielle d’un variant minoritaire au sein d’une population
hétérogene (383, 387, 388). Le tropisme viral est déterminé en soumettant les séquences
virales de I’enveloppe incluant les régions C2V3 a’l’algorithme Geno2Pheno coreceptor (389).
Les méthodes génotypiques au regard de leur facilité d’exécution et des colts réduits sont
les plus utilisées (390). Des séquences d’enveloppes virales obtenues apres SGA
d’échantillons sanguins de patients infectés par le VIH-1 et soumises a lalgorithme
Geno2Pheno coreceptor démontrent qu’au stade chronique de la maladie, les taux de faux
positif (False positive rate, FPR) de 10% sont des virus R5 (R5 T cell-tropic), des valeurs <2%
sont des virus X4 (X4 T cell-tropic) et les taux FPR compris entre 2% et 10% sont
majoritairement des virus R5 (R5 T cell-tropic) (391). NB. Les vrais virus R5 macrophages
tropic ou M-tropic se trouvent rarement dams le sang, mais plutot dans les liquides cérébro-

spinaux du cerveau.

La boucle V3, par sa composition et sa charge positive nette, constitue ainsi une sous-région
de I'enveloppe du VIH-1 jouant un r6le majeur dans la détermination du tropisme et toute
mutation méme mineure induite en son sein favorise la sélection ou le changement de
phénotype viral (392-395). On note cependant que les boucles V1/V2 et C4 de la gp120

peuvent étre impliquées dans la détermination du tropisme/phénotype viral (396).
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Figure XVIII : Description des propriétés des trois phénotypes de VIH-1 utilisant les
cellules Affinofile cells.

(A) Les cellules Affinofile (375) sont induites pour exprimer des densités variables de CD4
allant du niveau élevé sur les lymphocytes TCD4+ a faibles sur les macrophages et les
monocytes. Ce réactif a été utilisé pour évaluer la capacité des protéines d’env a médier
I'entrée dans les cellules TCD4+ exprimant des niveaux variables de CD4 (367). Cette
approche démontre que les isolats viraux utilisant le CXCR4 (B) et CCR5 (C) sont incapables
d’infecter les cellules exprimant de faibles niveaux de CD4, mais plutot pour celles exprimant
des densités élevées cas des lymphocytes T. Les protéines d’env des virus M-tropic sont
capables d’infecter les cellules cibles exprimant de faibles niveaux de CD4, cas des
macrophages (D). Figures reproduites avec autorisation. Source : Joseph, SB, Swanstrom, R.
2018 (365).

b. La diversité génétique affecte les longues séquences terminales répétées (LTR) et d’autres

facteurs de I’h6te (NF-KB et CypA).

Les longues séquences terminales répétées (LTR) du génome du VIH régulent la transcription
et la réplication en tant que promoteur de la protéine Tat (360). Elles présentent les mémes
fonctions pour tous les sous-types de VIH-1, mais different dans leurs structures, leurs
fonctions de base et leurs réponses aux cytokines et aux facteurs de transcription (360, 397)
en fonction du sous-type. Des études montrent également que les sous-types du groupe M
du contiennent deux sites de fixation pour NF-KB (Nuclear factor-Kappa B), un facteur de

transcription tandis que certains sous-types C en possedent un de plus. Celui-ci est impliqué
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dans la réplication virale en présence de TNF-a et I’activation de la réponse immunitaire au
stade chronique de I'infection (398). La diversité génétique confére également une différence
de la cyclophiline A (CypA), une protéine cellulaire impliquée dans la stabilisation de la capsid
du VIH-1 en interagissant directement avec gag, se lie a la cpasid mature, restreint I'activité
du facteur de restriction (TRIM5a) et confére une augmentation de I'infectivité (399-402). La
cyclophiline A est requise pour la réplication des groupes M du VIH-1 et VIS contrairement a

celle du groupe O (403).

3.9.2.2 Conséquences cliniques et épidémiologiques de la diversité génétique.

L'extréme variabilité génétique du génome du VIH-1 complique I'action des mécanismes de
défense immunitaire et engendre de nombreuses difficultés pour la prise en charge des
personnes vivant avec le VIH: les tests diagnostiques, de résistance aux traitements
antirétroviraux et pour la conception de candidat-vaccin a large spectre.

a. La diversité génétigue du VIH-1 favorise I’échappement viral aux mécanismes de défense

du systéme immunitaire de I’hote.

La diversité génétique du VIH-1 constitue I'un des principaux mécanismes d’échappement
aux réponses immunes médiées par |'organisme. Des réponses cytotoxiques (CTL) sont
développées au cours de la phase précoce de l'infection. Ces réponses cytotoxiques restent
cependant insuffisantes et limitées dans le temps (404-406) a cause des mutations de
résistances induites précocement au niveau des épitopes codants pour des réponses T
cytotoxiques (CTL) CD8+ (382, 407-411). Par le biais des nombreuses mutations qui
s’opérerent au niveau de ces épitopes cibles des CTL, les virus deviennent méconnaissables
et échappent aux réponses T cytotoxiques (cf chap. 1.4). La diversité antigénique des
nombreuses quasi-espéces virales cause (412-414) une activation généralisée du systeme
immunitaire (415) qui provoque une déplétion des lymphocytes T CD4+ et |'évolution de la
maladie. Cette altération fonctionnelle des lymphocytes T CD4+, chefs d’orchestre du
systéme, abroge toute coopération cellulaire provoquant une progression rapide vers la
maladie (SIDA). Les recombinaisons génétiques résultant de la co-infection (416-419) et les
mutations silencieuses (synonymous substitutions) au niveau de I'’enveloppe (420) sont des

facteurs qui contribuent également a I’évasion immunitaire et a la progression de la maladie
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vers le stade SIDA. Des anticorps neutralisants sont également produits au cours des 2 a 5
semaines suivant la transmission du VIH-1 (421). Cependant, cette réponse humorale est
incapable de contréler l'infection en raison de la flexibilité conformationnelle et des
nombreuses mutations qui s’opérent continuellement au niveau de I'enveloppe virale (422,
423) (cf chap. I-3.6).

b. La diversité génétique contribue a la résistance aux traitements antirétroviraux.

La variabilité génétique du VIH-1 a lieu au niveau de tout le génome (gag, pol, env), mais
varie en fonction du sous-type viral. Les nombreuses mutations qui sont générées au niveau
des génes affectent ou induisent des résistances aux différents traitements antirétroviraux.
Ces derniers ont la capacité de controler la réplication virale, mais ne peuvent pas éliminer la
maladie (424-427). Tout changement méme d’un nucléotide au niveau d’un codon particulier
du génome viral peut se traduire par des changements dans I'acide aminé (428) avec pour
corollaire I'induction d’une résistance a une molécule antirétrovirale. Ainsi, la fréquence des
mutations de résistance associées aux traitements antirétroviraux est directement liée aux
nombres de modifications dans le génome viral nécessaire pour 'acquisition d’un acide
aminé associé a une résistance particuliére (428). Par exemple, au niveau des sous-types B, C
et F, une substitution de la valine (V) par I’Alanine (A) en position 82 (V82A) du géne Pol
confére une résistance aux inhibiteurs de la protéase (426, 429, 430). Cependant, pour les
sous-types G, une substitution de l'isoleucine par I'alanine (I182A) a cette méme localisation
confere la méme résistance (426, 430). Des mutations de résistance aux inhibiteurs de la
reverse transcriptase (Q151M et L210W) sont également propres de certains sous-types
viraux (426, 430, 431). Le taux de réplication virale élevé introduit aussi des mutations de
résistance naturelle pour certains traitements antirétroviraux chez des personnes infectées

naives (432).

c. La diversité génétique affecte le développement des tests de diagnostiques universels pour

I'infection par le VIH.

La diversité génétique du VIH associée aux multiples sous-types viraux et les formes

recombinantes circulantes ont entravé la mise en place d’un test diagnostique universel
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(360). Cette situation impose une évaluation permanente et le développement de nouveaux
tests diagnostiques pour prendre en compte les nombreux groupes et sous-types de VIH
circulants. La majorité des premiéres générations de tests diagnostiques mettant en évidence
des anticorps du VIH ont été développées dans les pays développés et prenaient en compte
des épitopes du VIH-1 de sous-type B (groupe M) dans leur conception. Elles ne permettaient
pas de détecter les autres groupes comme le O (360, 433, 434). La problématique des tests
diagnostiques est progressivement résolue avec le développement de nouveaux tests
sérologiques (435, 436) classés en générations. Les épreuves de 3°™¢ générations détectent
les anticorps IgM et IgG du VIH entre 20 et 30 jours apres transmission du VIH, mais se
positive tardivement pour les variants non B. (435, 437-440). Les épreuves de 4°me
générations sont des tests combinés, capables de détecter simultanément entre 15-20 jours
aprés transmission les anticorps anti-VIH-1 et 2 et I’Ag p24, mais avec une performance
variable pour les sous types non-B ou des sous types B présentant des mutations dans le
domaine transmembranaire de la gp41 (440-444). Les tests de 6°™¢ génération sont capables
de détecter et d’identifier simultanément les anticorps du VIH-1 (groupes M et O), VIH-2 et
I’Ag. P24 du VIH-1 (BioPlex 2200 HIV Ag-Ab assay) (445). lls constituent une alternative pour
les tests de 4°™Me génération.

d. La diversité génétique constitue un des facteurs clés des échecs de développement d’un

vaccin anti-VIH efficace.

L’extréme variabilité génétique au niveau individuel et entre les différents sous-types du VIH
implique une tres grande diversité d’épitopes antigéniques. Cette diversité antigénique
entrave les efforts de conception d’un vaccin anti-VIH a large spectre (360, 446). La diversité
génétique a des conséquences sur toutes les stratégies de conception d’un vaccin anti-VIH-1.
Un candidat vaccin spécifique d’isolats (interclades) pourrait induire des réponses
immunitaires croisées contre les différents sous-types viraux circulants. Mais |'efficacité
d’une telle approche se trouve affectée en raison de la grande diversité entre séquences
virales des protéines de I'enveloppe qui est estimée a 30% (446). Pour contourner ces
obstacles, d'autres approches seraient de concevoir des vaccins spécifiques du sous-type viral

prédominant dans une région géographique, ce qui limiterait le phénomene de variabilité
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(446). D’autres stratégies visent a utiliser les séquences consensus ou de virus ayant un
ancétre commun dans la conception vaccinale (360, 446). En somme, la diversité des
antigénes viraux circulants au sein d’'un méme individu, d’'un méme pays ou dans le monde
affecte la plupart des réponses immunes susceptibles d’étre induites par un vaccin.
L'infection par le VIH induit la production d’anticorps neutralisants (447) dirigés contre
certaines régions conservées au niveau de l'enveloppe virale (211). Mais la flexibilité
conformationnelle de ces épitopes limite I'efficacité de la liaison avec les anticorps (448, 449).
Aussi, I’hypervariabilité associée a la trés forte glycosylation et la formation de bouclier de
résidus de glycans au niveau de |'enveloppe virale limitent la production d’anticorps
neutralisants a larges spectres au stade précoce de l'infection conduisant déja a I’évasion
immunitaire (422) (cf chap.l.3.7). La diversité génétique du VIH limite également le
développement’un vaccin capable d’induire des réponses T cytotoxiques. En effet, les
mutations de résistance, méme une seule, qui interviennent au niveau des épitopes cibles
(région gag) affectent significativement le développement d’un vaccin a potentiel

cytotoxique (450, 451).

e. Diversité génétique contribue a I’expansion géographique des différents sous-types viraux.
La pluralité des différents sous-types et formes recombinantes circulantes du VIH-1 dans le
monde entre sous-types (de 25 a 35%) ou intra sous-types (de 15 et 20%) (452) contribue a
I’émergence continuelle de nouvelles souches. Le VIH-1 est ainsi subdivisé en groupes, en
sous-types ou en clades, et en de nombreuses formes recombinantes (CRF, circulating
recombinant form). Les formes recombinantes proviennent de croisements intergénomiques
entre des sous-types de VIH-1 infectant plusieurs personnes (CRF) ou de croisement
intergénomique de deux ou de plusieurs sous-types viraux chez un méme patient (les formes
recombinantes uniques, URFs). On distingue le groupe M (major) qui est le plus prévalent
dans le monde suivi des groupes N (non-M), O (outlier) et P, mais avec des prévalences tres
limitées (327, 328, 453, 454). Le groupe M se subdivise en 9 sous-types dont: A, B, C, D, F, G,
H, J et K et les sous sous-types: Al a A6 et F1 a F2 et plus de 96 CRFs et URFs caractérisées a
ce jour (20, 322, 455-457). Le VIH-2 se subdivise en 9 groupes dont les A, B, C, G, H, | circulant

principalement en Coéte D’lvoire et au Ghana (458, 459) et les D, E et F circulant en Sierra
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Leone et au Liberia (318, 349, 460-462). La ressemblance (identité) des séquences du
génome complet du VIH-1 et du VIH-2 est de I'ordre 48% en général. Mais elle est de 60% si
on considére le gene gag (463) et assez faible (35-40%) si on considére les séquences de
I’enveloppe (464, 465). La figure XIX donne un apercu de la distribution géographique des

différents sous types et formes recombinantes du VIH-1 dans le monde en 2014.

Figure XIX. Répartition géographique des différents sous-types viraux et CRF du VIH-1
groupe M, N et O dans le monde.

La figure illustre la distribution géographique des principaux sous-types viraux et formes
recombinantes dans le monde, mais la diversité s’accroit continuellement. Figure reproduite
avec autorisation. Source: Peeters M et al. 2014 et 2008 (348, 349).

4. Physiopathologie de I'infection VIH.

4.1 Généralité et mode de transmission de lI'infection.

Le VIH se transmet par contact avec des fluides biologiques contenant le virus provenant
d’une personne préalablement infectée. Les principaux modes de transmission sont; 1): les
relations sexuelles non protégées (hétérosexuelles ou homosexuelles); 2) l'injection avec du
matériel contaminé; 3) la transmission verticale in utero, pendant I'accouchement ou au
cours de l'allaitement; 4) la transfusion de sang contaminé. Il faut noter que tout contact
avec un fluide biologique contaminé ne conduit pas forcément a une transmission de la
maladie. Selon de récentes études, le risque de transmission du VIH estimé par acte entre un

sujet porteur du VIH et celui non infecté differe selon le risque (466, 467). Ainsi, le risque de
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transmission du VIH estimé par acte pour 10 000 expositions est élevé en cas de transfusion
sanguine. Elle constitue le plus grand risque qui est estimé par acte a 9250 (IC 95% 8900—
9610) pour 10 000 expositions. Le deuxieme grand risque est la transmission de la mere a
I'enfant qui est estimé a 2260 (IC 95% 1700-2900) pour 10 000 expositions (466-469). Le
risque pour les rapports sexuels anaux réceptifs (HARSAH) est 138 (IC a 95%: 102-186) pour
100 000 expositions, suivi des échanges d’aiguille contaminé par les usagers de drogues
injectables [63 (IC 95% 41-92)] et des blessures percutanées par piqlre d'aiguilles
contaminées [23 (IC 95% 0—46)] (468-471). Le risque pour les rapports hétérosexuels (pénis-
vagin) est estimé a 4 (IC a 95% 1-14) pour le donneur et de 8 (IC 95% 6—11) pour le receveur.
Le risque est de 11 (IC a 95% 4-28) s’il s’agit d’une relation sexuelle pénis anale (472-474). Le
risque de transmission par la voie de relation sexe oral est assez faible (IC 95% 0-4) (467).

L'efficacité de la transmission de l'infection par le VIH dépend aussi des facteurs liés au
receveur comme des ulcérations génitales ou des muqueuses, mais aussi du donneur,
comme le niveau élevé de la charge virale et le stade de I'infection (récence ou chronique).
Elle dépend aussi de la présence dans les liquides de transmission, de variants du virus qui
ont une grande capacité d’établir efficacement l'infection (355, 475). Ces variants sont
appelés transmitted/founder virus (Figure XXIl). Environ 80-90% des transmissions de VIH
sont attribuées a ce seul variant du virus ou transmis/fondateur. Cependant, selon le mode
de transmission de la maladie (acquisition directe ou indirecte) plusieurs variants du VIH
pourraient établir I'infection (355, 476-478). On estime que : environ 80% des transmissions
hétérosexuelles (Het) (303, 479), 75% des HARSAH (475, 480, 481), 40-80% des utilisateurs
de drogues par injection (IVIDU)(481-483) et 70% des transmissions mére-enfant (TME) sont
dues a un seul variant du VIH-1(484). Pour plus de détails sur ce sujet, voir chapitre IV, Article

3 de cette these.

4.2 Virus transmis/fondateur ou « transmitted/founder viruses ».
4.2.1 Caractérisation et mode de sélection.
Par définition, un virus transmis/fondateur (303, 485-488) est un variant unique du VIH qui,

parmi un ensemble de virions atteignant la surface des tissus lymphoides sous-muqueux ou
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locorégionaux au cours de la transmission, aura la capacité d'infecter efficacement la cellule
cible, de se répliquer, de se propager a 'ensemble des autres cellules pour conduire a une
infection systémique avec des conséquences cliniques manifestes (355, 478, 486, 488)
(Figure XX). Au cours de la transmission du VIH, des milliers de variants du virus sont exposés
a la surface des muqueuses du receveur. Parmi ces nombreux virions qui ont pu se maintenir
et survivre dans les fluides biologiques du donneur, les virus T/F seront capables de franchir
toutes les barrieres mécaniques, physiologiques et immunologiques pour établir I'infection
chez le receveur (355, 475, 478, 485). Une fois présent dans les fluides biologiques du
donneur, le virus TF sera confronté a plusieurs facteurs qui vont jouer des réles de facilitation
et dans certains cas d'inhibition pour permettre sa dissémination depuis le point d’entrée. Le
mucus, le pH, la qualité de I'épithélium, la disponibilité des cellules cibles, des cellules innées
et adaptatives, des chimiokines/cytokines inhibitrices et des cellules présentatrices
d’antigenes sont des facteurs facilitateurs ou inhibiteurs (355, 475). Comme représenté dans
la figure XX, les virus T/F se caractérisent (355) par: (a) leur résistance aux anticorps
autologues présents dans les liquides de transmission (sperme ou le mucus cervico-vaginal)
du donneur, (b) ils sont faiblement glycosylés leur permettant de ne pas se lier par des
lectines présentes dans le liquide de transmission du donneur; (c) ils sont faiblement
recouverts de glycanes ce qui facilite leur migration a travers le liquide de transmission du
donneur; (d) ils possedent des protéines d’enveloppe bien adaptées a la pénétration
cellulaire de la sous-muqueuse génitale du receveur; (e) contrairement aux autres variants
qui ont un phénotype a faible capacité de réplication puisqu’ils infectent préférentiellement
les cellules cibles au repos (macrophages et lymphocytes T CD4+ au repos) qui sont
faiblement activées donc incapables de faciliter une expansion virale rapidement.

Les virus T/F sont fortement transmissibles et se répliquent rapidement, car leur phénotype a
une grande capacité a infecter préférentiellement des cellules cibles qui I'amplifieront
rapidement (les lymphocytes T CD4+ activés). Le taux de transmission (RO) du virus T/F est
supérieur a 1. Ce taux leur confere la capacité d’établir efficacement linfection et de
transmettre le VIH, contrairement aux virus dont le RO est <1. Le RO (risque résiduel) est une

estimation du nombre de cellules cibles qui seront infectées a partir d'une seule cellule
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infectée. S'il est <1, le processus de réplication reste inachevé entrainant un échec de la
transmission, s’il est >1, le processus de réplication virale va jusqu’a son terme et l'infection

est établie efficacement.
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Figure XX. Caractéristiques et mécanismes de sélection du virus transmis/fondateur.

La figure ci-dessus décrit les modes de sélection et les caractéristiques d’un virus
transmis/fondateur. Elle montre que parmi la multitude des variants exposés au cours de la
transmission (voie des muqueuses), seulement un seul sera transmis au receveur. Les virus
transmis/fondateurs infectent préférentiellement les cellules T activées ol ils se répliquent
rapidement. Il est aussi capable de résister a certains facteurs biologiques du donneur ainsi
qgue du receveur. Figure reproduite avec autorisation. Source: Joseph SB et al. 2015 (355).

4.2.2 Propriétés génotypiques et phénotypiques des virus transmis fondateurs.

Les virus T/F présentent généralement un tropisme pour le récepteur a C-C chimiokine de
type 5 (CCR5), plutdt que le récepteur C-X-C chimiokine de type 4 (CXCR4) (212, 303, 489-
491). Il infecte préférentiellement les lymphocytes T CD4 (303, 492-494). Les propriétés
phénotypiques suivantes sont propres au virus T/F (495) : 1) une forte capacité d’interaction
et de liaison aux cellules dendritiques (CDs) qui en tant que cellules présentatrices

d’antigenes (APC) contribuent a I'expansion et a la dissémination virale dans d’autres
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compartiments de I'organisme (495), facilitant ainsi le transfert du virus aux cellules T CD4+
naives (495) ;2) contiennent plus de particules d’enveloppe a leur surface ce qui accroitrait
leur pouvoir infectieux (495) ; 3) résistent a l'interféron a, une cytokine capable d’inhiber la
multiplication virale en rendant les cellules cibles résistantes a I'infection ou indirectement
en activant les cellules NK (495) ; 4) leur enveloppe présente une grande capacité de liaison a
I'adB7 qui est un récepteur d’intégrine présent a la surface des lymphocytes T CD4 + activés
au niveau du site de transmission sexuelle (496, 497). La liaison du virus a ce récepteur
d’intégrine facilite plus tard son expansion dans l'intestin (478).

Les virus T/F présentent aussi des propriétés moléculaires comme une réduction de la taille
des sous-domaines gp120 V1/V2, V3 et V4 associés a de faibles nombres de sites de N-
glycosylation et une charge positive nette assez faible des séquences virales de la boucle V3
comparativement aux virus d’infections chroniques (303, 477, 494, 498-502). Les propriétés
ainsi décrites sont associées aux sous- types A, C, D et G du VIH-1. Mais les résultats
contradictoires pour le sous-type B du VIH-1 pourraient étre en lien avec les modes de
transmission de la maladie qui est généralement de type anal (501, 502). D’autres signatures
génétiques particulieres associées aux virus T/F ont aussi été décrites (503). Il s’agit, entre
autres, de la présence a la position 12 du peptide signal d’un résidu histidine (503), et d’une
réduction du nombre de sites de N-glycosylation aux positions 413-415 de la boucle V4 de la

gp120 (503) (cf chap. IV. Article 3).

4.3 Virus transmis/fondateur et développement de vaccin anti-VIH.

A ce jour, aucun moyen de prévention efficace et définitive n’est disponible pour prévenir la
transmission de la maladie en dehors des méthodes traditionnelles comme le port du
condom (504) et la prophylaxie préexposition (504-506). Développer un vaccin préventif
et/ou thérapeutique contre le VIH-1 demeure un défi majeur a relever (8). Parmi la multitude
des essais vaccinaux développés au cours des derniéres décennies (507), six ont pu atteindre
un niveau de développement clinique assez avancé (Vax004, Vax003, HVTN 502/STEP Trial,
HVTN 503 (Phambili trial), RV144, HVTN 505) (508, 509).
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Cependant, un seul, le RV144 dont l'essai s’est conduit entre les années 2003 et 2009 en
Thailande a pu conférer jusqu’a 31,2% d’efficacité a 42 mois et 60% a 12 mois (510-512).
Cette protection partielle induite par RV144 est médiée par une cytotoxicité cellulaire
dépendante de I'anticorps (ADCC : antibody-dependent cellular cytotoxicity) (513).

Le vaccin RV144 a été testé dans un essai clinique randomisé, multicentrique et a double
aveugle avec un contréle placebo utilisant deux vaccins combinés incluant ALVAC-HIV
(vCP1521) de Sanofi Pasteur et de « AIDSVAX B/E » de « Global Solutions for Infectious
Diseases » (510). L'ALVAC-HIV (vCP1521) est un vecteur viral (canarypox) qui code pour les
génes gag, pol, et le domaine transmembranaire de la gp41 d’une souche du VIH-1 de clade
B, mais aussi du fragment gp120 de I'enveloppe d’un isolat de CRFO1-AE. AIDSVAX B/E
contient une forme recombinante monomérique de la gp120 d’un isolat de CRFO1 et de clade
B. L'ALVAC-HIV était administré a 0, 1, 3 et 6 mois. AIDSVAX B/E plus un adjuvant (Alun) a été
ajouté au 3®Me et 6°™emois (510).

Deux corrélats de protection ont été induits par ce vaccin RV144. Le premier est une
corrélation entre la reconnaissance des protéines de l'enveloppe du VIH-1 par des
immunoglobulines de type A (IgA) et le risque accru d’étre infecté par le VIH-1. Le deuxiéme
est une corrélation entre la reconnaissance d’épitopes cibles au niveau des boucles V1/V2 de
la gp120 par des IgG3 et la protection contre I'acquisition de la maladie (514, 515). Les IgA
semblent avoir contribué a I'acquisition de la maladie en inhibant la réponse cytotoxique
dépendante de I'anticorps (ADCC), la neutralisation par les anticorps et la capacité des
cellules tueuses naturelles (NK) a induire la lyse des cellules T CD4+ infectées (513, 516-518).
Des études récentes démontrent également que pour le vaccin RV144: 1) I'interféron de type
| activateur des propriétés antivirales de I’Interferon Regulatory Factor 7 (IRF7) et les génes
de stimulation de linterféron de type Il (Type Il interferon-stimulated genes) qui sont
impliqués dans la présentation antigénique sont associés avec une réduction du risque
d’acquisition du VIH-1 (519) chez les sujets vaccinés non infectés; 2) une analyse des
échantillons de I'essai vaccinal RV144 identifie: IRF7 comme un médiateur de protection et
I'activation de Mammalian target of rapamycin (mTORC1) comme un corrélat du risque

d’acquisition du VIH-1 (519). Malgré cette avancée, il reste encore nécessaire d’étudier les
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caractéristiques  génotypiques et phénotypiques de I'enveloppe des virus
transmis/fondateurs (T/F) afin de mieux outillé la conception d’un vaccin efficace et de large
spectre (281).

En effet, comme discuté précédemment au point 4.2, la population virale au cours de la
primo-infection est quasi-homogene et se caractérise par des signatures génétiques
particuliéres qui constituent des facteurs indispensables a I'établissement de la transmission
du virus, a I'accroissement et au maintien de la capacité de réplication de ces premiers
variants viraux (T/F) (281, 303, 520-524). Lesquels facteurs permettent aux virus T/F de
dominer ou de contourner les mécanismes défenses développés par le systeme immunitaire.
Ainsi, pour concevoir un vaccin efficace contre le VIH-1, il faudrait prendre en compte non
seulement les caractéristiques des variants mineurs (524), des différents sous-types du VIH-1,
des voies de transmission et les caractéristiques des cellules T CD8+ (525-527). Ces facteurs
agissent précocement et sont susceptibles d’affecter I'efficacité du vaccin (cf chap. IV, article
3). Prendre en compte les propriétés génotypiques et phénotypiques des virus T/F ne déroge
pas aux stratégies développées dans les vingtaines d’essais cliniques en cours de
développement dans le monde a ce jour (509). Ces stratégies se résument a : 1) développer
un vaccin qui va induire des réponses avec des anticorps neutralisants (bNAbs) spécifiques a
la boucle V2 de I'enveloppe pour catalyser sur les acquis obtenus avec le vaccin RV144 dans
d’autres contextes épidémiologiques (Afrique du Sud) (528, 529) et/ou capable d’induire des
réponses anticorps non neutralisantes polyfonctionnelles (509, 530-533); 2) développer un
vaccin a base d’anticorps neutralisants a large spectre qui sera déja prét a étre administré de
facon passive (529, 534-538); 3) développer un vaccin capable d’induire des cellules T
mémoires effectrices au niveau des sites d’infections des muqueuses (539, 540).

Des résultats par ailleurs encourageants ont déja été obtenus avec un nouveau vaccin en
développement (essai cliniqgue NCT02315703 (APPROACH trial)). Ce vaccin obéit dans sa
conception aux stratégies énoncées (induction de réponses anticorps polyfonctionnelles) et
les premiers résultats déja publiés le 06 juillet 2018 dans le journal « The Lancet », (541). Ces

résultats donnent 100% des réponses anticorps spécifiques de I'enveloppe du VIH-1 et
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d’anticorps dépendant de la phagocytose cellulaire (80%) a 52 semaines et de réponses T

(83%) a 50 semaines chez I’humain.

4.4 Traitement de l'infection par le VIH-1.

L'une des plus grandes avancées scientifiques dans la lutte contre I'infection par le VIH aura
été la découverte des médicaments antirétroviraux (ARVs). Le premier ARV a étre autorisé
par la Food and Drug Administration (FDA) est la zidovudine (AZT), le 19 mars 1987. Les
traitements antirétroviraux ne guérissent cependant pas la personne infectée de I'infection.
lls parviennent néanmoins a contrdler le taux de réplication virale en réduisant le niveau de
la charge virale plasmatique jusqu’a un seuil indétectable. Cette réduction de la virémie
permet ainsi d’améliorer non seulement la qualité de vie des personnes infectées, mais aussi
contribue a réduire le taux de mortalité et les conséquences sociales qui y sont associées. En
date du 12 avril 2018, environ 24 médicaments antirétroviraux et 16 combinaisons
thérapeutiques étaient approuvés par la FDA (542). L'ensemble de ces médicaments est
divisé principalement en six classes en fonction de leurs mécanismes d’actions sur le plan
moléculaires (interrompre une étape du cycle de réplication virale) et de leurs profils de
résistance (543). Les principales classes de traitements’antirétroviraux sont : 1) les inhibiteurs
nucléosidiques et non nucléosidiques de la reverse transcriptase (INRTI/ (INtTI) qui ont pour
objectifs de bloquer I'action de la transcriptase inverse ( Tl), 'enzyme impliquée dans la
transcription de I’ARN viral en ADN du cycle de réplication ; 2) les inhibiteurs de l'intégrase
(INs) qui bloquent I'action de l'intégrase, cette enzyme étant requise pour l'intégration du
génome du virus dans celui de la cellule héte; 3) les inhibiteurs de la fusion (Fls) qui bloquent
la liaison des protéines de I'enveloppe virale aux récepteurs CD4 présents a la surface des
lymphocytes T; 4) les antagonistes du corécepteur (CCR5) qui ont pour role de bloquer la
liaison du virus au Corécepteur CCR5 présent a la surface de certaines cellules immunitaires
(macrophages, monocytes) ; 5) les inhibiteurs de la protéase permet de scinder les protéines
précurseurs gag et pol pour favoriser la production de particules virales désorganisées sur le

plan structurel et fonctionnel et donc non infectieux et 6) les inhibiteurs post-attachement
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du virus dont l'objectif est de bloquer I'expression des récepteurs CD4 a la surface de
certaines cellules des lymphocytes T.

L'un des plus grands obstacles a la guérison compléte de l'infection par le VIH-1 par les
traitements antirétroviraux demeure les réservoirs viraux qui se constituent tres tét apres la
transmission (424, 425, 544, 545). Ces réservoirs sont généralement inaccessibles par les
traitements antirétroviraux disponibles et le VIH est capable de se réactiver a tout moment
aprés un arrét ou échec thérapeutique(546, 547). Le virus se cache dans des sanctuaires
anatomiques ou tissulaires servant de réservoirs de réplication du VIH comme : 1) le tissu
lymphoide, 2) le tractus gastro-intestinal, 3) le cerveau et le systéme nerveux central (SNC),
4) les voies génitales, 5) le sperme et 6) les poumons (548). Les principaux réservoirs
cellulaires du VIH-1 (548) sont : 1) les ganglions lymphatiques ils sont constitués par I'ADN
proviral (provirus) intégré dans les lymphocytes T activés, les cellules dendritiques, les
lymphocytes T mémoires, les lymphocytes T au repos, les monocytes-macrophages. La
présence de provirus dans une cellule T CD4+ au repos est typiquement associée a la latence,
2) le systeme nerveux central ol I’ADN proviral du VIH-1 est intégré dans les macrophages
périvasculaires et microgliaux, 3) le sang ou I'ADN proviral du VIH-1 est intégré dans les

mastocytes, les cellules tueuses naturelles ou NK, les lymphocytes T activés ou au repos.

4.5 Réponse de I'hote face a I'infection par le VIH-1.

4.5.1 Immunité innée.

Au cours de l'infection par le VIH-1, la premiére ligne de défense est constituée par les
barrieres mécaniques et cellulaires présentes au niveau du site de l'infection. Les barrieres
cellulaires sont constituées par des cellules épithéliales, du systeme du complément, et des
cellules présentant des propriétés phagocytaires (cellules tueuses naturelles ou NK) et de
présentation d’antigenes (APC : granulocytes, les macrophages et les cellules dendritiques ou
CDs) (549, 550).

Les barrieres mécaniques comprennent les muqgueuses et les sous-muqueuses de I’'hote
notamment I'épithélium. C’est ce dernier qui contient et active les cellules de I'immunité

innée (cellules dendritiques, macrophages, monocytes, polynucléaires neutrophiles et
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cellules NK) a travers une cascade de signalisation via les TLR (Toll-like receptors). Le TLR est
un récepteur membranaire membre de la famille des récepteurs de reconnaissance de motifs
(Pattern recognition receptors, PRR). Les PRR jouent un réle central dans I'immunité innée
par la reconnaissance des structures conservées de facon évolutive sur le VIH, appelées
modeles moléculaires associés aux pathogenes (pathogen-associated molecular patterns,
PAMP) qui sont toujours différents des cellules du soi (549-553). La reconnaissance des virus
est principalement médiée par le TLR 9 pour les virus a ADN, les TLRs 7&8 pour les virus a
ARN monocaténaire (ssRNA) et le TLRs 3 pour les virus a ARN bicaténaire (dsRNA) (554-558).
Un autre récepteur d’adhésion de surface cellulaire, nommée DC-SIGN, joue aussi un role
dans la médiation des interactions entre les CDs et les cellules T en facilitant I'infection-trans
des cellules T par les CDs (559). De plus, le VIH-1 exploite I'interaction entre DC-SIGN et le
facteur de signalisation de I'immunité innée médiée par TLR8 pour établir une infection
productive dans les DCs (560). Outre les récepteurs de surface décrits, d’autres PRR
notamment des hélicases jouent des roles importants dans la détection des ARNs
Intracytoplasmiques (561, 562). Il s’agit principalement du retinoid acid-inducible gene RIG-
like receptors (RLR): retinoic-acid-inducible protein | (RIG-1) et melanoma-differentiation-
associated gene 5 (MDAS). Le recrutement de molécules inhibitrices comme : SDF-1 ou
Stromal cell-derived factor 1 (CXCL12) qui accroit I'entrée des virus X4-tropic HIV-1 dans les
lymphocytes TCD4+ mémoires et favorisant ainsi la sélection de variant X4 et aussi retardant
leurs propagations jusqu’au stade chronique de I'infection par le VIH -1 (563, 564). MIP-1 o/B
(macrophage inflammatory protein-1 alpha/beta (CCL3/4) et RANTES (regulated on
activation normal T expressed and secreted) sont également des molécules inhibitrices qui
bloquent la liaison du virus sur le corécepteur CCR5 présent a la surface des monocytes
macrophages (565).

La réplication initiale du virus a lieu a l'intérieur des cellules T CD4+ au niveau du site
d’infection (muqueuses) (566). Le début de cette réplication conduit au recrutement des
cellules dendritiques qui vont induire la production de cytokines inflammatoires. Celles-ci
vont non seulement jouer une activité antivirale directe au niveau du site d’infection, mais

indirectement en activant d’autres cellules de I'immunité innée ayant une activité antivirale
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(NK) (567). Les cellules NK jouent un réle antiviral direct (activation ou inhibition) a travers la
reconnaissance de motifs de détresse cellulaire. Ces motifs se caractérisent par la présence
du récepteur appelé « killer immunoglobulin-like receptors (KIRs) (568-571) a la surface des
cellules infectées par le VIH. La liaison entre le récepteur et son ligand présent sur le NK va
conduire a la destruction de la cellule infectée par cytolyse ou par apoptose (567, 572).
L'expression a la surface de plusieurs cellules cibles par les cellules de I'immunité innée, des
facteurs inflammatoires et de I'interféron gamma (IFN-y) contribue au contréle de I'infection.
lIs créent par la méme occasion des conditions favorables a la transmission cellule-cellule du
virus, mais également de canaux de transport et de dissémination du virus dans d’autres
compartiments de I'organisme (573, 574) (Figure XXI).

L'interféron alpha (INFa) ou interféron de type |) est également produit par les cellules
dendritiques plasmacytoides (pDCs). En début d’infection par le VIH-1, les taux plasmatiques
d'IFNa sont augmentés dés la premiére semaine d'infection (575). L'IFNa peut induire des
effets bénéfiques en bloquant I'acquisition du virus notamment au niveau des muqueuses ou
en intervenant aux différents stades du cycle de réplication pour limiter la réplication virale
une fois l'infection déja établie par plusieurs mécanismes (576) par: 1) stimulation des
cellules T CD8 pour réguler positivement les molécules du CMH qui en se liant aux récepteurs
des inhibiteurs des cellules NK leur rendent, résistant a la cytotoxicité induite par les cellules
NK, 2) faciliter la prolifération et la survie des cellules NK et activation de la cytotoxicité des
cellules NK, contribuant ainsi a |'éradication des cellules T CD4 infectées par le VIH, 3)
suppression des fonctions effectrices des lymphocytes T CD4 et inhibition de leurs
proliférations, 4), induction de facteurs de restriction limitant la réplication du VIH a diverses
étapes du cycle de réplication (entrée du VIH, la transcription inverse, I'entrée nucléaire,
I'intégration, la transcription et lebourgeonnement). Ces différents facteurs de restriction
sont TRIM5a, SAMHD1, APOBEC3, MX2 (MX Dynamin-Like GTPase 2), Schlafen 11 et
tetherin/BST2 (277, 577-585). En outre, il peut jouer un role délétére en raison des réponses
proinflammatoires (579) qui conduisent dans le cadre de linfection par le VIH a: une
exacerbation de I'immunité systémique induisant une restauration médiocre des cellules

TCD4+, le recrutement de cellules TCD4+ cibles, I'épuisement immunitaire et une progression
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rapide de l'infection par le VIH vers le SIDA. La production d’interféron de type | induit
I'apoptose des lymphocytes TCD4+ et limite les réponses des lymphocytes TCD4+ et CD8+
spécifiques (586). Cependant, la résistance apparente des virus transmis/fondateurs a I'INFa
au cours de transmission (522, 587, 588) ne permet pas de bloquer la transmission virale,

I’établissement rapide de réservoirs viraux et la progression de la maladie (576).
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Figure XXI. Représentation schématique de la premiére ligne défense contre le VIH.

La figure ci-dessus représente les principaux mécanismes de défense de premiere ligne
contre le VIH. Ces facteurs sont : les facteurs inflammatoires et de signalisation épithéliale
des muqueuses et des cellules de I'immunité innée et des cellules cibles qui sont présentes
au niveau des lignes de front des muqueuses. La présence du virus dans [|'épithélium
endocervical déclenche la signalisation (fleche dentelée) qui augmente I'expression de MIP-
3a dans I'épithélium favorisant le recrutement des cellules dendritiques (pDCs). Celles-ci vont
a leur tour via les chimiokines telles que le MIP-1B activer les cellules T CD4 qui vont
alimenter I'expansion virale locale. Les interférons produits par les pDCs et des chimiokines
vont tenter d’inhiber la réplication virale, mais le virus par un certain nombre de mécanismes
va contourner cette barriere et continuer son expansion locale, sa dissémination et
I’établissement systémique de I'infection. Une inflammation vaginale ou locale préexistante
facilite également l'infection. Figure reproduite avec autorisation. Source: Haase AT et al.
2010 (566).
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4.5.2 Immunité adaptative et infection par le VIH-1.
L'immunité cellulaire ou adaptative est déclenchée apres |'établissement de I'infection et
I'ensemble des mécanismes de persistance a long terme (réservoirs viraux). L'immunité

adaptative est médiée par les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques et lymphocytes T CD4+.

4.5.2.1 Immunité adaptative médiée par les lymphocytes T CD8+.

Les réponses immunes T CD8+ spécifiques au VIH interviennent rapidement apres I'immunité
innée. Elles jouent un réle déterminant dans le contrdle de I'infection au stade précoce qui se
traduit non seulement par une baisse rapide du niveau de la charge virale plasmatique (288),
mais aussi, par une expansion rapide du niveau des cellules TCD8+ (589-592), une
prolifération et une différenciation des cellules T CD8+ naives en cellules T CD8+ mémoires
ou cytotoxiques (CTL) (593, 594). Le VIH n’a aucun tropisme pour ces cellules T CD8+. Le
niveau des cellules T CD8+ naives au cours de la progression de la maladie démontre une
atteinte du processus ou de progéniteur lymphoide T. Les cellules T CD8+ arrivent a contréler
I'infection virale au début de I'infection (288) en exergant une activité cytolytique (lyse des
cellules T CD4+ infectées) par plusieurs mécanismes: une liaison avec les peptides viraux
présentés par les HLAs (CMH-I) a la surface des cellules infectées formant un complexe qui va
entrainer l'induction d’'une réponse cytolytique (destruction de la cellule cible infectée).
Cette propriété de cytolyse est médiée par la libération de perforine qui dégrade la cellule
infectée en créant des trous a travers lesquels des granzymes vont s’introduire dans la cellule
pour la détruire. Ce processus a lieu avant que le processus de génération de nouveaux
virions soit complété. Elles peuvent également induire la mort programmée (apoptose) de la
cellule cible infectée par I'expression des facteurs solubles. Les facteurs solubles impliqués
dans I'apoptose sont : le Fas ligand, présent a sa surface de la cellule CD8+, en se fixant a son
récepteur Fas (CD95) présent a la surface de la cellule cible induit I'apoptose de la cellule
infectée (288, 595, 596); I'induction d’une activité antivirale médiée par l'interféron gamma
(INF-y) qui rend les cellules cibles assez résistantes a une infection productive grace a
I'activation induite par le récepteur, I'induction de la production de chimiokines telles que
MIP-1 a/B et RANTES qui va se lier au CCR5 et provoquer sa dégradation/internalisation

privant le virus de son principal corécepteur (597), minimisant ainsi le nombre de cellules
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cibles qui seront infectées. Enfin, les cellules T CD8+ induisent I'apoptose des cellules
infectées par le VIH par la sécrétion du CAF (cell antiviral factor) qui est un facteur
possédant une activité antivirale (598) (inhibition de la transcription virale) (599). En dépit de
ces différentes propriétés, I'efficacité de 'immunité adaptative médiée par les lymphocytes T
CD8+ pour contréler I'infection est incompléte et limitée dans le temps (589-592). Elle évolue
en réponse aux mutations du virus dont les fréquences contribuent a rendre les cellules
cibles infectées méconnaissables par les lymphocytes TCD8+ (600, 601). Malgré la forte
implication des cellules T CD8+ dans le contréle de la réplication virale, il n’en demeure pas
moins que son activité a long terme est entravée par I'’émergence des virus mutants
résistants (600, 601) comme décrits plus haut. Cela conduit a une perte de la fonctionnalité :
réduction des fonctions lytiques (602, 603), de prolifération (604), d’expression des
molécules de signalisation (605) médiée par I'activation des récepteurs de cellules T (TCR) et
I’épuisement lymphocytaire (606-609). En effet, I'efficacité des cellules T CD8 + spécifiques
au VIH est en partie limitée par les effets de la stimulation immunitaire chronique sur la
fonction des cellules T CD8 +. Ces molécules co-inhibitrices qui altérent la fonction antivirale
des lymphocytes T CD8 + spécifiques du VIH comprennent : PD-1 (programmed death 1),
TIM-3, (T cell Ig and mucin domain 3), CD160, le récepteur de cellule tueuse naturelle (NK cell
receptor 2B4), LAG-3, (lymphocyte activation gene 3) et CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte
antigen 4) (608, 610-619). En outre, une expression simultanée de plusieurs récepteurs de
molécules co-inhibitrices peut entrainer une exacerbation de I'altération immunitaire
fonctionnelle des Cellultes TCD8+ (620). Cependant, le contréle de I'épuisement des cellules
TCD8+ pourrait fournir des outils pour I'élaboration des vaccins préventifs contre le VIH-
1(621). Il s’agira dans les recherches vaccinales futures de: bloquer les récepteurs des
molécules co-inhibitrices par exemple PD-L1 (PD ligand 1) pour PD-1 afin de restaurer les
fonctions effectrices des réponses TCD8+ ou en combinant cette approche avec des thérapies
a base d’anticorps neutralisants (bNAb), d’antirétroviraux, de thérapies cellulaires, du
blocage des voies de régulation et I'exploitation d'autres fonctions cellules immunitaires
(509, 608, 610, 621). La figure ci-dessous décrit les mécanismes d’activation des réponses T a

la suite de I'infection par le VIH (Figure XXII).
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Figure XXII. Représentation schématique des réponses cellulaires T induites par suite de
I'infection par le VIH.

Le schéma illustre les principales chimiokines et des cytokines produites par les cellules T CD8
+ effectrices spécifiques du VIH. Les cellules T auxiliaires CD4+ aident a stimuler les cellules
dendritiques et des cellules T CD8 + pour maintenir une réponse de T CD8+ mémoire. Le VIH
inhibe généralement la fonction de coopération cellulaire entre les lymphocytes T CD4 + et T
CD8+ afin de favoriser son évasion. Figure reproduite avec autorisation. Source: Winni DH et
al. 2012 (622).

4.5.2.2 Immunité humorale médiée par les lymphocytes B.

Les réponses anticorps médiées par les lymphocytes (immunité humorale) par suite de
I'infection par le VIH sont caractérisées par des taux d'anticorps élevés, mais non
neutralisants pour la plupart (623). Malgré la pression que les lymphocytes B exercent,
I’échec de réponse humorale est di a I'’émergence rapide de virus résistants aux anticorps
sitot apres I'infection et a I'inaccessibilité des épitopes de neutralisation au niveau du trimere
de I'enveloppe viral (624). Les nombreux sites de glycosylation présents sur les séquences de

I’enveloppe virale contribuent aussi a cette résistance contre la neutralisation (623).
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4.5.2.3 Immunité adaptative médiée par les lymphocytes TCD4+.

Les réponses immunitaires induites a la suite de l'infection par le VIH sont insuffisantes et
inefficaces pour contrdler totalement la maladie. Cette dysfonctionnalité immunologique est
causée par la destruction ou une altération des cellules T (625) par le virus. Elle se traduit par
une déplétion progressive et précoce des lymphocytes T CD4+ entrainant une apoptose
anormale de ces cellules (625) et une inflammation persistante qui conduit a long terme a
I'immunosénescence cellulaire (625). La raison principale de I'inefficacité des cellules T CD4+
est I'échappement immunitaire relié a la diversité génétique (mutations fréquentes) du virus
induit par les nombreuses erreurs de transcription inverse non correctives (3,5 x 10° erreurs
par base et par cycle de réplication) (503). L'expression de l'interféron induit une réponse
contre les antigéenes viraux. Cependant, la prolifération des cellules T est rarement observée
chez une personne infectée non traitée a I'exception des sujets non-progresseurs a long
terme. Cette défaillance des fonctions de restauration cellulaire est la conséquence de la
capacité du virus a provoquer la destruction massive et précoce des cellules T. Ceci entraine
non seulement un épuisement cellulaire et/ou un dysfonctionnement des lymphocytes T CD4
+ régulateurs (Treg), mais aussi des organes lymphoides qui constituent les sites de
maturation et de production de cellules T (626). Cette perte de perte de fonctionnalité est la
conséquence de [l'activation constante du systéme immunitaire qui entraine une
surproduction thymique (625). L’atteinte précoce des lymphocytes TCD4+ en tant que chef
d’orchestre du systeme immunitaire abroge toutes possibilités de coopération cellulaire

nécessaire a la mise en place d’une réponse immunitaire spécifique et efficace contre le VIH.

4.6. Anticorps neutralisants a large spectre contre le VIH.

4.6.1 Définition et réle.

Un anticorps neutralisant a large spectre (bNAbs), dans le cadre de I'infection par le VIH, se
définit comme un type d’anticorps qui se développe généralement dans les 2 a 4 années
apres l'infection, mais dans de rares cas pourrait se développer avant la premiére année
(627). Ces anticorps a large spectre sont munis d’une capacité fonctionnelle d’inhibition de

I'infection des cellules cibles d’un ou de plusieurs variants de VIH-1 (clades). Cette propriété
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fonctionnelle des bNAbs se traduit par une reconnaissance des épitopes cibles conservés,
présents a la surface de I'enveloppe du VIH. Par saturation du site antigénique, ils empéchent
la fixation du virus a la surface cellulaire et/ou sa libération dans le cytoplasme (628-633) et
empéchent la transmission cellule-cellule du virus (634). Par ailleurs, les anticorps
neutralisants a large spectre peuvent jouer un role fonctionnel d’inhibition de I'infection par
le VIH-1 par reconnaissance directe des cellules cibles infectées grace a des motifs de
détresse présents a la surface de I'enveloppe virale. La reconnaissance de ces motifs va
conduire a l'induction d’une cytotoxicité cellulaire dépendant de I’anticorps (ADCC) par
activation des cellules tueuses naturelles (Natural killer, NK) (635). Dés lors, comprendre les
mécanismes d’action des anticorps neutralisants permet d’évaluer les réponses immunitaires
spécifiques induites chez les personnes infectées par le VIH, d’évaluer I'efficacité des
anticorps monoclonaux, d’étudier leurs roles dans la diversité virale et d’évaluer
I'immunogénicité des candidats vaccins anti-VIH en cours de conception (636). Les bNAbs
peuvent étre considérés et utilisés en thérapeutique anti-VIH comme des inhibiteurs
d’entrée (634, 637). La liste des meilleurs anticorps neutralisants a large spectre est
représentée dans la figure XXIIl. Une liste complete des bNAbs identifiés a ce jour est
disponible et régulierement mise a jour dans le site du Los Alamos National Laboratoire
(LANL) (224, 638) a I'adresse ci-dessous:

https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/tables/ab best neutralizing summary.html

4.6.2 Localisation des principaux épitopes de neutralisation au sein du trimere de I'enveloppe
du VIH-1.

Le trimere d’enveloppe du VIH-1 comprend également des régions conservées et des
structures exposées constituant des cibles de la majorité des anticorps neutralisants (bnAbs)
contre le VIH-1. Les meilleurs bnAbs identifiés sont dirigés principalement contre des
épitopes présents au niveau du site de liaison au CD4 (CD4 binding site), des glycanes
associées aux domaines C2, C3, V3, V4, et de la gp120, de la structure quaternaire formée par
les loops V1/V2 ou Quaternary neutralizing epitopes (QNEs), mais aussi de la région externe
de la gp41l (ectodomaine) proximale a la membrane virale (MPER, Membrane-proximal

external region) (211, 508, 639-643). La figure XXIlI ci-dessous illustre la localisation des
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principaux épitopes de neutralisation du trimere de I'enveloppe du VIH-1. Le tableau résume
I'ensemble des anticorps neutralisants a large spectre reconnus pour le moment et leurs

épitopes cibles.

Apex

High-mannose-patch (V1-V2 loop)

(V3-glycan)

PG9
PGT121 PG16
PGT128 PGT145
PGT135 CHO1
10-1074 PGDM1400 CD4bs
VRC24 CAP256-VRC26.09 bi2
VRCO01
gp120-gp41 NIH45-46]
interface SBNC117
PGT151 PGV
Siyn CH103
8ANC195 tin
12A12

Other specificities MPER

2G12 (glycan only) 4E10

17b and E51 (CD4i) 2F5
10E8

VRC34.01 (gp41 fusion peptide)
BBC176 and 3BC315 (V3-CD4i)

Figure XXIll. Représentation des différents anticorps neutralisants a large spectre
(bNAbs) dirigés contre les régions conservées de I'’enveloppe du VIH-1.

La figure ci-dessus illustre les principaux épitopes de neutralisation au sein du trimere de
I’enveloppe du VIH-1 et les bNAbs qui sont associés. Y sont représentés : le site de fixation du
CD4 (CD4bs), de la structure quaternaire formée par la gp120 V1-V2, du MPER, de l'interface
gp120-gp4l, de la glycane associée a la gpl120 V3. Figure reproduite avec autorisation.
Source : Fuchs, Sebastian P et al. 2016 (447, 644).

4.6.3 Mécanismes de résistance du VIH-1 a la réponse neutralisante.

Le VIH développe un certain nombre de mécanismes au niveau des glycoprotéines de son
enveloppe pour résister a la neutralisation induite par les bNAbs produits par le systeme
immunitaire (231, 623, 645-653). Parmi ces nombreux mécanismes de résistance, on peut

citer entre autres :1) une trés grande variabilité génétique des séquences virales de certaines
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régions de I’enveloppe, dont les domaines hypervariables (V1-V5) de la gpl20.
L’hypervariabilité de ces domaines contribue a masquer les épitopes de neutralisation au
niveau du spicule de I'enveloppe; 2) une flexibilité conformationnelle développée par
certaines régions du virus ou les N-glycanes sont impliqués, contribuant a réduire
I'accessibilité de ses différents sites fonctionnels aux bnAbs (653); 3) un remodelage
permanent de la distribution des N-glycanes sur I'enveloppe du virus pour créer ainsi des
contraintes stériques restreignant ainsi l'accessibilité de la plupart des épitopes de
neutralisation (Figure XXIV) (654). Ces N-glycans se dressent comme des boucliers
protégeant le squelette protéique du virus contre les bnAbs (653). Ils protegent certaines
régions de la gp120 contre leur dégradation protéolytique en réduisant le nombre d’épitopes
T helper reconnu (655). Aussi, le VIH s’adapte constamment a la pression exercée par les
bnAbs en modulant le nombre de N-glycans a la surface de la gp120 pour mieux masquer le
squelette protéique contre la neutralisation (Figure XXIV) (653) et enfin; 4) le trés haut degré
de glycosylation (N ou O) contribue a cacher ou a masquer les sites vulnérables de la gp120
contre la neutralisation ou accroitre le potentiel infectieux du virion (229). La N-glycosylation
correspond a la fixation de structures glycosidiques sur I'asparagine d’un séquon NXS/T ou X
représente n’‘importe quel acide aminé sauf la proline (653). La O-glycosylation correspond a
la fixation d’un oligosaccharide sur un résidu sérine ou thréonine (653); enfin, 5) la
modulation de la charge positive globale de la boucle V3 de la SUgp120 contribue non
seulement a déterminer le tropisme viral, mais aussi a la résistance du virus contre la
neutralisation (charge +3 V3) (656). La N-glycosylation de I’enveloppe du VIH-1 est beaucoup
étudié principalement pour son implication dans |'antigénicité, I'immunigénicité et la
neutralisation par des anticorps dirigés contre le VIH-1 (423, 657-661). Cependant, certains
bNAbs (2G12, 8ANC195) reconnaissent des glycans et non pas des régions masquées par

ceux-ci (447, 644, 662-666).
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Figure XXIV. Mécanisme d’échappement du VIH-1 aux anticorps neutralisants médié par
la formation de bouclier de glycane sur les épitopes de neutralisation au niveau de
I’enveloppe virale.

Sont illustrés dans la figure ci-dessus : (a) le mécanisme de liaison des anticorps neutralisants
au complexe trimérique des glycoprotéines d'enveloppes virales (points bleus, gp120); (b) les
mécanismes d’échappement viral a la neutralisation impliquant des mutations aléatoires au
niveau de lI'enveloppe sont représentés par des points rouge et orange. Ces mutations
modifient I'épitope neutralisant (points rouges) et diminuent la liaison de I'anticorps ; (c) les
mécanismes d’échappement viral a la neutralisation par la formation de bouclier glycane
selon Wei et al. (623) induit des blocages stériques au niveau de I'enveloppe qui empéche les
anticorps neutralisants de se lier a leurs épitopes apparentés (points violets). Les ajouts ou le
repositionnement des glycans sont indiqués en violet. Figure reproduite avec autorisation.
Source: Mascola JR, Montefiori DC. 2003 (654).

Le VIH-1 se caractérise par une diversité des protéines externes et internes dues aux
nombreuses erreurs de la transcriptase inverse. Les protéines externes constituées par les
glycoprotéines de I'enveloppe sont les plus exposées, les plus variables interagissant avec les
récepteurs et corécepteurs cellulaires pour établir I'infection par le VIH-1. Elles sont les
seules protéines virales exprimées a la surface des virions et constituent ainsi les cibles des
anticorps neutralisants. Elles contiennent des régions hypervariables fortement glycosylées
et variables en tailles servant de mécanismes d’échappement a la réponse immunitaire
développée par le systéme immunitaire de I’'hote contre I'infection par le VIH-1. Les virus T/F
sont les variants responsables de la transmission du VIH-1. Il serait important d’étudier les

séquences des protéines d’enveloppe de ces virus pour mieux comprendre les événements
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moléculaires développés au cours de la transmission pour permettre d'identifier
d’'immunogénes capables d'induire des réponses anticorps neutralisants de large spectre

contre le VIH-1.

114



CHAPITRE I
HYPOTHESES ET OBJECTIFS






1. Hypotheses de I’étude.

La transmission du VIH-1 a un nouvel héte requiert généralement un seul variant du virus
nommé virus transmis/fondateur pour « transmitted/founder » virus (TF). Ce virus est
sélectionné parmi une multitude de virus exposés a la surface des muqueuses du donneur et
du receveur et a la capacité d’établir efficacement l'infection. L’enveloppe est la premiére
région du génome viral a interagir avec les récepteurs du systeme immunitaire de I'h6te.
Puisque le virus T/F arrive a déjouer I'ensemble des mécanismes de résistance de I'organisme
pour établir l'infection, nous fondons I’hypothese qu’il possede des caractéristiques
génotypiques et/ou phénotypiques spécifiques. Mieux caractériser ces propriétés
moléculaires de I'enveloppe des virus fondateurs contribuera a mieux informer pour la
conception de vaccin contre le VIH-1. Au cours de la primo-infection, les séquences virales de
I’enveloppe des virus transmis fondateurs sont homogenes, puis elles se diversifient en
fonction de I’évolution de la maladie. La mise en place d'une méthode moléculaire pour le
suivi de la diversification des séquences de I'enveloppe chez les sujets infectés par le virus
VIH-1 constituera un biomarqueur pour la détection des nouvelles infections, la prédiction de
I’évolution de la maladie et I'identification des réseaux de transmission de la maladie dans la

population.

2. Objectifs de I’étude.

2.1 Objectif principal.
Etablir une caractérisation moléculaire et phylogénétique des séquences de I'enveloppe de

virus transmis/fondateurs du VIH-1.

2.2 Objectifs secondaires.
2.2.1 Objectif secondaire : Identifier des signatures génétiques particulieres au niveau de
I’enveloppe de virus transmis/fondateur susceptibles de mieux informer les événements

précoces de la primo-infection par le VIH-1.
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2.2.2 Objectif secondaire 2 : Identifier une mesure de diversité génétique de la séquence de
I’enveloppe virale capable de mieux prédire les nouvelles infections a VIH-1.

2.2.3 Objectif secondaire 3:

Identifier les réseaux (cluster) précoces de transmission de I'infection par le VIH-1 par des

analyses phylogénétiques utilisant deux fragments de séquences de I'enveloppe du VIH-1
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RESUME

Contexte : Identifier les nouvelles infections a VIH-1 est crucial pour une meilleure évaluation
de l'incidence de la maladie dans la population et contribue a une optimisation des efforts de
prévention en matiére de santé publique. Nous avons évalué et comparé la performance de
guatre mesures de diversité génétiques des séquences virales de I'enveloppe du VIH -1 dans
leurs capacités a bien identifier les nouvelles infections au VIH-1. Ces quatre mesures
comprennent le pourcentage de diversité, le pourcentage de complexité, I'entropie de
Shannon et le nombre d'haplotypes ciblant treize segments génétiques de I'enveloppe VIH-1.
Méthodes : Au total, 597 échantillons provenant de patients infectés par le VIH en 2013 et
2015 ont été sélectionnés et analysés. Mais a l'issue des analyses d’amplification par
réactions de polymérisation en chaine (PCR), du séquencage (nouvelles générations utilisant
la technologie MiSeq d’lllumina) et du traitement bio-informatique des séquences virales, un
total de 249 séquences majoritaires représentant 134 infections récentes et 115 d'infections
chroniques ont été retenues. Les séquences des régions codantes pour les domaines V1-C5
de la glycoprotéine gp120 et une portion de la gp4l reparties pour les treize segments
génétiques ont été analysées. La capacité des quatre mesures de diversité génétiques a
pouvoir identifier correctement les infections récentes au VIH-1 a été évaluée en utilisant des
courbes de distribution de fréquence, de la médiane et I'interquartile et I'aire sous la courbe
(AUC).

Résultats : Les mesures de la médiane et l'interquartile et I'appréciation des courbes de
distribution de fréquence associées aux 4 mesures de diversité ont permis de démontrer que
le pourcentage de diversité, le nombre d'haplotypes et I'entropie de Shannon présentaient
un potentiel statistiquement significatif pour la différenciation des infections chroniques et
récentes (p <0,0001). En utilisant I'AUC, seule la mesure de |'entropie de Shannon dans trois
segments de l'enveloppe du VIH-1 permettait d’identifier avec précision les infections
récentes a un niveau satisfaisant. Il s’agit en effet, des segments gp120 C2_1 (AUC = 0,806),
gp120 C2_3 (AUC=0,805) et la gp120 V3 (AUC = 0,812).
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Conclusions : Nos résultats indiquent ainsi clairement que la mesure de I'entropie de
Shannon des trois segments de I'enveloppe virale identifiés pourrait servir de biomarqueur

pour le diagnostic des infections récentes pour le VIH-1.
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ABSTRACT

Background: Identifying recent HIV-1 infections is crucial for monitoring HIV-1 incidence and
optimizing public health prevention efforts. To identify recent HIV-1 infections, we evaluated
and compared the performance of 4 sequence-based diversity measures including percent
diversity, percent complexity, Shannon entropy and number of haplotypes targeting 13
genetic segments within the env gene of HIV-1.

Methods: A total of 597 diagnostic samples obtained in 2013 and 2015 from recently and
chronically HIV-1 infected individuals were selected. From the selected samples, 249 (134
from recent versus 115 from chronic infections) env coding regions, including V1-C5 of gp120
and the gp41l ectodomain of HIV-1, were successfully amplified and sequenced by next
generation sequencing (NGS) using the lllumina MiSeq platform. The ability of the four
sequence-based diversity measures to correctly identify recent HIV infections was evaluated
using the frequency distribution curves, median and interquartile range and area under the
curve (AUC) of the receiver operating characteristic (ROC).

Results: Comparing the median and interquartile range and evaluating the frequency
distribution curves associated with the 4 sequence-based diversity measures, we observed
that the percent diversity, number of haplotypes and Shannon entropy demonstrated
significant potential to discriminate recently from chronic infections (p<0.0001). Using the
AUC of ROC analysis, only the Shannon entropy measure within three HIV-1 env segments
could accurately identify recent infections at a satisfactory level. The env segments were
gp120 C2_1 (AUC = 0.806), gp120 C2_3 (AUC = 0.805) and gp120 V3 (AUC = 0.812).
Conclusion: Our results clearly indicate that the Shannon entropy measure represents a

useful tool for predicting HIV-1 infection recency.
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1. INTRODUCTION

At the end of 2014, the Public Health Agency of Canada (PHAC) estimated that approximately
75,500 people were living with HIV/AIDS in Canada, of whom 21% were unaware of their
status [1]. Some efforts are made nowadays to increase diagnosis and linkage to care to
newly diagnosed persons. But it is important to differentiate individuals who were recently
infected from those with chronic infection as it may have a different impact on the epidemic
and its control. It is estimated that the probability of HIV transmission is 26 times higher
during the first 3 months of infection [2, 3] due to the high viral load in newly infected
individuals [2-7]. Hence, identifying recently infected individuals is not only a key measure for
better estimating HIV-1 incidence within the general population [4, 6, 8-10], but also is a
valuable tool for monitoring HIV-1 epidemics and optimizing prevention efforts [3-6] to
reduce HIV-1 forward transmission [2, 11-13]. Several strategies have been developed to
identify recent infections, each exhibiting a varying efficacy [4, 14-18]. The traditional
epidemiological method consists of prospectively following-up HIV infection rates within
cohorts of HIV-1 negative individuals presenting with a high risk of HIV infection [4, 18]. This
approach requires complicated logistics, is expensive and leads to outcome results that are
not representative of the situation prevailing in the general population [18-22]. Serology-
based methods consist of evaluating biomarkers, such as the presence of antigens and
specific antibodies, and their modulation in time [23-35]. A multi-assay based serological
algorithm based on two commercially available avidity assays [24] was recently developed in
our laboratory. It has been shown to provide good discriminatory power to identify
individuals infected within 136 days mean duration of recent infection (MDRI), with an
estimated false recency rate of 3.3% [24]. This algorithm was used in the present study to
classify clinical specimens as recently infected individuals (MDRI < 136 days) or chronically
infected individuals (>136 days) [24]. Finally, a variety of molecular-based assays monitoring
the HIV-1 viral genetic diversity throughout disease progression have been described,
including: 1) The High-Resolution Melting Assay (HRM), which evaluates the melting

temperatures of HIV amplicons to estimate the number of HIV-1 quasi-species present in a
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given individual specimen [36-38]; 2) the number of ambiguous nucleotides (mixed bases)
[17, 39], for which DNA sequences are usually provided by first generation sequencing; 3) the
Hamming Distance (HD), which measures points of variation between two sequences of
equal length [40, 41] using first generation sequencing; and 4) sequence-based diversity
measurements as assessed by next generation sequencing (NGS) [42, 43], which is able to
detect minor variants/mutations at low rates[44]. NGS is a powerful tool for evaluating HIV-1
sequence-based diversity [45] and was previously shown to be more accurate at detecting
recent infections than any other molecular-based method [46]. In this study, HIV-1 env gene
sequences, rather than those from pol or gag, were analyzed, as they are known to evolve
more rapidly than other HIV-1 gene sequences [47-49]. The env diversity has already been
shown to correlate with the HIV-1 Fiebig stages [50] but not in comparison with pol and gag.
The HIV-1 envelope is a complex trimeric glycoprotein located on the viral surface and
composed of the gp120 and gp41 subunits [47-49]. The gp120 subunit is subdivided into five
conserved sub-domains (C1-C5) and five hyper-variable glycosylated loops (V1-V5) [51-54].
The gp41 subunit consists of an ectodomain (ECD), transmembrane domain (TM), and long
cytoplasmic domain (CP) [55]. Each HIV-1 env subdomain or region plays a specific role in
pathogenesis [52, 54, and 56] and is differentially impacted by selective pressure. The
present study evaluated the capacity to predict HIV-infection recency using four sequence-
based diversity measures including the percent diversity, percent complexity, Shannon
entropy and number of haplotypes, screening 13 HIV-1 env segments throughout the gp120
V1-C5 and the gp41 ectodomains.
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2. MATERIALS AND METHODS

Patients and specimens

HIV positive samples. In the province of Quebec (Canada), all serum samples that are
repeatedly reactive using a screening HIV-1,2-enzyme immunoassay (EIA) are submitted to
the provincial reference microbiology laboratory (Laboratoire de Santé publique du Québec,
LSPQ) for confirmation mainly via a HIV-1 Western blot (WB) and/or HIV-1 p24 EIA. Western
blot positive samples are submitted to a multi-assay algorithm (MAA) that combines a
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) modified Bio-Rad-Avidity assay followed by
the Sedia-LAg-Avidity assay [24]. This MAA previously demonstrated good performance for
identifying recent HIV-1 infections, showing a false recent rate (FRR) of 3.3% for a mean
duration of recent infection (MDRI) of 136 days [24]. After the WB and EIA assays, residual
sample volumes are stored at -20°C. For this study, recent infection samples were defined as
follows: WB Negative or indeterminate, positive for HIV-1 p24 (within 22 days of infection) or
positive according to WB but determined by MAA to be recent (within 136 days of infection).
Established infection (chronic) samples were those that were positive according to WB and
determined by MAA to be long-standing (> 136 days of infection). A total of 164 recent
(including 26 p24 antigen positives) and 154 chronic infection samples collected in 2013 as
well as 117 recent (including 28 p24 antigen positives) and 162 chronic samples collected in

2015 were evaluated.

Amplification and Sequencing

Total nucleic acids were extracted from 100 pl of serum using an automated BioRobot MDx
extraction platform using the QlAamp Virus BioRobot MDx Kit (QIAGEN, Valencia, CA,

USA). HIV-1 RNA was amplified using the Superscript IIl One-Step RT-PCR system with
Platinium 1 Taq DNA polymerase (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA)
and, the primers env up forward (5-GTTTCTTTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAG-3’, HXB2
positions 5957-5983) and env-lo reverse (5'-GTTTCTTCCAGTCCCCCCTTTTCTTTTAAAAAG-3’,
HXB2 positions 9063-9088) [57]. The amplification conditions were as follows: 53°C for 30
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minutes (for reverse transcription) and 94°C for 2 minutes for Taqg DNA polymerase
activation, followed by 40 cycles at 94°C for 15 s, 55°C for 30 s, and 68°C for 4 min. Nested
amplification was performed using the Expand™ High Fidelity PCR System kit (Roche
Diagnostics, Indianapolis, USA) as described by the manufacturer. The primers E60F forward
(5’-TAATCAGTTTATGGGATCAAAGC-3’, HXB2 nucleotides positions 6547—6569) [58] and E55R
reverse (5'-GCCCCAGACTGTGAGTTGCAACAGATG-3’, HXB2 nucleotides positions 7940-7914)
[59] were used. The amplification conditions were: 94°C for 2 min, followed by 45 cycles at
94 for 15 s, 55°C for 30 s, and 68°C for 2 min. PCR products were visualized by agarose gel
electrophoresis and purified using the QIAquick 96 PCR Purification Kit from QIAGEN
(QIAGEN, Valencia, CA, USA). The nested RT-PCR generated=1400 bp of the env gene. For
next generation sequencing (NGS), one nanogram (1 ng) of DNA quantified using the Quant-
iT™ PicoGreenl dsDNA Assay kit (Life technologies, Oregon, USA) was used for library
preparation using the Nextera XT DNA library preparation kit from Illumina (lllumina, San
Diego, CA) following the manufacturer's protocol. DNA sequencing was performed on a
MiSeq instrument (lllumina, San Diego, CA, USA) using MiSeql Reagent Kits v3 (600 cycles)

following the manufacturers protocols.

Sequence data processing and genetic diversity calculation
The quality of the NGS runs was evaluated using the lllumina Sequencing Analysis Viewer
V1.10.2 Software and the FastQC application

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/ ). Sequencing depth and

coverage were available under Coverage.txt and ComputeGP120Coverage. Sh in OneDrive
HIV_A kafando project following these links respectively:

https://onedrive.live.com/?authkey=%21AB4CmrTlul82Xw8&cid=709AAES8E69A7368F&id=7

09AAE8E69A7368F%21361&parld=709AAE8E69A7368F%21351&0=0neUp . A species with a

coverage less than 100x were excluded in final statistical analyses. Sequences were de novo
assembled using Iterative Virus Assembler (IVA) [60] to generate a consensus. The HIV-1 env
subdomains gp120-V1 to C5 and a part of the gp41 ectodomain (first 158pb) were analyzed

separately. The gp120-C2 and C3 subdomains were subdivided into 3 and 2 segments for
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in

subsequent analyses to compare DNA sequences of sizes like the other regions as shown

Fig 1.

| Env segment || Vi " V2 | c21 “ c2 2 || c2.3 || V3 || c31 ” C3_2 || va " c4 “ Vs " Cs || Gp41 ECD-NHR |

| Length nts (bp) || 78 " 116 || 100 ” 100 || 94 || 108 || 102 || 56 || 102 " 78 || 80 " 120 || 156 |

gpl20 gp41

§ ks e e
| I:I V3 mv-&lc&ll\l‘l Cs |FP| HR1 IDLl HR2 IIVIPERITM' CD |

1 1 1 23 12 511 ] 856

Env fragment segmented and analyzed

Adapted from Michael Caffiey [61]

Figure XXV. (Article 1, Figure 1). Schematic figures showing all env segments used for
diversity estimates.

Segments length corresponds to that of strain HXB2 of HIV-1 nucleotides positions. Segments used
are denoted by asterisks. env domain abbreviations: SP, signal peptide; C1-C5, conserved domains 1
to 5; V1-V5, variable domains 1 to 5; FP, fusion peptide; HR1, heptad repeat 1 (NHR); DL, disulfide
loop; HR2, heptad repeat 2 (CHR); MPER, membrane proximal ectodomain region; TM,
transmembrane domain; CD, cytoplasmic domain. Image were friendly adapted from Michael Caffrey
[61]; Trends in Microbiology, Volume 19, Issue 4, Pages 191-197 (April 2011)
10.1016/j.tim.2011.02.001. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189999.g001 .

To map subdomains, consensus sequences were aligned with the HXB2 env reference
sequence (GenBank accession number K03455.1-HIVHXB2CG env nucleotides positions 6225-
8795) using Clustal W in MEGA7.0 (www.megasoftware.net) [62]. The env subdomain length
delimitations followed the HXB2 complete genome numbering were as follows: gp120 V1
(6615-6692=78 pb), V2(6696-6812=116 pb), C2_segment 1 (6813-6913=100 pb), C2_segment
2 (6914-7014=100 pb), C2_segment 3 (7015-7109=94 pb), V3 (7110-7217=108 pb),
C3 segment 1 (7218-7320=102 pb), C3 segment 2 (7321-7376=56 pb),v4 (7377-
7478=102 pb), C4 (7479-7556=78 pb), V5 (7557-7637=80 pb), C5 (7638-7757=120 pb) and
gp41-ectodomain (7758-7915=158pb). Intra-patient genetic diversity was evaluated for each
subdomain/segment  using an  in-house  coded Python pipeline.  SMALT

(http://www.sanger.ac.uk/science/tools/smalt-0) was used to map the reads against their

respective consensus sequence, and SAM tools (Sequence Alignment/Map) [63] were used
for analysis of the mapping file generated by SMALT. Bioconductor packages

(https://bioconductor.org/) [64] were used for the genetic diversity calculation. More details
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about the specific packages and the python codes used for diversity estimates are available

and DOIs to access are below: https://github.com/EricFournier3/ HIV variants and

https://1drv.ms/f/s!Ao82p2mOrppwgl8eApg05btfNISP.

The four sequence-based diversity measures were calculated as previously described [36, 42]
as shows in S1 Table (Table IV from thesis, Example (Annexe 1, french). Briefly, the percent
diversity was evaluated as the average pairwise genetic distance between two sequences
[42], the percent complexity was expressed as the number of distinct variants divided by the
total number of reads x 100 [42], and the Shannon entropy index (S) was calculated using a
formula that accounts for both the number of distinct reads and their proportional
representation in the dataset [42, 43]. The number of haplotypes strictly included the
number of distinct quasi-species or variants present in at least 1% or more in the viral
population [42]. The frequency distribution curves (ggplot2, graphs) of the percent diversity,
percent complexity, Shannon entropy and number of haplotypes for recent compared to

chronic sequences (statistical analysis) were generated using the statitiscal software R [65].
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Tableau IV. (Article 1, S1 Table). Method of calculation of sequence-based diversity

measures.

Description of sequence-based diversity measures

Diversity measure

Method of calculation

% diversity

MEGA 7.0 (www.megasoftware.net) was used to analyze
gap-stripped sequence alignments. This value is reported

as a percentage.

% complexity

[(no. of distinct variants)/{total no. of reads)}] x 100

Shannon entropy

(s)

1 . .
S=— (m) Y1 pilogpi

where p; is the proportion of reads consisting of each
unique sequence pattern, N is the total no. of
sequences, and n is the no. of distinct sequences.
Consider the proportion and the number of distinct reads

in the same sequence.

umber of
Faplotype

Consider the number of distinct variant in the same

specimen.

Table reproduced with authorization from. Cousins MM et al. J Clin Microbiol. 2012 [42].

Determination of HIV Subtypes

We used two HIV subtyping tools to determine a consensus HIV subtype. The Rega HIV
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Subtyping Tool V3 [66] (http://regatools.med.kuleuven.be/typing/v3/hiv/typingtool) and,

Confirmation with the NCBI HIV Subtyping tool [67]

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi).

Determination of the sequence-based diversity measure performance

The performance of individuals or combined sequence-based diversity measures for
discriminating recently from chronic infections was evaluated using the area under the curve
(AUC) of the receiver operating characteristics (ROC) [68]. The best value for the AUC is 1.0,
which represents 100% sensitivity and 100% specificity at distinguishing recently from
chronic infections. Interpretations of the AUC values for the sequence-based diversity of
recent versus chronic HIV-1 infected individuals in our study followed the grading guidelines
that were previously described by D.G Kleinbaum and M. Klein (2012) [68]. Briefly, scores
from 0.90-1.0 were excellent discrimination (scored A), scores from 0.80-0.90 good
discrimination (scored B), scores from 0.70+0.80 fair discrimination (scored C), scores from
0.60+0.70 poor discrimination (scored D) and scores from 0.50+0.60 failed discrimination
(scored F). AUC of ROC analysis was also used to identify the optimal cut-off values that
would distinguish recently from chronic infections with high accuracy (high sensitivity and
high specificity) as previously described [69]. The following online link will help
understanding calculation methods and identification of the optimal or best cut-off values:

https://ncss-wpengine.netdna-

ssl.com/wpcontent/themes/ncss/pdf/Procedures/NCSS/One ROC Curve and Cutoff Analysis.pdf.

The best cut-off values of measures must have the highest accuracy, which corresponds to its
capacity to correctly classify the highest true positive rate (TPR) or sensitivity and highest
true negative rate (TNR) or specificity. Here, the TPR represents the recent HIV-1 infected
individuals who were correctly classified, and the TNR represents the chronic HIV-1 infected
individuals who were also correctly classified by the same test. Statistical analyzes summary
statistics (mean, median and interquartile range) were used to estimate the intra and inter-
patient envelope genetic diversity. The student t-test was used to compare the diversity

measures between sequences from recent and chronic infections. Analyses were performed
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using Epi Info™ 7 (www.cdc.gov/epiinfo) and IBM SPSS Statistics software. P-values below

0.05 were considered statistically significant.

Ethics Statement

A retrospective patient's samples were used in this study and were obtained from the LSPQ
serobank collection. They were collected for routine diagnostic purposes in 2013 and 2015.
All samples were anonymized before we accessed them for the study. No nominal
information of patients were used for analysis and data management. Written informed
consent was obtained from individuals in the primary HIV infection (PHI) cohort of Quebec
included in study. Ethical clearance was obtained from the « Le Comité d’éthique de la
recherche (CER) du Centre hospitalier de I’Université de Montréal » (CHUM), Montréal,

Canada.

Nucleotide sequence accession number
The Miseq d'lllumina sequencing data obtained in this study (n=249) were deposited and

available in the GenBank Sequence Database (NCBI) under GenBank accession KY946451 to

KY946713 as reported in S1 Dataset.
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3. RESULTS

A total of 597 specimens from individuals newly diagnosed HIV-1+ and sampled in years 2013
and 2015 were collected in this study. All, except for p24 positive samples, were subjected to
an avidity Multi-assay algorithm (MAA) to assess infection recency by serological tests. From
those, 281 were categorized as recent infections and 316 as chronic. These specimens were
not successfully passed the PCR amplification and sequencing process. The success rate of
the nested RT-PCR step was 46% (276/597), and 97% of the latter were successfully
sequenced (n = 263) as presented in Fig 2. At the sequence data management and processing,
the very short ones or containing gaps estimates to 5% (14/263) after alignment with HXB2
env reference sequence were excluded. Finally, n = 249 sequences that corresponds to one

per patient were included in this current study (Fig 2 and S1 Dataset).

138
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Figure XXVI. (Article 1, Figure 2). Number of sequences (one per patient) used in this
study.

N=249 derived from 134 recently versus 115 chronically HIV-1 infected individual's sequence
data were included in the study.
For HIV-1 subtyping, seventy-seven per cent (77%) of the sequenced samples (n = 192/249)

were clade B subtypes and 30% for non-B as presented in Table 1 and reported in S1 Dataset.

Tableau V. (Article 1, Table 1): HIV-1 subtype distribution of the sequences analyzed in
this study.
lHiv-1 Subtype Number of sequences for recently Number of sequences for chronically Total of number of sequences
HIV-1 infected individuals HIV-1 infected individuals
No % No % No %

A1 1 8,21% 12 10,43% 23 9,24%
B 106 79,10% 86 74,78% 192 77,11%
C 3 2,24% 6 5,22% 9 3,61%
CRF 01_AE 7 5,22% 0 0,00% 7 2,81%
CRF 02_AG 1 0,75% 3 2,61% 4 1,61%
CRF11 0 0,00% 1 0,87% 1 0,40%
D 5 3,73% 2 1,74% 7 2,81%
F1 1 0,75% 3 2,61% 4 1,61%
G 0 0,00% 2 1,74% 2 0,80%
TOTAL 134 100% 115 100% 249 100%
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189999.1001
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The HIV-1 env diversity in specimens from recent and chronic infections was examined using
four distinct sequence-based diversity measures including percent diversity, percent
complexity, Shannon entropy and number of haplotypes. To study the profile of diversity
values that are associated with recent versus chronic specimens, frequency distribution
curves (ggplot2 of R) were generated for each of the 4 sequence-based diversity measures

and across all the HIV-1 env segments selected (Figs 3-6).
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Figure XXVII. (Article 1, Figure 3). Frequency polygons (ggplot2) of percent complexity of
env sequences of recent HIV-1 infected individuals compared to chronically infected
ones by env segments.

The Y axis represents the density of observations (frequency) and the X axis the percent
complexity distribution as sequence-based diversity measure. The blue color represents plot
and distribution for recent HIV-1 infected population and the red color plot and distribution
for chronic infected ones.
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Figure XXVIII. (Article 1, Figure 4). Frequency polygons (ggplot2) of percent diversity of
env sequences of recent HIV-1 infected individuals compared to chronically infected
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The Y axis represents the density of observations (frequency) and the X axis the percent
diversity distribution as sequence-based diversity measure. The blue color represents plot
and distribution for recent HIV-1 infected population and the red color plot and distribution

for chronic infected ones.
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Figure XXX. (Article 1, Figure 6). Frequency polygons (ggplot2) of Shannon entropy index
of env sequences of recent HIV-1 infected individuals compared to chronically infected
ones by env segments.

The Y axis represents the density of observations (frequency) and the X axis the Shannon
entropy index distribution as sequence-based diversity measure. The blue color represents
plot and distribution for recent HIV-1 infected population and the red color plot and
distribution for chronic infected ones.
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These frequencies of diversity distribution curves for each measure comparing recent to
chronic HIV-1 infected individuals by env segments are also available online following this link:

https://1drv.ms/f/s!Ao82p2mOrppwgl8eApq05htfNI8P. As shown in Fig 3, the percent

complexity frequency distribution curves from recent versus chronic infections were
overlapped at the same low complexity level. These results showed that this diversity
measure did not allow for a clear discrimination between the two HIV-1 infected populations.
The medians and means analyses of diversity seemed to confirm these observations for all
the HIV-1 env segments analyzed (S2, S3 and S4 Tables). But, a statistical analysis (student t-
test) confirms this view for only env gp120 C3_2, V1 and V5 segments (P>0.05), the others
env segments were statistically significant (P<0.05) as summarized in S4 Table. Conversely,
the percent diversity (Fig 4), number of haplotypes (Fig 5) and Shannon entropy (Fig 6)
distribution curves of recently infected individual's sequences peaked at lower diversity
values compared to the curves associated with chronic infections, which were more widely
distributed and shifted towards higher diversity values for all the env segments analyzed.
These observations were indicative of the good discriminatory power of these 3 diversity
measures for all the env segments tested. The summary statistics (mean, medians and IQR
observations seemed to confirm the differences between recent and chronic HIV-1 infected
populations as shown in S2, S3 and S4 Tables. Also, the statistical analysis using student t test
confirms and demonstrates a significant difference between recent and chronic sequence
diversity (P<0.05) for these 3 measures for any env segments analyzed as shown in S4 Table.
The area under the curve (AUC) of receiver operating characteristics (ROC) analysis was used
to compare the performance of each sequence-based diversity measure in their ability to
identify HIV-1 infection recency based on analysis of the 13 segments of HIV-1 env (Figs 7 and
8). Using the percent complexity measure, we observed that both the gp120-V2 and V3 loop
segments showed fair discrimination (AUC= 0.7) as opposed to the other eleven env
segments tested, which presented poor discrimination (AUC<0.6). Using the percent diversity
measure, fair discrimination was observed for 11 env segments (AUC= 0.7), while the 3 env
segments, gp120- C4, C5 and V5, exhibited poor discrimination (AUC=0.6). The number of

haplotype measures exhibited fair discrimination for 10 env segments (AUC= 0.7) and poor
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discrimination for 3 env segments, gp120 C5, V1 and V5 (AUC=0.6). However, the Shannon
entropy showed good discrimination power for 3 env segments, gp120 C2_1, C2_3 and V3
(AUC=0.8); fair discriminatory power (AUC = 0.7) for 9 env segments, gp120C2_1,C3_1,C3_2,
C4, C5, V2, V4, V5 and gp41l-ectodomain; and poor discriminatory power (AUC = 0.6) for the
env gpl20 V1 segment. The Shannon entropy was the only single sequence-based diversity
measure for which a significantly good discriminatory power was observed. It is therefore
identified as the best performing diversity measure for the HIV-1 env segments analyzed.
More specifically, the gp120 C2_1, C2_3 and V3 HIV-1 env segments appeared to be the most
predictive for identifying HIV-1 recency (Table 2 and Figs 7-11).

Tableau VI.  (Articlel, Table 2). Performance of Shannon entropy as a measure for
identifying recent HIV-1 infections

IHI'H'~I eny Diversity Optimal Cut-off HIV-1 Subtypa AUC  AUC[95% TPR THR N recent/

sagmeant Mmeasure value [=)] (Sm) (Sp) chronic

GF120-C2_1 Shannon antropy 0.054 Multiple 0.806 [0.752- B2% &% 134/115
0.B61)

GP120-C2_3 Shannon antropy 0.053 Muiphe 0,805  [0,749= o5 | 6% 134115
0662

GP120-V3 Shannon antropy 0.083 Multiple 0.812 [0.758- B7%:  BE% 1341115
0.BEG|

GF120-C2_1 Shannon entropy 0.054 B 0.791 | [0.726— BO%: | 60%:  106/86
0BS54

GP120-C2_3 Shannan antropy 0.06 B 0,810 [0.747= 1% | 66% 106/86
0,673

GF120-V3 Shannon antropy 0.083 B 0831 | [0.773- B0% | BE%:  106/86
(.BEH)

GP120-W3 Shannon entropy 0.083 MuHiple WB+/MAA+Specimans as 0801 | [D,740- BOS. | BE% BOM1S

racent 0LB63]

GP120-V3 Shannon antropy 0.087 Multiple: p24+ spacimens as recent 0827 | [0.763- 83% 60 54115
0LE31]

GP120-C2_1 Shannon entropy 0.08 Mulliple; p2d+ specmens as recen! 0,850 | [0,794- B3% 6% 54115
0,905

GP12-G2_3 Shanron antropy 0.048 Mutiphe; p2d+ specmens as recen! 0,844 [0, 786- 91% | T1% 54115
0.502]

TPR (true positive rata) = sensitivity: recant HIV-1+ specimans cormectly classifiad,

THF (irse negative rate) = specilicity: chronle HIV-1+ specimens comectly classilied. The optimal cutoll value indicalas the proportion of patiens comectly

clagsified and raprasantéd th highest TPR (recendy) + THR [Chromic) or (Soensitivity+ Spocificity)

o] alpone 01595540
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Figure XXXI. (Article 1, Figure 7). ROC curves comparing the performance of the 4
sequence-based diversity measures for discriminating recently from chronic HIV-1
infection.

Four selected HIV-1 gp120 conserved subdomains (C2, C3, C4 and C5) subdivided on seven
segments were analyzed, 3 segments on the gp120-C2 region (C2_1; C2_2 and C2_3), 2
segments on the gp120-C3 region (C3_1 and C3_2), 1 segment on gp120-C4 and 1 segment
on gpl20-C5. The Y axis represents the proportion of sequences from true recent HIV-1
infected individuals (sensitivity), and the X axis the proportion of recent HIV-1 infected
individuals who were incorrectly classified (1-specificity). ROC = receiver operating
characteristics. AUC (area under the curve) values between 0.8 and 1 were considered
performance measures.
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Figure XXXII. (Article 1, Figure 8). ROC curves comparing the performance of the 4
sequence-based diversity measures for discriminating recently from chronic HIV-1
infection.

Five HIV-1 gp120 variable loops and one part of gp41 ectodomain (NHR). Five segments
represented each of the HIV-1 gp120 variable loop as well as 1 segment of the gp41- NHR
ectodomain were analyzed: gp120-V1 loop, gp120-V2 loop, gp120-V3 loop, gpl120-V4 loop,
gp120-V5 loop and part of the gp41-NHR ectodomain. The Y axis represents the proportion
of sequences from true recent HIV-1 infected individuals (sensitivity), and the X axis
represents the proportion of recent HIV- 1 infected individuals who were incorrectly
classified (1-specificity). ROC = receiver operating characteristics. NHR = N-terminal heptad
repeat. AUC values between 0.8 and 1 were considered performance measures.
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Figure XXXIII. (Article 1, Figure 9). ROC curves comparing the predictive performance of
different combinations of sequence-based diversity measures of HIV-1 gp120 conserved
subdomains to identify HIV-1 infection recency.

Five combinations of sequence-based diversity measures were analyzed. Shannon entropy + percent
diversity + percent complexity: P1; percent diversity+ number of haplotypes+ percent
complexity: P2; number of haplotypes+ percent complexity: P3; Shannon entropy+ percent
complexity: P4 and percent diversity+ percent complexity: P5. Seven HIV-1 env segments
were considered: gp120-C2_1; gp120-C2_2; gp120-C2_3; gp120-C3_1; gp120-C3_2; gp120-C4
and gp120-C5. ROC = receiver operating characteristics; AUC = area under the curve. AUC
values between 0.8 and 1 were considered performance  measures.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189999.g009
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Figure XXXIV. (Article 1, Figure 10). ROC curves comparing the predictive performance of
different combinations of sequence-based diversity measures of five HIV-1 env gp120
variable loops and one part of the gp4l-ectodomain (NHR) to identify HIV infection
recency.

Five combinations of sequence-based diversity measures were analyzed. Shannon entropy +
percent diversity + percent complexity: P1; percent diversity+ number of haplotypes+
percent complexity: P2; number of haplotypes+ percent complexity: P3; Shannon entropy+
percent complexity: P4 and percent diversity+ percent complexity: P5. Six HIV-1 env
segments were considered: gp120-V1 loop; gp120-V2 loop; gp120-V3 loop; gp120-V4 loop;
gp120-V5 loop and, gp41-NHR (partial ectodomain). NHR = N-terminal heptad repeat. ROC =
receiver operating characteristics; AUC = area under the curve. AUC values between 0.8 and
1 were considered performance measures.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189999.g010
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Figure XXXV. (Article 1, Figure 11). ROC curves comparing the predictive performance of
different combinations of sequence-based diversity measures of HIV gp120-C2-1, gp120-
C2_3 and gp120-V3 segments for identifying HIV-1 subtype B infection recency.

Five combinations of sequence-based diversity measures were analyzed: P1, percent
complexity; P2, percent diversity; P3, number of haplotypes; P4, Shannon entropy; PS5,
Shannon entropy+ percent diversity and P6, Number of haplotypes+ percent diversity. Three
HIV-1 env segments were considered: gpl120-C2_1, gp120- C2_3 and gpl20-V3. ROC =
receiver operating characteristics; AUC = area under the curve. AUC values between 0.8 and
1 were considered performance measures.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189999.2011.

To increase the discriminatory power of our assays, we combined the 4 sequence-based
diversity measures and used logistic regression analyses to identify the combination that
performed best. As presented in Figs 9 and 10, only combinations including Shannon entropy,
such as Shannon entropy + percent diversity + percent complexity, or Shannon entropy +
percent diversity or Shannon entropy + percent complexity of gp120 V3 (AUC = 0.815), gp120
C2_1 (AUC = 0.806) and gp120 C2_3 (AUC = 0.805), presented a performance equivalent to
that of Shannon entropy alone for the same respective env segments, gp120 V3 (AUC =
0.812), gp120 C2_1 (0.806) and gp120 C2_3 (0.805). The other sequence-based diversity
measure combinations for any of the 13 env segments analyzed showed a fair to poor
discriminatory power (Figs 9 and 10). The env gp120 C2 and C3 subregions as too long were
previously segmented on 3 and 2 segments respectively to respect the objective of less than
100bp as sliding windows for our analyses. As shown in Table 3, the combining multiple

segments didn’t increase the discriminatory effect. For example, when combining gp120-C2
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sub region including C2_1+C2_2+C2_3 segments the area under the curve (AUC) of ROC of
Shannon entropy for example were: 0,790 CI95% [0,757-0,823] and less than this previous
value for the 3 other measures. This combination predicts moderate discriminatory effects
compared to C2_1 and C2_3 alone which adequately predicted HIV recency with respective
AUC = 0.806 and AUC = 0.805. Combining env gpl120 C3 (C3_1+C3_2 segments) or
considering env gp120-V1C5 also does not perform well either (AUC<0.8).

Tableau VII. (Article 1, Table 3). Performance of 4 sequence-based diversity measures
for non-B HIV-1 subtypes by env segments using AUC au ROC

analysis.
|En\r segment Diversity measure AUC 95%Cl Optimal Cut-off TPR TNR N: recent/chronic)
(Recent) (Chronic)
GP120C2 1 Percent complexity 0,805 [0.693-0,918) 0.0004 75% 2% 28/29
Percont diversity 0,842 [0,743-0,941) 0,0231 100% 5% 28/29
Shannonentropyindex 0,844 [0.741-0,946] | 0.0895 9%6% 66% 28729
Nb_haplotypes 0,826 [0.720-0,931) 8 96% 55% 28/29
GP120C3_2 Peorcont comploxity 0,759 [0,631-0,887) 0,0004 93% 55% 28729
Percont diversity 0,821 [0.705-0.938) 0.0216 3% 2% 28/29
Shannon enlropy index | 0,795 [0,669-0921)  0,0774 89% 72% 28/29
Nb_haplotypes 0849  [0,740-0,959) 7 3% 72% 26029
GP120-C3 Percent complexity 0.718 [0.623-0.812) 0.0002 38% 62% 28/29
Percont diversity 0,803 [0,720-0,886) 0,0222 88% 2% 28/29
Shannonentropyindex 0,767  [0.677-0.857] | 0.0776 86% 64% 28/29
Nb_haplotypes 0812 [0.728~0,896) 7 95% 62% 28/29
GP120C4 Petcent complexity 0,698 |0.557-0,839) 0,0003 89% 55% 28/29
Percont diversity 0819 [0,702-0936) 00235 %6 66% 28029
Shannon entropy index 0,752 [0.622-0,883) 01214 100% 48% 28/29
Nb_haplotypes 0,756 [0,625-0,887) 7 96% 55% 28/29
GP120V2 Percont comploxity 0.762 [0.621-0,903) 0.0012 79% 67% 28/29
Percont divorsity 0,845 [0.732-0,959) 0.0174 92% 67% 2829
Shannon entropy index 0,766 [0.622-0,909) 0,1338 92% 62% 28/29
Nb_haplotypes 0,761 [0,615-0,907) 8 92% 57% 28/29
TPR (true positive rate) = sensitivity: recent HIV-1+ specimens correctly classified. TNR (true negative rate) = specificity: chronic HIV-1+ specimens
correctly classified. The optimal cutolf value indicalos the highes! accuracy (proportion of patients correctly classilied) represented the highest TPR
(recency) + TNR (chronic) or (Sensitivity+ Specificity)

Considering only HIV-1 env sequences from B subtype specimens, which were the most
prevalent in Canada and most represented in our study population (Table 1), the AUC values
were slightly increased for two env segments, gp120 C2_3 (AUC = 0.810 for subtype B alone
compared to 0.805 for all subtypes) and gp120 V3 (AUC = 0.831 for subtype B compare 0.812

for all subtypes), as shown Fig 11 and Table 2.
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The performance of sequence-based diversity measures and identifying the most predictable
env segments were also evaluated for non-B subtypes. As shown in Table 3, the percent
complexity, percent diversity, Shannon entropy and number of haplotypes perform better for
gp120 C2_1 segment, respectively with an AUC = 0.805, 0.842, 0.844 and 0.826 of each
measure. Also, the percent diversity (AUC = 0.821) and number of haplotypes (AUC = 0.849)
performed well for env gp120 C3_2 segment. Finally, the Percent diversity performed well for
gp120 C4 (AUC = 0,819) and gp120 V2 (AUC = 0.84) segments/sub regions. For non-B
subtypes, percent diversity seemed to perform well in several env segments analyzed (C2_1,
C3_2, C4 and V2). But, the lower sequences data, least than 30%, n = 55 (28 recent versus 29
chronic) used in the current study limited the statistical conclusion as well as their
performances.

Taking into consideration the Shannon entropy index (S) as the best sequence-based diversity
measure and env gpl120-C2_1, gpl120-C2-3 and gpl120-V3 as the more predictive env
subregions/segments, we identified the optimal cut-off values.

Indeed, for all HIV-1 subtypes, the best Shannon entropy index (S) cut-off values were as
follows: (S) = 0.054 for gp120-C2_1, (S) = 0.059 for gp120-C2_3 and (S) = 0.083 for gp120-V3
(Table 2). Using these cut-off values, the related sensitivity, which determines the true
positive rate (recent HIV-1 infected specimens correctly classified), versus specificity, which
determines the true negative rate (chronic HIV-1 infected specimens correctly classified), was
82% versus 69%, 90% versus 67% and 87% versus 66% for the env segments gp120-C2_1,
gp120-C2_3 and gp120-V3, respectively.

Moreover, if only sequences from subtype B specimens were considered (Table 2), the
sensitivity (recent HIV-1 infected individuals correctly classified) versus specificity (chronic
HIV-1 infected individuals correctly classified) of the Shannon entropy index (S) was,
respectively to 91% versus 66%, with a cut-off of (S) = 0.059 for env gp120 C2_3 and 90%
versus 66%, respectively, with a cut-off of (S) = 0.082 for gp120 V3.

Further analyses excluding p24 positive samples for recency sequences and including only
recent infection as determined by MAA and Western Blot positivity, showed that only the

Shannon entropy measure of the gp120-V3 segment presented good discriminatory power
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(AUC = 0.801). This measurement presented 89% of sensitivity to identify recent specimens
and 66% of specificity for identifying chronic specimens at a cut-off of (S) = 0.0803 (Table 2).
On the other hand, when comparing only sequences obtained from p24 positive samples
(acute infection), the performance (AUC) and accuracy (sensitivity and specificity) slightly
increased for Shannon entropy index (S) measures for three env segments (gp120-V3, gp120-
C2-1 and gp120-C2-3) (Table 2). Indeed, the Shannon entropy AUC for gp120-V3 was 0.827,
which represents a sensitivity of 93% and specificity of 60% at a cut-off value of (S) = 0.097
(Table 2). For gp120-C2_1, the AUC was 0.850, which represents a sensitivity of 93% and
specificity of 66% at a cut-off of (S) = 0.060 (Table 2). Finally, for gp120-C2_3, the AUC was
0.844, representing a sensitivity of 91% and specificity of 71% at a cut-off of (S) = 0.048 to

correctly identify HIV-1 recency as resumed in Table 2.

4. DISCUSSION

In this study, we assessed the performance of 4 sequence-based diversity measures including
percent complexity, percent diversity, Shannon entropy and number of haplotypes used
either as independent markers or in combinations to predict HIV-1 infection recency. Our
analyses focused on 10 subdomains/sub-regions of the HIV-1 envelope gene between gp120-
V1 and gp120-C5 and the gp4l-ectodomain. These sub-regions or domains are segmented
into 13 fragments of 94 to 158 bp. Because they are too long, the gp120-C2 and gp120-C3
sub-regions are fragmented into 3 and 2 segments, respectively. The choice of these env sub-
regions was strictly guided by an objective to include all of the gp120 variable regions [70].
Combining multiples segments of them, gpl120 C2 (C2_1+C2_2+C2 3) or gpl20 C3
(C3_1+C3_2) did not increase discriminatory power of recent HIV-1 infections from chronic
ones based on sequences diversities.

We observed that the Shannon entropy measure, which considers the number of reads and
proportional representation of each read in individual specimens [42, 43], when calculated
for env gp120-V3, gp120-C2 segment 1 and gp120-C2 segment 3, can correctly distinguish
between recently infected and chronically infected individuals with good performance

(AUC=0.8). The fragment lengths of these env segments were previously described (i.e., 116
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bp for V3, 100 bp for C2_1 and 94 bp for C2_3). These env segment sizes suggested that a
short fragment of the HIV-1 env gene can be useful for predicting HIV-1 recency. Combining
Shannon entropy with other measures, such as the percent diversity and/or percent
complexity and/or percent complexity within the env subdomains, did not markedly increase
its predictive value compared to Shannon entropy alone (Figs 9 and 10). This suggests that
the single Shannon entropy index as measure performs better than combining with any
others diversity measures. It is therefore suggested that the Shannon entropy index (S)
within 3 env segments (gp120-C2_1, gp120-C2_3 and gp120-V3) as well as HIV-1 subtype B,
could be used in public health programs to monitor newly acquired HIV-1 infections in
multiple HIV-1 subtype circulating areas.

The utility of viral sequence diversity measurements to determine HIV-1 recency has already
been demonstrated [39, 41, 46, and 70]. Analysis of segmented regions of the HIV-1 genome
to identify the most predictive genomic regions for infection recency has been previously
described for gag [70]. In this previous study, Wu et al., 2015 used a longitudinal subtype C
sequence and compared 5 gag fragments of 50 bp, 100 bp, 150 bp, 200 bp and 250 bp. They
observed that the most predictive regions for recency were those with higher mutation rates,
such as gag p17 and p2/p7/p1/p6, compared to more conserved regions, such as gag p24
[49]. Furthermore, data used for the latter study were derived from first generation
sequencing, which probably underestimates viral diversity since minor variants need to
represent more than 20% of the total population to be detected using this technique [45].
The NGS approach used in our current study has been shown to be more sensitive and may
offer the possibility of detecting minor HIV-1 variants/quasi-species that are present in less
than 1% of the viral population sampled [42, 43]. We have decided to screen the HIV-1
envelope sequence diversity (the gp120 and gp41l regions) as this gene include the most
variable regions of the HIV genome. It is therefore more representative of viral diversification
over time as they undergo constant selective pressure from the immune system [71, 72].
Here, when using the median calculation and the frequency distribution curves, we showed
that recently infected individuals presented significantly less env sequence-based diversity

than chronically infected ones. Our data confirmed previous observations indicating that
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sequences from recently infected populations are more homogeneous than those from
chronically infected populations [50]. These differences were clearly observed by the
Shannon entropy, percent diversity and number of haplotypes measures, while the percent
complexity was not clearly different between the two groups for 3 env segments (52, S3 and
S4 Tables). These results confirm previous results by Cousins et al., 2012 [42], who analyzed
mostly subtype D env gp4l fragments, while our specimen collection contained
predominantly subtype B and evaluated 13 shorts segments of HIV-1 env gp120 and gp41l
(from 94bp to 158bp). The analysis of shorts segments of the env gene is interesting from a
technical standpoint since amplification and library preparation from shorts DNA fragments
during sequencing is time-saving (i.e., no fragmentation step required) and can be achieved
at a lower cost on lllumina MiSeq platforms.

The performance of the sequence-based diversity measure using the AUC of ROC analysis in
our current study globally supports previous investigations by Moyo et al.,, 2016 [73],
However this study was conducted on the gag and env regions from SGA of HIV-1 subtype C
using the pairwise genetic distance (PwD) or percent diversity as measure of env gp120-V1C5
fragment. The authors determinates an AUC of 0.83 at 130 days of infection [73], which is
considered to be good discriminatory power.

Comparatively to Moyo et al.,, 2016 approaches, the current study determines moderate
discriminatory power of env gp120-V1C5 with Shannon entropy index of (AUC = 0.765
[0.747-0,784] and for Percent diversity (AUC = 0,704 [0,684-0,723]. Comparatively to our
results, sequences data used (HIV-1 C subtype compared to predominant B subtype) may
probably impact performance of sequences-based diversity estimating. In the current study,
HIV-1 C subtype represented less than 4% (n = 9) of study population so that, we cannot
make performant statistical analyses and address objective comparison with Moyo et al.,
2016 study. However, our finding may contribute to knowledges with identification of very
shorts predictable env segments of B and non-B subtypes populations. Also, we have
identified a best sequenced-based diversity measure (Shannon entropy) which performed
well for accurate identifying of HIV-1 recency. However, it would be subjective to address a

comparison using the same algorithm with similar segmented regions if we must consider the
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HIV-1 subtype on these published data and compare accuracy of both approaches. Futures
studies using the same sequences data would be necessary.

In our current study, we found that only the Shannon entropy index presented good
discriminatory power for three env segments (gp120-C2-1, gp120-C2_3 and gp120-V3), while
the percent diversity measure presented fair or poor discrimination for a few env segments.
These differences could be linked to the fact that, in our study, shorts segments of the env
gene were analyzed and that our specimen collection was mostly composed of HIV-1 subtype
B. Nevertheless, by 130 days of infection, the sensitivity (true recent infected individuals
correctly classified) of Moyo et al., 2016 [73] study was 79.37% and established (specificity)
72.57% at PwD cut-off of 0.005. This sensitivity (79.37%) was less than that found in our
study for Shannon entropy, which provided a sensitivity of 87% and specificity of 66% in
gp120V3, 82% versus 69% in gp120 C2_1 and 90% versus 67% in gp120 C2_3.

These differences indicate that the Shannon entropy index performs better for the
identification of HIV-1 recency regarding the highest proportion of recently HIV-1 infected
individuals correctly identified comparatively to the chronically infected ones.

Yang et al., 2012 also used the PwD to identify recently HIV-1 subtype B and CRF07_BC
infected individuals using the env gp120-C2V5 region. In this previous study, authors found
an AUC = 0.97 at a sensitivity of 90 to 95% versus specificity of 78.8% in population of (n =
160 for recent versus 264 chronic infected individuals) at a PwD cut-off value of 0.24 by 150—
350 days of infection [74]. We observed the similar performance with true recent HIV-1
infected individuals correctly classified (sensitivity) versus chronic ones (specificity) of 90%
versus 66% in gpl120 V3 and 91% versus 66% in gp120 C2_3 for the Shannon entropy
measure.

The HIV-1 recency power increased for acutely infected individuals’ samples (p24+ WB-)
compared to chronically infected individuals’” samples over that of recently infected
individuals < 136 days (WB+ and MAA determination) [24] compared to chronically infected
individuals, as shown in Table 2. This is consistent with env gene diversification (Fiebig stage)
following HIV-1 transmission, as shown by Keele et al., 2008 [50], and confirms the greater

HIV-1 env sequence homogeneity and diversity increasing in the acute to recent stage of
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infection and the highest env sequence diversity (heterogeneity) in chronic/late stage of
infection.

In summary, our current study shows that the Shannon entropy of HIV-1 env gp120-V3 and
gpl120 C2 segments 1 and 3 correctly predicts recent HIV-1 infections with performant
accuracy. Importantly, HIV-1 env gp120-V3 was shown to be the best predictor of HIV-1
recency for the B and non-B subtypes and percent diversity for non-B alone. Sequencing of
the V3 loop is often performed to determine HIV-1 co-receptor tropism [75] allowing
combination with this method to obtain recency data.

Therefore, we suggest that targeted sequencing of short env segments can be useful for
determining HIV-1 recency with more sensitivity than sequencing the entire env gene and
may represent an option that minimizes both cost and time factors compared to full-length
HIV-1 envelope amplification and sequencing, which constitute a serious limitation for the
use of sequence-based diversity for HIV-1 recency identification.

Supporting information

S1 Dataset. Viral sequences data qualifiers.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189999.s001

S1 Table. Sequence based diversity measures calculation methods.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189999.s002

S2 Table. Sequence-based diversity measures expressed as the median/IQR and calculated
from NGS of 7 segments representing 4 selected HIV-1 env GP120 conserved subdomains.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189999.s003

S3 Table. Sequence-based diversity measures expressed as the median/IQR and calculated
from NGS of 5 segments representing 5 selected HIV-1 env GP120 variable loops and 1
segment for a part of the gp4lectodomain.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189999.s004

S4 Table. Sequence-based diversity measures expressed as the mean with student t-test
results comparing recent versus chronic HIV infected sequences by 13 env segments.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189999.s005
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Tableau VIII. Tableau: (Annexe 1, S1 table, Article 1): Methode explicative du calcul des
quatre mesures de la diversité génétique des séquences virales (Shannon
entropy, complexity, diversity (exemple).

Exemple, on a trois séquences nucléotidiques différentes ayant les proportions suivantes;
Seql : x10 AAACTGGGAAT
Seq2 : x15 AAACGGGGAAT
Seq3 : x20 AGACTGGGGAT

=>
Nombre de séquences uniques = 3
Total = 45

1. Calcul du Shannon entropie (fonction def ComputeShannon())

Probabilité de Seql = 10/45
Probabilité de Seq2 = 15/45
Probabilité de Seq3 = 20/45

Shannon de Seql = Probabilité de Seql x log (Probabilité de Seql)
Shannon de Seq2 = Probabilité de Seq2 x log (Probabilité de Seq2)
Shannon de Seq3 = Probabilité de Seq3 x log (Probabilité de Seq3)

l

Somme des Shannon = Shannon de Seql + Shannon de Seg2 + Shannon de Seq3

l

Shannon = -(1/log(Total)) x Sommes des Shannon

2. Calcul de la Complexity (fonction def ComputeComplexity())

Complexity = Nombre de séquences uniques / Total

3. Calcul de la Diversity (fonction def ComputeDiversity())

On crée un fichier mutlifasta avec nos trois séquences uniques =>

>Seql AAACTGGGAAT
>Seq2 AAACGGGGAAT
>Seq3 AGACTGGGGAT

On aIJilgne les séquences du fichier multifasta avec la fonction msa (librarie R msa) du
scriptComputeDiversity.R
(https://github.com/EricFournier3/HIVvariant/blob/master/ComputeDiversity.R)
=> un alignement multiple (msa)

On calcul la diversité nucléotidique du msa avec la fonction nuc.div (libraire R pegas; du script
ComputeDiversity.R.

4. Calcul du nombre d’haplotype= Nombre de séquences uniques

Les calculs de diversité (Shannon entropy, complexity, diversity) sont effectués avec le script
pythongp120variantcomputer.py . (https://github.com/EricFournier3/HIVvariant/blob/master/GP120VariantComputer.py)
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RESUME

Contexte : L'identification des réseaux de transmission du VIH-1 a l'aide d'analyses
phylogénétiques peut fournir des informations sur la chaine de transmission virale entre les
individus et contribuerait a améliorer les stratégies de prévention. Nous avons comparé et
évalué l'usage d’un fragment partiel de I'enveloppe du VIH-1 d’une taille de 1070 paires de
bases avec celui de la boucle V3 d’une taille de 108 paires de bases en tant qu’outils
indépendants capables de prédire et d’identifier convenablement les réseaux de
transmission ou cluster.

Méthodes : Les acides ribonucléiques (ARN) viraux extraits de sérums issus de patients
infectés par le VIH-1 et nouvellement diagnostiqués en 2015 et comprenant des cas récents
(n=106) et des cas chroniques (n=156) ont été amplifiés et séquencés. Des analyses
phylogénétiques ont porté sur des séquences nucléotidiques de I'enveloppe du VIH-1 et servi
a I’évaluation et l'identification des réseaux de transmission au sein de cette population. Les
réseaux de transmission entre paires de séquences ont été construits a l'aide du logiciel
ClusterPickerGUI_1.2.3 en considérant des distances génétiques de <10% entre elles. Des
analyses de régression logistique ont été utilisées pour examiner la relation entre les facteurs
démographiques qui sont probablement associés a la formation de ces réseaux de
transmission du VIH-1.

Résultats : Quatre-vingt-dix-huit séquences consensuelles de I'enveloppe soit une séquence
par sujet infecté par le VIH-1 ont été finalement obtenues et soumises aux analyses
phylogénétiques. En considérant le fragment partiel de la séquence de I'enveloppe du VIH-1
de la taille de 1070 pb, 42 séquences individuelles se sont regroupées en 15 petits réseaux de
transmission. Cependant, en considérant le fragment constitué de la boucle V3 uniquement
d’une taille de 108 pb, seulement 10 des 15 réseaux de transmission ont pu étre reproduits.
L'agrément de concordance entre les deux fragments de la séquence de I'enveloppe du VIH-1
a pouvoir identifier correctement les mémes réseaux de transmission est statistiquement

significatif, mais modéré. Le coefficient Kappa (K) de Cohen est de 0.59, p <0.00001.

174



L'age moyen (<38,8 ans) et le sous-type du VIH-1 (B) ont été identifiés comme deux facteurs
démographiques significativement associés a la formation des réseaux de transmission du
VIH-1 dans cette population. Le rapport de cotes (Odds ratio, OR) est successivement de:
0.25, 1C95% [0.04-0.66], P = 0,002 pour I'age et de 0.17, IC95% [0.10 a 0.6], p = 0.011 pour le
sous type viral associé a la formation des réseaux de transmission.

Conclusion : La présente étude confirme que le fragment partiel de la séquence de
I’enveloppe virale d’une taille de 1070 pb est un meilleur prédicteur pour I'identification des
réseaux de transmission du VIH-1. Cependant, le fragment constitué des séquences de la
boucle 3 peut étre utile pour le dépistage des réseaux de transmission naissante. Elle
pourrait en effet étre plus facilement intégrable dans les programmes de surveillance.
Mots-clés: réseaux de transmission du VIH-1; grappes, séquences du gene d'enveloppe;

distance génétique par paire.
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ABSTRACT

Background: The identification of transmission clusters (TCs) of HIV-1 using phylogenetic
analyses can provide insights into viral transmission network and help improve prevention
strategies. We compared the use of partial HIV-1 envelope fragment of 1070 bp with its loop
3 (108 bp) to determine their utility in inferring HIV-1 transmission clustering.

Methods: Serum samples of recently (n=106) and chronically (n=156) HIV-1 infected patients
with status confirmed were sequenced. HIV-1 envelope nucleotide-based phylogenetic
analyses were used to infer HIV-1 transmission clusters. Those were constructed using
ClusterPickerGUI_1.2.3 considering a pairwise genetic distance of < 10% threshold. Logistic
regression analyses were used to examine the relationship between the demographic factors
that were likely associated with HIV-1 clustering.

Results: Ninety-eight distinct consensus envelope sequences subjected to phylogenetic
analyses. Using a partial envelope fragment sequence, 42 sequences were grouped into 15
distinct small transmission clusters while the V3 loop reproduces 10 clusters. The agreement
between the partial envelope and the V3 loop fragment was significantly moderate with a
Cohen’s Kappa (k) coefficient of 0.59, p<0.00001. The mean age (<38.8 years) and HIV-1 B
subtype are two factors identified that were significantly associated with HIV-1 transmission
clustering in the cohort, OR= 0.25, 95% Cl [0.04-0.66], P=0.002 and OR: 0.17 95% CI [0.10-
0.61, P=0.011, respectively.

Conclusion: The current study confirms that a partial fragment of the HIV-1 envelope
sequence is a better predictor of transmission clustering. However, the loop 3 segment may
be useful in screening purposes and may be more amenable to integration in surveillance
programs.

Keywords: HIV-1 transmission networks; clusters; envelope gene sequences; pairwise genetic

distance
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1. INTRODUCTION

In 2015, a total of 609 HIV cases were reported to the public health laboratory in Quebec
(LSPQ), including 299 new diagnoses!. To better characterize transmission patterns 23, we
evaluated molecular epidemiology methods using phylogenetic analyses of HIV genome
sequences obtained from infected individuals. Pairwise genetic distances derived from env,
gag and pol nucleotide sequences were used to assess the relationship between sequences
and therefore define study HIV transmission dynamics * >. Combining sequence-based
clustering with risk factors and sociodemographic, clinical and geographical parameters may
help identify patterns of transmission in the HIV-infected populations &1!. The env gene,
encoding glycoproteins gp120 and gp41, is the most variable region of the HIV-1 genome >
14 GP120 contains 5 hypervariable regions (V1 to V5) and 5 conserved regions (C1-C5) >-18,
The gp41 region consists of 3 domains, the ectodomain (ECD), the transmembrane domain
(TM) and the long cytoplasmic domain (CP) °. Each subregion and domain of the env plays a
key role in HIV pathogenesis & 18 20 |n the literature, pol gene-derived sequences are mostly
used for phylogenetic analysis to infer HIV-1 transmission clustering 21. For example, Hassan
AS et al. AIDS. 2017, reported that around 98% of 105 publish articles from 2005 to 2016
related to HIV-1 transmission clustering used mostly HIV-1 pol sequences as genetic regions.
The main reason is that Pol sequences are readily available in clinical laboratories performing
drug resistance testing in most countries. However, little is known about the potential of HIV-
1 envelope-derived sequences for this application 2% 23, It has been shown that within-host
env genetic diversity is significantly associated with HIV-1 Fiebig stage and disease
progression 242>, The HIV-1 evolution in a new recipient may recover some ancestral features
of infected donor 26, such as the genetic distance between donor and recipient 2%?’. Such
characteristics may be used to establish the closely transmitted network (cluster) between
HIV-infected individuals.

The first objective of this study was to assess the potential of HIV env-derived sequences

(1070 bp) to determine HIV-1 transmission clustering.
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The second objective was to investigate whether shorter portions of the env gene, such as
the env V3 loop-derived sequences (108 bp), could be a valuable tool to achieve the same
meanwhile reducing technical, time and cost constraints 282° associated with partial but long

length env sequencing. The third objective was to identify risk factors associated with HIV

transmission clustering.
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2. MATERIALS AND METHODS

Patients and specimens

Serum samples that were reactive in Quebec diagnostic laboratories using a screening HIV-
1/2 enzyme immunoassay (EIA) was submitted to the LSPQ for confirmation by Western blot
(WB) and/or p24 EIA. Positive p24 antigen samples were de facto classified as recent
infections. Samples from newly confirmed HIV-1 individuals by WB were then submitted to a
recent infection testing algorithms (RITA) based on antibody avidity. The latter combines a
Centers for Disease Control and Prevention (CDC)-modified Bio-Rad Avidity Assay and Sedia-
LAg-Avidity assay 3C. Recent infections were defined as a sample that was positive for HIV-1
p24 antigen or positive for HIV-1 antibodies by Western blot but classified as “recent” by
RITA testing (<136 days of infection). Established infections were defined as samples positive
by WB and classified as long standing by RITA testing (> 136 days of infection).

Based on these criteria, we selected 262 newly diagnosed HIV samples that included recent
(n=106) and long-standing (n=156) infections collected in 2015. The risk factors and clinical
and epidemiological parameter data reported for each sample were extracted from the HIV

provincial surveillance program.

Amplification and Sequencing of Partial Envelope Fragment

Amplification and sequencing protocols were conducted as previously described by Kafando
et al. 31, Briefly, total nucleic acids were extracted from 100 pl of serum using an automated
BioRobot MDx extraction platform. HIV-1 RNA was amplified using the Superscript Ill One-
Step RT-PCR system with platinum® Taq DNA polymerase (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientificc, and Carlsbad, CA, USA) with primers env up forward (5'-
GTTTCTTTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAG-3’, HXB2 positions 5957-5983) and env-lo
reverse (5-GTTTCTTCCAGTCCCCCCTTTTCTTTTAAAAAG-3’, HXB2 positions 9063-9088) 32.
Nested amplification was performed using the Expand™ High Fidelity PCR System Kit (Roche
Diagnostics, Indianapolis, USA). Primers E60F forward (5’- TAATCAGTTTATGGGATCAAAGC-3’,
HXB2 positions 6547-6569) 33 and E55R reverse (5-GCCCCAGACTGTGAGTTGCAACAGATG-3,
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HXB2 positions 7940-7914) 34, were used, generating PCR products covering = 1400 bp of the
env gene. Amplification conditions, library preparation and lllumina MiSeq next generation
sequencing (NGS) were conducted as previously described 3!. Following quality control with
FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc), raw sequence reads
were de novo assembled using Iterative Virus Assembler (IVA) 3> to generate a consensus

sequence.

Sequence data processing, phylogenetic analysis and HIV transmission cluster
reconstruction.

All consensus env nucleic acid sequences were aligned with Molecular Evolutionary Genetics

Analysis Using (MEGA7) software (www.megasoftware.net) under ClustalW method 36. All

aligned sequences were submitted to MAFFT multiple sequence alignment software version
7 37 to verify the reliability of the alignments. The human immunodeficiency virus type 1
K03455.1 (HXB2) env nucleotide sequence (nt) positions (6225 to 8795) was included in the
alignment to serve as a reference. Matching sequences, excluding gaps with equal lengths
(HXB2 nt positions 6831 to 7900 =1070 bp) in this case, were selected for phylogenetic
analyses. The env partial fragment analyzed included the gp120-C2 to C5 subregions (HXB2 nt
positions 6813 to 7757) and the gp41 partial ectodomain (HXB2 nt positions 7758 to 7915).
The HIV-1 env gp120-V3 loop sequences (HXB2 genome nt positions 7110 to 7217=108 bp)
were also analyzed separately. Phylogenetic trees were constructed in MEGA7 using the
maximum likelihood (ML) algorithm, and their reliability was estimated from 1000 bootstraps
replicates. Transmission clusters were evaluated among sequences that grouped around
common proximal nodes with > 99% bootstraps, as supported by a previous study . In the
current study, in the absence of the gold standard for HIV-1 envelope sequence-based
clustering, we considered a pairwise genetic distance of £ 10% as a threshold, as suggested
by Novitsky et al. 22. The HIV-1 transmission clustering was defined as two or more HIV-1-
infected individual genomic sequences whose branches were grouped under a genetic
distance threshold in the phylogenetic tree 2! The interpretation of the extent of the
relevant transmission clustering depended on the genetic distances threshold, the time that

it was established, the number sequence dataset, the sampling densities, the node bootstrap
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and the HIV-1 genomics region concern 2% 22, We considered a high pairwise genetic distance
(PWD) (£10%) to define clustering for the HIV-1 envelope because it presented the highest
variability compared to gag and pol (PWD <1.5%). The extent of the HIV transmission cluster
was classified as unique (1 member), small (2-4 members), or large (5-60 members) in the

transmission chain ©. We used ClusterPickerGUI_1.2.3 (http://hiv.bio.ed.ac.uk/software.html)

to construct cluster trees 3®and Figtree v1.4.3 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) to

view them. We used Dendroscope version 3.5.10 to build a Tanglegram of connected taxa
between rooted phylogenetics trees and networks 349, The NCBI subtyping tool #* was used
to determine HIV viral subtypes, which was confirmed by the REGA HIV-1 subtyping tool

version 3 42.

Statistical analysis.

We used bivariate and multivariate analyses to determine the independence of associations
between exposed variables (epidemiologic and clinical factors) and outcomes (clustering).
Categorical variables were compared using a chi-square or Fisher’s exact test, and continuous
variables were compared using a two-sample Student’s t-test or Wilcoxon rank sum test. All
variables with P<0.25 as a cutoff point from bivariate analysis were included in the
multivariate analysis using logistic regression. At this point, P<0.05 4> %% using the Wald test
was considered to be statistically significant, and selected variables were included in the final
regression model. Statistics analyses were performed in SPSS version 24 and STATA version
14. The determination of agreement between env gpl20-V3 sequences clustering
determining with a partial env fragment as a gold standard to correctly identify individuals in
a cluster tree was assessed using Cohen’s Kappa coefficient. The estimated parameters were
sensitivity, specificity, positive predictive value, and negative predictive value. Stata IC
version 14 was used as a statistical package, and a p value less than 5% was considered
statistically significant.

Ethics statement. All work was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki in
terms of informed consent. All samples were anonymized before we accessed them for this

study. No nominal information was used for analysis or data management. Ethical approval
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was given and renewed yearly by our institutional Review Board (IRB): the « Comité

d'éthique et de la recherche des Centres hospitaliers affiliés a I'Université de Montréal ».

184



3. RESULTS

Amplification and DNA sequencing of HIV-1 env were attempted on 262 specimens and was
successful for 39% of them (n=102) (Figure 1). We think that the samples qualities related to
the conditions of storage, the technical procedures beginning of HIV-1 viral RNA extraction,
associate with viral loads of <20,000 copies/ml for most of them, the PCR enzymes and the
specificity of the HIV-1 envelope known to be difficult to amplify or the sequence length 2% 2°
constitute various factors that may have possibly influenced the amplification success rate.

Of the included HIV-1 env sequences (n=102), 47% (n=48) and 35% (n=36) were classified as
chronic and recent HIV infections, respectively, using the RITA algorithm (26), whereas 18%

(n=18) were found to be recent as confirmed by EIA-p24 testing (Figure 1).

185



TOTAL HIV-1+ SAMPLES
ANALYZED (YEAR 2015) -
N=262
v v
Chronic infection Recent infection
N=156 N=106
v v
HIV-1 RNA successfully amplified
HIV-1 RNA successfully amplified N=63
N=55
l h 4
Number of envelope sequences Number of envelope sequences
N=48 N=54
Include: EIA-P24+ (n=18)
RITA testing+ (n=36)

Figure XXXVI. (Article 2, Figure 1). Flowchart of HIV-1 envelope sequences used in this
study.

The figure presents the total number of specimens sampled (n=262) and the final sequences
obtained after amplification, sequencing and sequence analysis processes (n=102).

The demographic characteristics are described in Table 1. Briefly, 34% of individuals were
asymptomatic, whereas 13% of individuals presented acute HIV infection symptoms, and
11% had reached the AIDS stage (Table 1). The mean CD4 count in total population was 375
cell/mm3, range [5-1150]. The mean HIV-1 viral load in total population was 4.94 logl0
copies/ml, range [1.60-8.20], and the mean age was 38.8 years, range [18-78]. Of the 102
individuals, 79.4% were infected with HIV-1 subtypes B, and 20.6% with HIV-1 non-B
subtypes. Age and baseline CD4+ T-cell counts were significantly different between the
recent and chronic infections using the Wilcoxon rank sum test. The mean age of recent
infected individuals was 34.15, range [18-78], and for chronic infections, it was 44.03, range
[21-58], P=0.0002. The mean baseline CD4+ T-cell count was 521, range [12-1150] in recent

infections and 186, range [5-698] in chronic infections.
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Tableau IX. (Article 2, Table 1). Population characteristics
¥arishle charscteriptics Recent Chronle Toinl
Gender (No. (%% of indbvidwal)y
Female 1(1 13 14 (14.14)
Male 52 (98.10 33 T80 85 (85.86)
Risk factor for HIV acquaisitien
{(No. %6 of individuesla))
MSM 36 (85.71) 19 4L 72 35 (67.90)
Hetegorerual 0 3 (7.69 3 (3. 70}
Relation with at-risk hetrrosexual | 2 (4.76) 2 (5.13) 4 (4.54)
Bodemis coumty 1(2.38) 13 (33.33) 14 (17.28)
MEM / IDAF 3{7.14) 0O 3 3.70%
DAY 0 2518 2247}
Place of bixth (No, (%% of
ndividnals)
Cenadiam 27 (55.85) 19 [48.72) 46 {57.50)
Caribbean 3 {7.32) £ (15.38) 9({11.25)
Eutope 5 (12.20) 1(2.56) 6 (7.30)
Morth Africe and Middle Bast 1 244y [1] 1{1.25)
Sob-Saharan Africa 2 {4.23) 14 {25.64) 12 {15y
Latin, Central and South America | £28 2(3.13) 4(5)
Axia 1 (2.44Y o 1 (125}
| Aboriginal (First Nations) o 1(2.56) 1(L25)
HIV subtype (No. (% of
iniveidhenka)
B 45 (83.30) 36 (73.00) 81 (79.40)
| Ton-B G (17700 12 (25.000 21 (20,600
A 0. foocam; 1] 31 [1B <78] 465 [21-77] 37 [18-78]
15-24 vears 12 2 14
25-34 years 23 11 M
35-44 vears 6 7 13
4554 years Fi 19 26
55-64 years 4 = 9
=54 yeara 1 2 3
Baseline CD4+ T-cell count 42 [4585; 12- 36 [175; 5-698] 78 [375; 5-1150]
I 1150
Mo, of individuale [medisn; rangs] _ _
>300 9 [710; 506 3 [603; 580-608] | 22 [700; S06-1150)
11501
351-500 11 [415; 350-490] | 7 [420; 360-485] | 18 [417.5360-450)
201-350 8 [250; 217-3201 5 [302: 220-340] 13 [252; 217-340)
< 200 £[1835; 12-200] 21 [59; F-196]1 235 [63; J-200]
HIV viral load (logi0 copymly | 42 [4.94; 3.43- 38 [4.76; 1.60- | 80 [4.90;1.60-8.20]
Mo. of individuale [median; cange] | 8.20] §.34]
5 20 [553; 5-820] | 15 [5-60;5.15- 35 [5.60; 5 - B.20]
6.34]
] 22 [4.46; 3.43-96] [ 23 [425; 1.60 - 45[4.27;1.60~£ 58]
4.98)

The table presents the repartition of demographic, epidemiologic, and clinical and risk factors

of the study population by infection status (recent or chronic).
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HIV-1 partial envelope fragment-length sequence-based clustering using
phylogenetic analysis

From the 102 sequences analyzed, four (4) were excluded because of insufficient env length.
Finally, 98 sequences with satisfactory and similar lengths were included in the phylogenetic
analysis. Of these 98 sequences, 57.14% (n=56) did not form clusters, whereas 42.85% (n=42)
were part of 16 small clusters ranging from 2 to 5 individuals using the partial env fragment
length (1070 bp) at a distance cutoff of 0.1 (Figure 2). The HIV-1 subtype B envelope
sequence represented 93.3% of clusters identified (n=14/15) and were labelled clustl to 15,
except for cluster 4 that was constituted by HXB2 and BAL reference sequences. The non-B
HIV-1 subtypes, which represented 7.14% and 6.7% (n=1/15), which was labelled clust16, as
shown in Figure 2. Sequences from recent HIV-1 infected individuals were mostly
represented in clusters; 50% were (n=27/54) involved, whereas 31.21% (n=15/48) were
comprised of chronic infections (Figure 2). The inclusion or non-inclusion in clusters for
acutely and chronically HIV-1 infected individuals envelope sequences was statistically

significant using the chi-square test as follows: odds ratio (OR): 0.4, P=0.02.
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Figure XXXVII. (Article 2, Figure 2). Molecular phylogenetic reconstruction of HIV-1
transmission clusters among newly and chronically HIV-infected individuals in 2015 in
Quebec using partial HIV-1 env-derived sequences (1070 bp).

Note: The cluster tree contains 101 sequences from HIV-1-infected individuals, including 98
from the study cohort and three (3) reference sequences introduced in the analyses as
controls (AF443074.1_C, AY426110_Bal and K03455.1-HXB2). A total of 42 HIV-1 individuals’
sequences are grouped into 16 distinct small HIV-1 transmission clusters. These clusters are
labelled Clustl to Clust16 and are depicted using different colors. The cohort-derived clusters
are shown in blue for subtype B (Clustl to Clust15, except Clust4) and orange for subtype D
(Clust16). The control sequence names are shown in red (Clust4). Sequences that did not
form a cluster are shown in black. Each depicted cluster satisfied 299% support on bootstrap
resampling of 1000 replicates and 10% of pairwise distance 22. Abbreviations: RITA: Recent
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infection status determined by recent infection testing algorithm30; p24: recent infection
status determined by p24 antigen positivity and CH: chronic, HIV-1 infection sequences.
HIV-1 envelope gp120 loop 3 (V3) sequence-based clustering using phylogenetic analysis

Phylogenetic analyses using only the V3 loop (108 bp)-derived sequences were also
performed to identify HIV-1 transmission clusters (TCs). The env loop 3 sequence-based
clustering reproduced 66.66% (n=10/15) of the TCs observed with the partial env fragment
length (Figure 3). Five clusters labelled (Clust3, 5, 11, 13, 14) shown in Figure 2 were not
observed when using the env V3 sequence-based clustering (Figure 3). However, it identified
an additional cluster (clust6) (Figure 3) that was not detected by the partial env fragment

length analyses.
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Figure XXXVIII. (Article 2, Figure 3). Molecular phylogenetic reconstruction of HIV-1
transmission clusters among newly and chronically HIV-infected individuals using env
gp120 V3 loop-derived sequences (108 bp).

Note: The cluster tree contains 101 sequences from HIV-1-infected individual’s env-V3
sequences, including 98 from the study cohort and three (3) reference sequences introduced
in the analyses as controls (AF443074.1_C, AY426110 BalL and K03455.1-HXB2). Each tip
represents an individual patient. A total of 31 HIV-1 sequences grouped into 11 distinct small
HIV-1 transmission clusters with 2-5 members per cluster. These clusters are labelled Clustl
to Clustll and are depicted using different colors. Clusters including sequence names are
shown in blue for subtype B (Clust2 to Clustll) and orange for subtype D (Clustl). The
control sequence names are shown in red. Sequences that did not cluster are shown in black.
Each depicted cluster satisfied 299% support on bootstrap resampling of 1000 replicates and
10% of pairwise distance ?2. Abbreviations: RITA: Recent infection status determined by
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recent infection testing algorithm 3°; p24: recent infection status determined p24 antigen
positivity and CH: chronically infected sequences.
Agreement between the HIV-1 partial envelope fragment lengths of with the V3 loop derived

sequences as independent tools to perform HIV-1 transmission clustering.

The env-V3 sequence-based clustering reproduced 10 of the 15 clusters previously identified
with the env 1070 bp sequence length. An additional cluster (C6) was identified only with

env-V3 loop sequence-based clustering presented in Figure 4.

a. HIV-1 env gp120-V3 loop (108bp) b. HIV-1 partial env fragment-length (1070bp)

sequence-based clustering sequence-based clustering

Figure XXXIX. (Article 2, Figure 4). Tanglegrams of rooted phylogenetic trees and
networks comparing the HIV-1 envelope gp120 loop 3 (a) with the HIV-1 partial
envelope length (b) sequence-based clustering.

Note: The linked clusters and sequences between the two trees are connected by a gray line.
The sensitivity, specificity, positive predictive value and negative predictive value of env
gp120-V3 in determining TCs were 70%, 98.6%, 95.5% and 88.8%, respectively, compared to
the partial env fragment length (1070 bp) derived sequences as the gold standard (Table 2).
The concordance between the gold standard and env gp120 V3 cluster determination was
assessed by Cohen’s Kappa coefficient and demonstrated a significantly moderate agreement

=0.59, p<0.00001 (Table 2).
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Tableau X. (Article2, Table 2). Performance of the env gpl120-V3 sequences in
determining HIV transmission clustering compared to the use of the full-env

fragment.
Accuracy parameters Value % (n/N) 95% ClI
Sensitivity 61.9 (26/42) 45.6 — 76.4
Specificity 95.0 (57/60) 86.1-99
Positive predictive value 89.7 (26/29) 72.6-97.8
Negative predictive value 78.1(57/73) 66.9 — 86.9

Note: Table 2 presents the performance of the env gp120-V3 sequenced-based clustering
(108 bp) using partial HIV-1 envelope fragment length (1070 bp) as the gold standard. The
sensitivity and specificity were 61.9% (45.6- 76.4) and 95% (86.1-99), respectively. In
addition, the positive predictive value and negative predictive value were 89.7% (72.6 — 97.8)
and 78.1% (66.9 — 86.9), respectively. Furthermore, significant and moderate agreement was
documented using Cohen’s Kappa coefficient (kappa= 0.59, p <0.00001). Abbreviations: n=
number of clusters identified by env gp120 V3 loop derived sequences, N= number of
clusters identified by the gold standard.

Agreement between the partial HIV-1 envelope fragment sequences length
with the gp120 C2V3C3 regions derived sequences as independent tools for
identifying HIV-1 transmission clusters.

We also compared the partial env fragment length (1070 bp) with the gp120 C2V3C3 regions
(HXB2 nt positions 6813 to 7376 =564 bp) to improve the moderate sensitivity associated
with the V3 sequence-based clustering identification. Surprisingly, the gp120 C2V3C3 regions
identified only 6 of the 15 clusters (40%) observed using the partial env fragment sequence at
pairwise genetic distance (PWD) of < 10%. This unexpected result represented less than the
number of clusters identified by V3 loop-derived sequences alone estimated to 66.66%

compared to the same gold standard.
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Description of factors associated with HIV transmission clustering.

The recently HIV-1-infected subjects defined by RITA 30 represented 53.4% of the TCs,
followed by acutely infected individuals (EIA-p24+) at 23.3%, and chronically infected
individuals at 23.3% (Figure 1, Table 1). The HIV-1 subtypes B and D comprised 93% and 7%
of clusters, respectively. The distribution of the HIV-1 transmission clusters by epidemiologic,

clinical and risk factors of acquisition is presented in Table 3.

Tableau XI. (Article 2, Table 3). Summary statistics of the distribution of HIV-1
transmission clusters by factors

Parameters HIV transmission clustering
No (%) Yes (%)

Age

<38 23 (39 66) 27 (65 85)

>38 35 (60 34) 14 (34 15)

Gender

Male 46 (79 31) 39 (9512)

Female 12 (20 69) 2 (4 88)

HIV- subtype

B 42 (70) 39 (92 86)

non-B 18 (30) 3(714)

Ethnicity

White 34 (85) 25(83,33)

Black 16 (4) 5(16 16)

Motivation for HIV testing

Symptomatic person 25 (50) 16 (51 61)

Screening in an asymptomatic person 17 (24) 13 (41 94)

Confirmation of previous positive test 8 (16) 2 (6 45)

HIV-1 clinical status

Asymptomatic 19 (38) 15 (48 39)

Acute infection 18 (36) 12 (38 71)

Symptomatic infection + AIDS 13(26) 4 (12 90)

HIV transmission risk factors

MSM 32 (64) 23 (74 19)

MSM/IDU+IDU 3(6) 2 (6 45)

Heterosexual 15(30) 6 (19 35)

Log'’ HIV viral load

<5 29 (59 18) 15 (48 39)

=5 20 (40 82) 16 (51 61)

CD4 count value

<350 24 (51 06) 14 (45 16)

>350 23 (48 94) 17 (54 84)

HIV infection status by test

Chronic infection by RITA testing 3 33 (55) 153571

Acute/early infection by EIA-p24 testing 9 (15) 10 (23 81)

Recent by RITA testing 3 18 (30) 17 (40 48)

HIV-1 infection status

Recent (acute/early recent by RITA) 27 (45) 27 (64 29)

Chronic 33 (55) 15 (3571)

Table 3 presents the summary statistics of the demographic, epidemiologic, clinical and risk
factors of HIV-1 infected individual’s associate with inclusion in or not in clusters.
The mean age of HIV-1 infected individuals included in clusters was 33.34 years [18-58], the

mean CD4 count was 390.22 cell/mm3 [10-871], and the mean HIV-1 viral load was 5.12

194



log10 copies/mL [1.60-8.20]. Mean age (<38.8 versus 238.8 years) and HIV-1 subtype (B
versus non-B) were identified as two factors significantly associated with HIV-1 transmission
clusters: mean age (OR=0.25, 95% Cl [0.04-0.66], P=0.002) and HIV-1 subtype (OR=0.17, 95%
Cl [0.10-0.61], P=0.011) (Table 4).
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Tableau XiIlI. (Article 2, Table 4) Factors associated with HIV-1 transmission clustering
using logistic regression analysis.
Factors Bivariate analysis Multivariate analysis
N p OR 95% ClI P

Ethnicity
Black 21 0.74 NS
Nonblack 60 Ref.
Gender
Male 85 0.041 NS
Female 14 Ref
Age (mean) S
< 38.8 years 52 0.001 0.25 0.04-0.66 0.002
> 38.8 years 47 Ref.
HIV transmission route NS
MSM intercourse 55 0.18
Heterosexual intercourse 21 0.83
IDU & MSM / IDU intercourse 5 Ref.
Motivation for HIV testing NS
Screening in an asymptomatic person 30 0.20
Symptomatic person 41 0.27
Confirmation of previous positive test 10 Ref.
Clinical status NS
Acute infections 13 0.94
Chronic infection symptoms 6 0.18
Nonspecific diseases and symptoms 17 0.38
AIDS 11 0.23
Asymptomatic 34 Ref.
HIV subtype S
B 81 0.009 0.17 0.10-0.61 0.011
Non-B 21 Ref.
HIV-1 infection status NS
Recent by RITA (293) + recent by EIA- 54 0.057
p24+
Chronic by RITA (293) 48 Ref
CD4 cell count (cells/mm?3) NS
>500 22 0.895
<500 56 Ref
HIV-1 viral load (copies/mL) NS
2100000 36 0.345
<100000 44 Ref.
HIV-1 viral load (copies/mL) NS
>1500 77 0.337
<1500 3 Ref
VL_logl0 NS
>5 36 0.345
<5 44 ref
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Table 4 presents results of logistic regression analysis including: bivariate analysis shown that
the HIV-1 subtype, the gender and the age means of infected individuals were statistically
significant (p<0.05). However, all factors with a p value < 0.25 were subjected to multivariate
analysis. For multivariate analysis, HIV-1 subtypes (B versus non-B), OR=0.25[0.04-0.66],
P=0.002 and patient age mean (< 38.8 years compared to those aged >38.8 years), OR=0.17
[0.10-0.61], P=0.011, constitute two factors significantly associated with HIV-1 transmission
clustering in this study population. Footnote Ref: variable of comparison. The statistically
significant variables were indicated by their P values. Abbreviation: NS: statistically
nonsignificant, S: statistically significant.
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4. DISCUSSIONS

HIV-1 envelope sequence inference was used to reveal HIV-1 transmission clustering
(network) among newly diagnosed individuals in 2015 in Quebec, Canada. The first analyses
used a partial env fragment length (1070 bp) that identified 15 small transmission clusters
(TCs), including 42 HIV-infected individuals. Using only the env gp120 V3 sequences (108 bp),
we identified 11 small clusters, thus reproduced 66.7% (10/15) of clusters that were
previously detected by the partial-env fragment sequence length which has been considered
as the gold standard. We used the envelope loop 3 (V3) fragment as comparative because it
is the most conserved of the HIV-1 env hypervariable regions, and its sequences are
frequently used to predict coreceptor tropism 45-51 and may be available for intention-to-
treat analysis using entry inhibitors in clinics.

The agreement between these two approaches was moderate (Cohen's Kappa coefficient (k)
=0.59. We tested different cutoff values of V3 sequences (1 to 20%) compared to partial-env
fragment sequences, but it did not enhance the accuracy of the agreement of the
approaches. This observation underlies and confirms that the length of HIV-1 genome
sequences analyzed inflects on TC determination 2’. Therefore, using only env V3 loop
sequences may underestimate HIV-1 transmission clusters.

Although, we included two constant regions of the gp120 (C2, C3) with the V3 loop and
compared to HIV-1 partial env fragment in order to hope increasing degree of sensitivity of
the number of clusters estimate. Unexpectedly, sequence derived from the gp120_C2-V3-C3
regions identified only 40% of the clusters, which is lesser than the number of clusters
identified by the sequences derived from the V3 loop alone (66.66%) compared to the HIV-1
partial env fragment. The three regions decreased the sensitivity associated with the use of a
larger fragment comprising 2 constant regions and the V3 loop. It may be that not all have a
good degree of conservation of the nucleotide sequences. The nucleotides sequences
diversity introduced by the two constant regions (C2 and C3) may have contributed to
increasing the genetic distance threshold between individuals up to (> 10-15%) contributing

to reduce the sensitivity of the estimated number of clusters. We believe that increasing the
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length of the sequence up to 524 bp, including only constant regions (C2, C3 with V3), may
not increase the degree of sensitivity of cluster estimates compared partial env fragment
length.

However, the small number of env sequence datasets used in this study did not yield formal
conclusions. Further studies including a large env sequence dataset and the combination of
different env segments can help confirm the current result.

We have proceeded to new phylogenetic analyses concerning the gp120 C2V3C3 clustering
and reached the same conclusions. We will consider in the future large sequence dataset and
may evaluate different segments of the envelope sequence.

However, in screening for public health surveillance purposes, it may be useful as V3 loop
sequencing techniques are routinely performed in clinical laboratories to inform virus
tropism and the use of CCR5 inhibitors in treatment. A recent study has shown that the V3
loop is one of most predictable segments of the HIV-1 envelope and that using its sequences
contributes to estimating the recency of an infection 3. Hence, it may also be useful for real-
time HIV-1 transmission cluster detection in complement to existing methods.

Previous studies have already demonstrated that the near full-length genome (FG) sequences
(9719 bp) of HIV-1 are the best tool for estimating the extent of HIV clusters 27°> However,
the methodological and cost constraints associated with full genome sequencing preclude its
use in routine clinical epidemiology studies. The estimate of HIV TCs (size and extent) not
only depends on the selected gene and sequence length 22. It may negatively
(underestimation) or positively (overestimation) affect the following: the cutoff value defined
as genetic distance 22, the type of sequencing (Sanger or next generation sequencing), the
number of sequences in datasets, the number of variable sites, or the period covered by the
study # %7, the timely availability of sequence data 3 and the molecular phylogenetic methods
used for transmission chain defining >*°% This study covered a one-year period (2015) that
may underestimate transmission events occurring outside of this period. If sequencing is
performed on a regular basis, it may help track the early founder or nascent clusters before
its growth that will be identified in the following periods and help adapt prevention

strategies for at-risk populations. Considering CDC Guide, June 2018, the identification of
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most linked sequences over a short period of time could possibly indicate that transmission
occurs rapidly within a group >’

The cutoff value of the pairwise genetic distance (PWD) used for this study was < 10%, as
proposed by Novitsky et al. 22, Because there is no gold standard concerning HIV envelope
sequence-based clustering, we considered this cutoff value in reference to Novitsky et al. 22
studies. This is a most recent and was used PWD method to defining clustering of HIV-1
envelope sequence that was more adapted to the current study than others. Using a small
cutoff value may underestimate cluster sizes and, in other hand, using a large cutoff value
may overestimate them. Therefore, the cutoff value has to be well defined 2% °8%! according
to the Novitsky et al. ?? studies. Especially, in considering the specificity of each of the
different

HIV-1 subtypes and CRFs, it may also be important to determine the best cutoff value when
using the full-length HIV-1 envelope fragment (GP160) or its specific subregions or domains
(GP120, GP41). The HIV-1 genome regions (gag, pol, or env) source of sequences for cluster
estimates and establishment of correlation between them may also be considered. Further
studies that may also evaluate the performance of using the near full-length HIV-1 genome
and its three regions (gag, pol, or env) adjusted by subtypes as independent tools for
determining HIV-1 transmission clusters is also encouraged using large sequence datasets.
Compared to earlier studies conducted by Brenner et al. 6253 in Québec for longer periods of
time and using a large sequence dataset of the HIV-1 pol region (n=1277), 30 large TCs
(20+/cluster) occurring over 13 years (2002 to 2015) ®3 were identified. Lubelchek et al. also
conducted a similar study in Chicago using a large dataset of pol gene sequences and
identified a single large transmission cluster in a total of 26 clusters observed *'. Many HIV-1
transmission cluster studies have used pol gene sequences as these sequences are often
available from clinical laboratories performing drug resistance testing >3 These findings
contrast those of the current study, where no large cluster has been identified. The reason
for the difference may be due to the limited env sequence data used in this study of analyzed
(n=102) and the restricted period (one year) & 626311 Nevertheless, for this one-year period,

we were able to identify and highlight the existence of HIV-1 clustering between newly HIV-
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1-diagnosed patients. The current study aimed to track the nascent or forming clusters in real
time to help adapt earlier prevention strategies that may limit the formation of large clusters.
Bivariate analysis identified that newly HIV-1-infected individuals are significantly more
associated with HIV-1 transmission clustering than chronically infected individuals, OR=2.20,
P=0.04 using Fisher’s exact test. This observation is in agreement with results presented by
Brenner et al. 3, Denis et al. >>% and Miller et al. . The results may be explained by the
extreme fitness early founder viruses that successfully establish infections %6-%8 and the higher
viral load during acute infection.

Multivariate analyzes identified two factors that were likely associated with transmission
clusters: the mean age (<38.8 years) and the HIV-1 B subtype. Individuals aged less than 38.8
years were more likely to form TCs than those aged over 38.8 years, OR= 3.01, p=0.001
(bivariate) and OR=0.25, p=0.002 (multivariate) analysis. This result reflects the profile of the
HIV epidemics in Quebec, Canada, where individuals aged between 30 and 39 vyears
accounted for 28% of reported cases in 2016 ®. Individuals infected by the HIV-1 B subtype
were more likely to form clusters (OR= 0.17) than non-B subtypes. OR=5.57, p=0.009
(bivariate) and (OR=.0.17, p=0.01 (multivariate) analysis). This finding also reflects the most
prevalent subtype circulating in Quebec. The HIV-infected MSM population is generally
infected by HIV-1 B viruses and represents a large proportion of new cases in Quebec
(67.90%) ©°.

The objective of the current study was to evaluate tools to detect newly HIV-infected
individuals who have the potential to transmit and sustain HIV epidemics as early as possible.
Newly HIV-infected individuals are generally unaware of their infection status 7%7! and
therefore can contribute to the spread of infection. 72 High viral loads observed during
acute infections 737> also constitute a factor that enhances HIV transmission of new HIV-
infected individuals. HIV-1 viral load (> 10 000 copies/ml) and CD4 counts >350 generally
constitute biological factors significantly associated with HIV-1 transmission clustering 1. Our
study did not find a significant association of viral load or CD4 counts with clustering. The
difference may be due to the fact that only 23% of clusters occurred in individuals with acute

infection; therefore, all other clusters occurred in individuals with dampened viral load
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(chronic or recent infection < 6 months). The timing of viral load assessment after diagnostic
testing might also be a factor. Bivariate analysis identified gender (male) as significantly
associated with transmission clusters, OR=5.08, p=0.02. This reflects the HIV epidemic profile
in Québec, with MSM being the highest at-risk group . In contrast to studies conducted in
the US by Lubelchek et al. ! and Paz-Bailey et al.”® black race was not significantly associated
with clusters in the current study. This finding reflects the demographics of the HIV epidemic
of Quebec, where black people are not overrepresented 1. In general, the results of this
current study suggest the importance of real-time follow-up of transmission networks
regarding the early clusters of transmission established in a single year from new HIV-
infected individuals. The short-term assessment of early cluster building may help improve
quick responses to prevent HIV transmission by identifying the nascent or forming clusters

and populations concerned with at high risk.
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5. CONCLUSIONS

Our results confirm the presence of small HIV transmission clusters among HIV-1-infected
individuals in Quebec. HIV subtype B-infected individuals and individuals less than 38.8 years
of age are two factors significantly associated with HIV transmission clustering. The HIV-1
partial env fragment lengths derived sequences were able to detect clusters of transmission
contributing to the persistence of the HIV epidemic in Quebec. Although, less sensitive than
the sequencing of partial env fragments, the V3-derived sequences were able to identify HIV
transmission clusters with moderate agreement. The latter tools (V3 sequence) may be
useful for short-term assessment of nascent HIV-1 transmission clustering in support of the

existing methods in screening purposes.
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En somme, M. Kafando a participé a la conception de I’étude, a la réalisation des expériences
de laboratoire et a été I'interface entre les différents coauteurs, les éditeurs et les reviseurs
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RESUME

Contexte : Les variant transmis/fondateurs (TF) du VIH-1 sont des virus sélectionnés pendant
la phase aigué parmi une multitude de virions exposés ou présents au cours de la
transmission chez I'individu exposé. Ces variants possedent des propriétés génotypiques et
fonctionnelles particuliéres au niveau des glycoprotéines de leur enveloppe leur permettant
d’établir efficacement l'infection chez le nouvel hote et de conduire par la suite a une
dissémination systémique de la maladie. Décrypter 'ensemble des déterminants génétiques
ou changements discrets (polymorphisme) au niveau de la glycoprotéine de I'enveloppe de
ces variants permettrait de fournir des indices pour la conception de vaccins préventifs.
Méthodes : Cent vingt-six séquences consensus de l|'enveloppe du VIH-1 de clade B
provenant de sujets infectés en phase aigué et récents non traités au Québec ont été
comparés a cent cing séquences d’individus infectés en phase chronique aussi de clade B
sélectionné dans la base de données de séquences virales de Los Alamos (LANL). Un
séquencage a haut débit (nouvelle génération de séquencage) et des analyses moléculaires
ont permis d’obtenir ces séquences. Des outils moléculaires (Weblogo) des séquences virales
ont permis d’identifier les signatures ou déterminants génétiques associés a chaque type
viral (TF, récent ou chronique).

Résultats : La présente étude réveéle la présence d’une signature génétique (mutation d’acide
aminé) au niveau de la séquence de |'enveloppe virale des virus TF par rapport aux virus
d’infections chroniques. Cette sélection positive consiste en une substitution d'arginine (R)
par une isoleucine (I) en position 841 (R841l) située dans la queue cytoplasmique de la GP41,
particulierement au niveau du segment 1 des peptides lytiques de lentivirus (LLP-1), OR =0.2,
95% [0.09, 0.44], p= 0.00001. Une sélection assez importante de l'isoleucine (I) (K6l),
localisée en position 6 du peptide signal de I'enveloppe, par les virus d’infection chroniques
par rapport aux virus TF, OR = 3.26, IC a 95% [1.76-6.02], P = 0.0001 est significativement
observée.

Conclusions : La région LLP-1 du domaine cytoplasmique de la GP41 possede une séguence

beaucoup plus conservée. Il joue un role majeur dans la réplication virale et intervient dans le

219



trafic intracellulaire et I'incorporation dans les virions. La signature génétique identifiée
consistante en une mutation de I'arginine par une isoleucine associée aux virus TF pourrait
constituer des facteurs clés permettant le maintien de la capacité de réplication du virus et
au succes de la transmission au cours de phase aigué de I'infection.

Mots clés: VIH-1, infection précoce et récente, virus transmis/fondateur, acide amines,
signatures génétiques, peptide signal, domaine cytoplasmique, segment 1 de peptide lytique

de lentivirus.
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ABSTRACT

Background: HIV-1 transmitted/founder viruses (TF) are selected during the acute phase of
infection from a multitude of virions present during transmission. They possess the capacity
to establish infection and viral dissemination in a new host. Deciphering the discrete genetic
determinant of infectivity in their envelope may provide clues for vaccine design.

Methods: One hundred twenty-six clade B HIV-1 consensus envelope sequences from
untreated acute and early infected individuals were compared to 105 sequences obtained
from chronically infected individuals using next generation sequencing and molecular
analyses.

Results: We identified an envelope amino acid signature associated with TF viruses. They are
more likely to have an isoleucine (l) in position 841 instead of an arginine (R). This mutation
of R to | (R841l) in the gp41 cytoplasmic tail (gp41CT), specifically in lentivirus lytic peptides
segment 1 (LLP-1), is significantly enriched compared to chronic viruses (OR = 0.2, 95% ClI
(0.09, 0.44), p = 0.00001). Conversely, a mutation of lysine (K) to isoleucine (I) located in
position six (K6l) of the envelope signal peptide was selected by chronic viruses and
compared to TF (OR = 3.26, 95% CI (1.76-6.02), p = 0.0001).

Conclusions: The highly conserved gp4l CT_ LLP-1 domain plays a major role in virus
replication in mediating intracellular traffic and envelope incorporation into virions in
interacting with encoded matrix protein. The presence of an isoleucine in gp41 in the TF
viruses’ envelope may sustain its role in the successful establishment of infection during the
acute stage.

Keywords: HIV-1, acute/early infection, transmitted/founder viruses, recent viruses,
envelopes, amino acids, genetic signatures, signal peptides, cytoplasmic domain, lentivirus

lytic peptides segment 1.
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1. INTRODUCTION

HIV-1 genetic diversity due to frequent mutation rates, polymorphisms, recombination
events and altered pattern of glycosylation within the envelope (Env) [1] drives HIV-1 escape
from broadly neutralizing antibodies (bnAbs) and other mechanisms developed by the
immune system [2,3,4]. HIV-1 envelope polymorphism determines the functional properties
of the virus during disease progression [4] and contributes to the rapid evolution of HIV-1
toward the establishment of a viral reservoir early after infection [5,6], which impedes HIV-1
cure and vaccine efforts [7,8]. For 80% to 90% of heterosexual transmission cases, it is
estimated that a single HIV virus strain is capable of establishing successful transmission and
is referred to as a transmitted/founder (TF) virus [9,10,11,12]. However, if the recipient
presents genital ulceration or if transmission occurs via other routes, more than one strain
can contribute to the initiation of infection [10,13,14].

The envelope glycoprotein of HIV-1 is a complex trimeric glycoprotein found on the surface
of the virus and composed of gp120 subunit spikes linked in a noncovalent interaction with
gp41l. It is encoded by a viral genome and interacts with host cells and plays an essential role
in the virus replication cycle by mediating the fusion between viral and cellular membranes
during the entry process [15]. The HIV-1 envelope glycoprotein harbors the transmembrane
domain [15]. The HIV-1 envelope structure starts with an N-terminal signal peptide (SP) that
guides the nascent env to the endoplasmic reticulum (ER), where env synthesis and post
translational modifications take place [16]. The gp120 glycoprotein is subdivided into five
conserved subdomains (C1-C5) and five hypervariable glycosylated loops (V1-V5)
[15,17,18,19] involved in HIV-1 pathogenesis and viral escape. HIV-1 gp41 consists of 345
amino acids [20], thus facilitating viral protein and host cell membrane fusion [21,22]. Gp41
has three subdomains [23] and seven functional domains, including the ectodomain that
mediates membrane fusion [21,24] and the conserved transmembrane domain (TMD) [25],
which acts as a membrane anchor that prevents the release of gp160 into the lumen of the
endoplasmic reticulum (ER) [26,27], mediates fusion of the viral envelope with the host cell

membrane [15] and enhances cell to cell and virus to cell fusion [28], and the cytoplasmic
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domain, also called the cytoplasmic tail (CD) [15,29,30]. The latter includes three lentivirus
lytic peptides segment 1, 2 and (LLPs) [30,31]. LLPs contribute to the surface expression of
env [32,33], env incorporation into viral particles [34,35], fusogenicity [36,37] and its
localization in lipid rafts [31].

The envelope glycoprotein of HIV-1 is encoded by a viral genome and this protein mediates
the first contact with host cells. Even discrete or predominant, an amino acid change
(mutations, insertions and deletions) in this viral specific region merit further analysis. Such
changes may constitute an important genetic signature developed at the acute stage of
infection and selected by TF viruses. They may constitute as keys factors that influence viral

fitness and enhancing HIV transmission to new recipients.

The current study characterized the HIV-1 envelope variable region with regard to loop
length, N-linked glycosylation sites and the V3-positive net charge. We also screened the env
full-length amino acid sequences to identify mutation patterns occurring in acute/early

stages of HIV infection.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Description of specimens

We used specimens from HIV-1-infected individuals obtained from the Laboratoire de santé
publiqgue du Québec (LSPQ) of the Institut national de santé publique (INSPQ) serobank
collection (original samples) from first time individual HIV diagnosis before enrollment in any
antiretroviral therapy. The majority HIV-1 infected population is men who have sex with men
(MSM) and someone injecting drug users (IDU). The LSPQ is the Public Health Laboratory of
the province of Quebec, where confirmation testing of HIV infection is performed on all HIV-
positive tests in Quebec. All the LSPQ specimens used in this study were residual sera first
collected for routine diagnostic purposes between year 1991 and 2015. Specimens deriving
from acute HIV-1 infection contained TF viruses (Fiebig stages 1 and 2) and were selected
based on p24 antigen positivity in the absence of HIV-1 antibodies [38]. The recent (RC;
Fiebig 3 to 5) and chronic (CH) HIV-1-infected individuals’ serum samples were determined by
recent testing algorithms (RITA) performed at the LSPQ [39]. The mean duration of recent
infection (MRDI) is defined as less than 136 days of infection [39]. Confirmed untreated
chronic clade B HIV-1 envelope sequences were also obtained from the Los Alamos sequence
databases (LANL) as part of the data set for chronic infection in addition to chronic viruses’
envelope sequences obtained among the public health laboratory of Quebec (LSPQ)
serobank sample collection. The genetic diversity in the HIV-1 envelope sequence of TF
viruses [40] may govern the functional properties and provide clues on viral transmission
success and immune evasion [9]. Recent HIV viruses usually correspond to those identified at
an early stage of infection within the 6 month period [40,41]. For this study, we considered
early HIV infection a period within mean duration of recent infection (MDRI) of 136 days [39].
HIV-1 viruses identified at this period were defined as recent viruses. The distribution of the
specimens and sequences per category of infection are described in Figure 1 and referred

nomenclature in supplemental Table S1.
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TOTAL HIV-1+ SAMPLES OF
INDIVIDUALS INFECTED ANALYZED
N=757

Chronic infection sample Acute and early infection
N=48 samples
N=T709
(Acute=240; Early=469)

Fulklength chronic |_||}--I envelope gene Full-length TF and RC HIV-1 envelope
amplified S =
Ne gene amplified
B N=148
(TF =112; RC=36)
(lade B CH envelope sequences; N=2 Number of TF and RC envelope sequences; N=138
Clade B CH envelope sequences from LANL HIV-1 Clade B TF viruses envelope sequences; N=98
sequence database; N=103 Clade B RC viruses sequences: N=28
Total=105 Total=126

L

Total of clade B HIV-1 envelope sequences
includes
N=231

Figure XXXX. (Article 3, Figure 1): Flow chart showing the numbers of HIV-1 positive
samples analyzed, and consensus envelope sequences of HIV-1l-infected individuals
include in the study.

From a total of 243 sequences obtained, 95% (231) of subtype B HIV-1 sequences were
included in the current study. The non-B HIV-1 subtype envelope sequences representing
8.7% (four for transmitted/founder (TF) and eight for recent (RC) viruses) of the LSPQ
serobank HIV-1 positive samples were excluded for subsequent genetic analysis because they
may have influenced the results. The HIV-1 envelope sequences of transmitted/founder (TF)
viruses derived from acute infection, recent viruses (RC) for early infection and chronic
viruses for chronic infection.

2.2. HIV-1 RNA extraction
One hundred (100) microlitres of unique serum from each HIV-1-infected subject was used

for HIV-1 RNA extraction using BioRobot MDx automated viral RNA extraction. The
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QlAamp®Virus BioRobot® MDx Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) was used. To respect the
minimum 350-pL sample volume required for BioRobot automate extraction, we diluted each
100-pL serum sample with 250 pL Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Sigma-Life
Science, Oakville, Ontario, CA, USA). Extraction was conducted automatically according to the
manufacturer’s protocol. One positive and one negative control sera were always included in
each panel of extraction for quality control. Suspension of extracted RNA (approximately 60—

80 uL) was immediately used for reverse transcription or stored at —80 °C for reference use.

2.3. Reverse transcription (RT-PCR).

Reverse transcription of the full-length HIV-1 RNA envelope was performed using the
following primers: SG3-lo forward and SG3-up reverse [42,43], which cover 4.7 kb fragments
of env length. The extracted RNA (5 pL) was reverse-transcribed in a total volume of 50 plL
using the Superscript Il One-Step RT-PCR system with Platinium® Tag DNA polymerase
((Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), which included 2.0 pL SuperScript™ Il RT/Platinum® Taq mix
(10 U/uL), 25 pL of 2X reaction mix at a concentration of (05 uM), 2.0 pL of each primer (SG3-
lo and SG3-up) at a concentration of (10 uM), 0.5 puL of RNase OUT at concentration of (2
U/uL) completed with13.5 pL of diethylpyrocarbonate (DEPC) water.

The RNA product (10 plL) was first denatured at 65 °C for 5 min in a thermocycler (Applied
Biosystems (ABI) GeneAmp PCR System 9700). The denatured RNA (5 pL) was added to the
45 pl reaction mix containing primers, RNase OUT and the Platinium® Tag DNA polymerase.
The reaction mix was then placed in an Applied Biosystems (ABI) thermocycler for cDNA
synthesis. The thermal profile was as follow: 53 °C for 30 min and 94 °C for 2 min, followed by
40 cycles at 94 °C for 2 min for denaturing, 55 °C for 30 s for annealing, 68 °C for 4 min for
extension and 68 °C for 5 min with a final hold at 4 °C. The PCR product was immediately

amplified (nested PCR) or stored at 4-8 °C for future use.

2.4. Second amplification
After RT-PCR, a nested polymerase chain reaction (nested PCR) of the full-length HIV-1
envelope gene (GP160) was amplified using appropriate primers that covered a fragment of

3.10 kb. The following primers were used: env up forward (5'-
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GTTTCTTTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAG-3’), HXB2 nucleotides (nts) position (5957-
5983) and env-lo reverse (5-GTTTCTTCCAGTCCCCCCTTTTCTTTTAAA AAG-3’), HXB2 nts
position (9063-9088). For PCR amplification, cDNA (2 pL) was amplified in a total volume of
50 pL using the Expand™ High Fidelity PCR System (3.5 U/uL) enzyme (Roche Life Sciences,
Mannheim, Germany). For the preparation of the reaction mix, (2 uL) of cDONA was added to
0.4 pL of the expand high fidelity enzyme mix, 5.0 pL of the expand high fidelity buffer at
(10x) concentration, 1.5 pL of dNTPs at concentration of (10 mM) and 2.0 uL for each primer
(env up and env-lo) at a concentration of 10 uM) completed with 37.10 pL of
diethylpyrocarbonate (DEPC) water.

For amplification in the ABI 9700 thermocycler, the following temperatures were used: 94 °C
for 2 min, followed by 45 cycles of denaturing at 94 °C for 15 s, annealing or hybridization at
55 °C for 30 s, and extension or elongation at 68 °C for 2 min, followed by 68 °C for 7 min and
a hold at 4 °C. The PCR products were immediately visualized on a 1% agarose gel by
electrophoresis and purified using DNA purification kits from QIAGEN and stored at -20 °C

before sequencing.

2.5 DNA Sequencing and Sequence Assembly

Two pL of input purified DNA was quantified by a Nanodrop and the appropriate
concentration was established. In addition, 5 pL (0.2 ng/uL) of input purified DNA was also
guantified by iQ™5 Optical System Software, (Bio-Rad Laboratories Ltd. Ontario, Canada)
using PicoGreen dsDNA Quantification Reagent). Full-length gp160 of the HIV-1 viral
envelope gene was sequenced using MiSeq (lllumina, San Diego, CA, USA) a next generation
sequencing (NGS) method with a MiSeq® Reagent Kit (San Diego, CA, USA). The Nextera XT
DNA library prep kit (lllumina, San Diego, CA) was used for library preparation and the
manufacturer’s protocols were respected. The lllumina MiSeq system was edited using
MiSeq Reporter, a bioinformatics data analysis software built into the MiSeq. The workflow
using the Nextera XT DNA library kit contains the following steps: (1) tagmentation of
genomic DNA, (2) PCR amplification, (3) PCR Clean-up, (4) library normalization and (5) library

pooling for MiSeq sequencing were strictly respected. After cycle sequencing, gigabase data
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provided by lllumina MiSeq were transferred and stored into a securely cloud-based
genomics computing environment named BaseSpace Sequence Hub.

2.6. Data Management and Analysis

Sequence analysis was performed by cycle-sequencing using lllumina MiSeq. The data
produced were viewed by a sequencing analysis viewer (SAV) as recommended by the
manufacturer. Individual sequence fragments were assembled using an IVA (iterative virus
assembler) and consensus sequences were identified by each specimen. Only the sequences
that represented most of 1% of the viral population were retained for subsequent analyses
to reduce potential recombination artifacts that may influence viral sequence diversity.
Consensus sequences obtained from NGS and IVA assembly obtain from original data and
those obtain from Los Alamos HIV-1 sequence database were aligned using Clustal Wallis and
conducted in Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 7.0 for Bigger Datasets

(MEGA7.0) software (www.megasoftware.net) [44]. A reference “HXB2” (GenBank accession

number: K03455.1) envelope sequence, gp160 (amino acids residues 512—856 of full genome
numbering) was included in the alignment. Each sequence was also aligned in the blastx

homepage with online software (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) and screened to identify

potential protein products encoded by a nucleotide query of each sequence. This blastx
search ensures that all sequences correspond to the amplified full-length gp160 HIV-1
envelope. All ambiguous or gaps sequences were excluded from subsequent analyses.

We used the online Los Alamos sequence database tools to determine the characteristics of
the HIV-1 variable regions (GP120- V1 to V5 loops). This online tool provides results of the
HIV N-linked glycosylation site, the loop length and the V3 loop net charge (NC) where we
used default setting that have computed with KRH = (+) and DE = (-). The following link was

used: https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/VAR REG CHAR/index.html.

Determination of the HIV-1 envelope amino acid sequences logo and frequencies for three
category of infection stages (TF, RC and CH) were performed using WebLogo Versions 2.8 and
3 (http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi) [45,46]. The Weblogo tools generate sequence
logo, graphical representations of the patterns within a multiple sequence alignment. HIV-1

envelope sequences subjected to WeblLogo analyses (N = 231)) were first submitted to
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multiple sequence alignments using MEGA 7.0 software. The HXB2 env GP160 sequences
were introduced in alignment for numbering purposes [15,29,31,47,48,49]. Aligned envelope
sequences for each category of viruses (chronic, transmitted/founder and recent) were then
downloaded separately in fasta files. Sequences files for each category of infection were
subsequently uploaded individually and analyzed in WebLogo online software. Weblogo
analysis identify and counts number of individuals amino acids selected at each position of
the env sequence length (1-856) and report frequency from the population. Sequence data of
each category of infection were further downloaded in plain text output format that
reported the total count of selected amino acids at each position of env aligned sequence.
We finally generated three files of amino acid counts for each of the three categories of
viruses (TF, RC and CH) and proceeded to statistical comparison; position by position and
amino by amino acid, between them and reported the significant difference. We referred to
HXB2 env sequences introduced as reference in MEGA 7.0 multiple sequence alignments to
identify the exact position of the amino acids in env by checking in black the boxes: without
(w/0) gaps. Localization (sub-regions or domains of env) for any amino acid changes referred
to HXB2 numbering as summarized in Supplemental Table S2.

Envelope nucleotides and amino acid sequences for all full-length HIV-1 transmitted founder,
recent and chronic viruses were deposited and are available in the GenBank sequence
database under the accession MKO076153-MK076292. HIV-1 envelope sequence data
qualifiers are also available in Supplemental Table S3. The background information of
selected LANL chronic clade B HIV-1 envelope sequences were reported in the Supplemental

Table S4.

2.7. Statistical Analyses

We used descriptive statistics, the mean and nucleotide composition across HIV-1 envelope
gp160 length to estimate the amino acid differences between transmitted founder with
recent and chronic sequences using the HXB2 envelope sequence as a reference. Descriptive
statistics were performed using proportion and means or median for qualitative and

guantitative variables, respectively, as well as ridge plots. The Kruskal Wallis, Wilcoxon and

230



Chi square tests were used to compare the different parameters per type of infection. The
Wald test statistics with logistic regression model were also used. Stata version 14, R version
3.5.1 and SPSS version 24 were used as statistical software. A p-value less than 0.05 was
considered statistically significant. Moreover, the p-values were adjusted using the Benjamin

Hochberg procedure for multiple comparisons.

2.8. Ethics Approval and Consent to Participate

Ethical approval was given by the “Comité d’éthique et de la recherche (CER) des Centres
hospitaliers affiliés a I’'Université de Montréal (CHUM) ; Number :2015-5569, CE14-344CA. It
was yearly renewed since 2015 by our Institutional review board. All samples were
anonymized before application in this study. No nominal information was used for analysis or
data management. This manuscript did not contain any individual data in any form

whatsoever to publish.

3. RESULTS

A total (N) of 757 specimens from acute and early HIV-1 infections based respectively on EIA-
p24 antigen positive, Western blot (WB) negative and WB positive with the presence of HIV-1
antibodies and qualified by a recent infection testing algorithms (RITA) [37,39] (Figure 1).
Chronic clade B HIV-1 virus envelope sequences were selected from Los Alamos HIV
sequence databases and constitute a part of chronic sequences that were obtained from the
LSPQ serobank collection (Figure 1, Supplemental Table S1).

From acute HIV-1-infection serum samples (N = 469) classified as TF viruses, we obtained 98
consensus individual clade B HIV-1 envelope sequences after a molecular evolutionary
genetic analysis. Five of the one hundred tree sequences were excluded because they had
short envelope amino acids sequences lengths (<856 bp) after MEGA 7 multiple sequence
alignment. The nested-RT-PCR success rate of acute infection samples was 23% (102/469), as
presented in Figure 1.

From the total of early HIV-1 infection samples (N = 240) where viruses identified as classified

as recent HIV viruses, twenty-eight (28) HIV-1 consensus envelope sequences were obtained

231



(Figure 1). This result corresponded to an RT-PCR amplification success rate of 15% (36/240).
Eight (8) non-B HIV-1 envelope sequences were excluded for molecular analysis (Figure 1).

Of forty-eight (48) chronic HIV-1 infection samples collected from LSPQ serobank samples
collections, only two HIV-1 envelope sequences were finally obtained after analysis, which
demonstrated a fair result after HIV RNA amplification (4%; Figure 1).

The repartition of clade B HIV-1 envelope sequences (one sequence per individual) in total is
as follow: chronic (CH): 45.46% (N = 105 includes); TF viruses: 42.42% (N = 98 includes, N = 4
non-B HIV-1 was excluded) and recent (RC): 12.12% (N = 28 were included, N=8 non-B HIV-1
were excluded) as shown in Figure 1 and Supplemental Table S3. A total of 105 HIV-1 B
chronic envelope sequences included two HIV-1 envelope sequences of LSPQ serobank
sample collections and LANL chronic HIV-1 clade B envelope sequences (Figure 1). The
background information of LANL selected chronic HIV-1 envelope sequences is available in
Supplemental Table S4.

Thus, a total of 231 clade B HIV-1 full-length consensus envelope sequences were included in

this analysis.

3.1. Characteristics of HIV-1 Envelope Variable Regions

The first objective of the current study was to determine the characteristics of the HIV-1
variable regions, including the number of N-glycosylation sites, the loop length and the V3
loop positive net charge between TF, RC and CH viruses. As presented in Figure 2d and
Supplemental Table S5, the differences in the numbers of N-glycosylation sites of the HIV-1
env GP120 loop 3 (V3) were statistically significant using the Kruskal-Wallis test and Wald
test with logistic regression model. These concerns CH (median/range: 2 (2,2)) and TF
(median/range: 2 (2,2)),(OR = 0.58, 95% ClI (0.36-0.93), p = 0.026), between RC
(median/range: 2 (2,3) and TF: 2 (2,2) (OR = 0.37, 95% Cl (0.19-0.73), p = 0.004 and CH
(median/range: 2 (2,2) and RC (median/range: 2 (2,3), (OR = 2.03, 95% Cl (0.98-4.21), p =
0.05).

232



CH: Chronic viruses, s RO Recent vimuses, TF: Transmitted Founder viruses

- e

I VY VU

Fig. 2a Fig.2b Fig. 2¢
B .'1;,t=l s ' ! ! ey ' ' ! ! :‘IHM '
X P=0.026 1
g ____'._._-_-‘_. % %bd _A_ A
Loteetd o
& = o
“I" n’ h ?’H t i ]
M 1 1 i " )’ s ] .u-.'-..m . LI

Figure XXXXI. (Article 3, Figure 2): Ridge plot comparing the HIV-1 envelope variable
loop number of N-glycosylation sites between TF, RC and chronic (CH) viruses.

The boxes represent a density plot of a number of N-glycosylation sites for: env V1 loop (a),
env V2 loop (b), env V1V2 loop (c), env V3 loop (d), env V4 loop (e) and env V5 loop (f) for CH,
RC and TF viruses respectively. In box, the top (green), middle (blue) and bottom (yellow)
represent respectively number of N-glycosylation sites for CH, RC and TF viruses envelope
sequences respectively. The X-axis represents sequence loops number of N-glycosylation
sites and the Y-axis the density of sequences number of N-glycosylation sites for each
timeline category of viruses (CH, RC and TF). As shown in Figure 2d, the differences in env V3
loop numbers of N-glycosylation sites between CH and TF, p = 0.026; RC and TF, p = 0.004
and CH and RC, p = 0.05 were statistically significant using Wald test with logistic regression
model.

The difference in the HIV-1 env GP120 loop 5 (V5) lengths was statistically significant using
the Kruskal-Wallis test and Wald test with logistic regression model (Figure 3f and
Supplemental Table S5). These differences concerned RC (median/range: 15 (13, 15) and TF
(median/range: 13 (12, 14)), OR = 0.65, 95% ClI (0.49-0.86), p = 0.003 and between CH
(median/range: 15 (12, 14)) and RC (median/range: 15 (13, 15), OR = 1.44, 95% CI (1.12—-
1.86), p = 0.004.
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Figure XXXXII. (Article 3, Figure 3): Ridge plot comparing the clade B HIV-1 envelope
variable loop length between CH, RC and TF viruses.

The boxes represent the density plot of: env V1 loop lengths (a), env V2 loop lengths (b), env
V1V2 loop length (c), env V3 loop length (d), env V4 loop length (e) and env V5 loop length (f)
for CH, RC and TF viruses respectively. For each box, the top (green), middle (blue) and
bottom (yellow) represent, respectively, TF, RC and CH viruses sequences. X-axis presents
sequence loop lengths and the Y-axis the loop length density for each timeline category of
viruses (CH, RC and TF). As presented in Figure 2f, the differences in the HIV-1 env GP120 V5
loop lengths between RC and TF, p = 0.003 and CH and RC, p= 0.004 are statistically
significant using Wald Test with regression logistic model.

The positive net charge of the HIV-1 env GP120 loop 3 (V3) was also statistically significant
between CH (median/range: 5 (3, 6), RC (median range: 4 (3, 5.5) and TF (median/range: 4 (3,
5), p = 0.040 and specifically, between CH (median/range: 5 (3, 6), and TF (median/range: 4
(3, 5), viruses (OR = 0.82, 95% CI (0.69—-0.98), p = 0.038) using the Kruskal-Wallis test and

Wald test with logistic regression model (Figure 4; Supplemental Table S5).
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Figure XXXXIII. (Article 3, Figure 4). Ridge plot comparing the clade B HIV-1 envelope
variable region gp120 loop 3 (V3) net positive between CH, RC and TF viruses.

The box represents a density plot of the V3 positive net charge. The top (green), middle
(blue) and bottom (yellow) represent the TF, RC and CH viruses’ V3 sequences net charge,
respectively. The X-axis represents the number of charges for the HIV-1 env gp120V3 loop
and the Y-axis represents the density of sequence charges of HIV-1-infected individuals for
the CH, RC and TF viruses respectively. As shown in Figure 4, the difference of the V3 positive
net charge was significant between CH, RC and TF, p = 0.04. Importantly, the difference in
HIV-1 env V3 loop net charge was statistically significant between CH and TF viruses, p = 0.03
using Wald with regression logistic model. No significant difference was observed between
RCand TF, p > 0.05.

3.2. Clade B HIV-1 Envelope Amino Acids Signatures Associated to
Transmitted/Founders and Recent Viruses Compared to Chronic

The second objective of this study was to screen full-length HIV-1 envelope sequences to
identify genetic characteristics (mutation patterns) associated with transmitted/founder and
recent viruses compared to chronic ones. As presented in figures 6, 7 and Table 1, two

genetic signatures were identified.
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The first significant amino acids enrichment difference between CH and TF was observed in
the HIV-1 envelope gp41 cytoplasmic tail, specifically in the Lentivirus Lytic peptide 1 (LLP-1).
It concerns a substitution of an arginine (R) by an isoleucine (l) at position 841 (R841l) in

reference to HXB2 env sequence numbering (Figure 5, Table 1).
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Figure XXXXIV. (Article 3, Figure 5). Genetic signature identified under the HIV-1
envelope GP41 Lentivirus Lytic peptide 1 (LLP-1) associate to clade B HIV-1 TF viruses

compared to chronic (CH) using WebLogo.

The X axis represents amino acids (AA) composing the LLP-1 sequence (direction N to C). The
Y axis represents the normalized AA frequency identified at each position of the LLP-1
sequence for each category of infection. The top line box represents the chronic (CH) viruses
envelope GP41 LLP-1 sequence (N = 105) and the bottom line for TF viruses (N = 98). As
indicated for Weblogo analysis, the overall height of each stack indicates the sequence
conservation at that position (measured in bits), whereas the height of symbols within the
stack reflects the relative frequency of the corresponding amino or nucleic acid at that
position. The isoleucine (I) amino acid signature was located at position 959 of alignment
(HXB2 position R841l) and identified by a red asterisk.The isoleucine was highly enriched in
TF viruses LLP-1 domains, 33.68% (32/95), compared to CH virus LLP-1 domains, 9.52%
(10/105), OR = 0.2, 95% Cl (0.09-0.44), p < 0.00001 using the hi-squared (Chi?) test.
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The second genetic signature was identified in the HIV-1 envelope signal peptide (SP). It
concerns a substitution of lysine (K) by an isoleucine at position six of HXB2 numbering
(Figure 6, Table 1). The substitution of lysine (K) for isoleucine (I; K6l) in the env SP at position
six was highly enriched in chronic viruses, 79.04% (83/105) compared to TF viruses, 53.60%
(52/97), OR =3.26, 95% Cl (1.76—6.02), p = 0.0001 using the chi-squared (Chi2) test.
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Figure XXXXV. (Article 3, Figure 6). Genetic signature identified under the HIV-1
envelope signal peptide (SP) associate to clade B HIV-1 chronic compared to TF viruses
using WebLogo.

The X axis represents sequences and amino acids (AA) identities composing the SP (direction
N to C). The X axis represents amino acids (AA) composing the LLP-1 sequence (direction N to
C). The Y axis represents the normalized AA frequency identified at each position of the SP
sequence for each category of infection. The top line box represents chronic (CH) viruses
envelope SP sequence (N = 105) and the bottom line for TF viruses (N = 98). As indicated for
Weblogo analysis, the overall height of each stack indicates the sequence conservation at
that position (measured in bits), whereas the height of symbols within the stack reflects the
relative frequency of the corresponding amino or nucleic acid at that position. The isoleucine
(I) amino acid signature was located at position six of alignment (HXB2 position, K6l) and
identified by a red asterisk. NB. The lysine (K) was found at position 6 of HXB2 env SP.
However, as reported in figure 6, the TF like chronic viruses selected other amino acids than K
at the same position, importantly for isoleucine (1).
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Other significant amino acids mutation patterns that distinguish TF from CH HIV-1 envelope
sequences were also found less significant amino signatures in the GP120 C1 VI, V5 loops and
GP 41 fusion peptide (FP), Kennedy Epitope (KE), loop and Fusion peptide proximal region
(FPPR; Table 1).

Tableau Xlll. Table 1. Summary statistics of the important amino acids change among the
HIV-1 envelope sequences of chronic and transmitted/founder viruses.

HXB2 Env Amino Acids CH TF Chi® Test
Position AminoAcids ~ oUPreBion/  Alignment o o Gemelic ypo MO Toml YES NO  Total OR sy Do adjusted

Domain Position Signature p-values

841 R LLP-1 ] 1 Rs4il 10 95 105 32 63 95 0.2 009-0.44 0.00001
[ K 5P 6 1 Kel 83 22 W5 52 45 97 326 176602 0.0001
62 jb] 1 A1 E Dé&2E 20 85 105 4 a4 98 552 lee-160 0006
514 G ECD T (E14T 9 22 31 26 12 38 018 52 0.006
4 M sP 1 Mz41 38 b 104 16 &1 o7 291 0.006
74 R HIR/KE R 743R 45 ] 105 62 35 o7 o4z 0.008
153 E V1 E 153E a3 1 104 71 26 o7 3.09 0.008
744 R HIR/KE R TH4R 78 ¥ W5 53 # o7 130 0.008
717 E HIR/KE E 717F 86 1o 15 &2 35 a7 25 0.008
77 F HIR/KE 834 L 7L 19 86 105 35 62 o7 039 0.008
1 1 V1 207 M 1154M 35 7 105 52 45 o8 044 0.008
744 R HIR/KE 852 T R744T 15 o0 105 30 &7 L 0.008
a41 R LLP-1 L REs41L 81 24 105 56 39 95 235 0009
621 Q GF 41 Loop 738 D Q621D 16 88 104 31 &7 o8 039 0009
464 L V5 566 N L464N 24 45 0 42 31 73 039 0.009
543 Q FPPR 657 Q 5430Q 63 42 105 76 22 98 043 0.009

Table 1 presents the important HIV-1 envelope sequence polymorphisms of chronically
infected individuals compared to TF viruses of individuals infected that are considered as
genetic signatures. The bold typeface defines the important env genetic signatures identified
and discussed in manuscript. The gray character referred to sequence alignment position of
amino acid change. Abbreviations: V1—variable loop 1, CP—cytoplasmic domain/tails, EC—
endocytosis domain, SP—Signal peptides, C2—constant domain 2, C3—constant domain 3,
ECD-Loop—Ectodomain-loop region, CP-KE—cytoplasmic domain-Kennedy epitope, ECD-
CHR—Ectodomain-C-hepta-repeat, CP-LLP-1—Cytoplasmic Tail-Lentivirus Lytic peptide 1.
MSD—Membrane-spanning domain.

3.3. HIV-1 Envelope Genetic Signatures Among Transmitted/Founder and
Recent Viruses Compared to Chronic

Four important genetics signatures were also identified when combining TF and RC
compared to chronic viruses (Figure 7, Figure 8, Figure 9 and Figure 10). The first one was
located in the GP120 V1 loop at position 153 (Figure 7) and did not constitute a change.
However, it identified a high enrichment of glutamic acid (E; 153E) in CH viruses, 89.42%
(93/104) and 65.60% (82/105) in RC (+TF) ones, OR = 4.43, 95% CI (2.16-9.05), p = 0.000001

using the Chi2 test.
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Figure XXXXVI. (Article 3, Figure 7). Genetic signature identified under the HIV-1
envelope GP120 V1 loop associate to clade B HIV-1 chronic compared to recent viruses.

The X axis represents amino acids (AA) composing the V1 loop sequence (direction N to C).
The Y axis represents the normalized AA frequency identified at each position of the V1
sequence for each category of infection. The top line box represents chronic virus envelope
V1 loop sequences (N = 105) and the bottom for RC viruses within 136 days MDRI and TF (N =
126). As indicated for Weblogo analysis, the overall height of each stack indicates the
sequence conservation at that position (measured in bits), whereas the height of symbols
within the stack reflects the relative frequency of the corresponding amino or nucleic acid at
that position. The glutamic acid (E) amino signature was located at position 206 of alignment
(HXB2 position 153E) and was identified by a red asterisk.

The second was found in the env signal peptide at position 24 and identifies a substitution of
a methionine (M) by an Isoleucine (I; M24l; Figure 8). The isoleucine mutation was enriched
at 36.53% (38/104) for CH and 12.08% (16/125) for RC (+TF), OR = 3.92%, 95% CI (2.04-7.53),
p = 0.00001 using the Chi2 test.

239



CH_HIV-1 ENV_SP II\']”-’InnHT!-ﬂ

4

&3 V . N 0

=] s

W00 B o HW
N-Nnvunu;h.“”?.:22:92&528&893553338 88 395882.33;3*

AA identity T —

TF+RC_HIV-1 ENV_SP

&4 _
$3 v A 0

| § 2 B
- W

1 J \iH | I'i. 0
2 KAﬂEM_K_R..w',wﬁ cxW K Ex R
NF“"'“"““"'E:E:’:EEE:EEB RNRINERRRABASY 39,99399
AA Idant“‘y e by o ey adu

Figure XXXXVII. (Article 3, Figure 8). Genetic signature identified under the HIV-1
envelope signal peptide (SP) associate to clade B HIV-1 chronic compared to recent
viruses.

The X axis represents amino acids (AA) composing the env SP sequence (direction N to C).
The Y axis represents the normalized AA frequency identified at each position of the SP
sequence for each category of infection. The top line box represents chronic virus envelope
SP sequences (N = 105) and the bottom for RC viruses within 136 MDRI and TF (N = 126). As
indicated for Weblogo analysis, the overall height of each stack indicates the sequence
conservation at that position (measured in bits), whereas the height of symbols within the
stack reflects the relative frequency of the corresponding amino or nucleic acid at that
position. The isoleucine (I) amino signature was located at position 40 of alignment (HXB2
position M241) and is identified by a red asterisk.

The third signature was located at position 621 of HIV-1 env GP41 loop domain. It consisted
of glutamine (Q) substitution by aspartic acid (D; Figure 9). The aspartic acid was enriched at
15.38% (16/104) for CH and 41.60%, (52/125) for RC (+TF), OR = 0.25%, 95% Cl (0.13—0.48), p
=0.00001 using the Chi2 test.
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Figure XXXXVIII. (Article 3, Figure 9). Genetic signature identified under the HIV-1
envelope GP41 cytoplasmic tail (CT or CD) loop domain associate to clade B HIV-1
chronic compared to recent viruses.

The X axis represents amino acids (AA) composing the GP41 CT loop sequence (direction N to
C). The Y axis represents the normalized AA frequency identified at each position of the GP41
CT loop sequence for each category of infection. The top line box represents chronic virus
envelope GP41 CT loop sequences represented individuals (N = 105) and the bottom for RC
viruses within 136 MDRI and TF (N = 126). As indicated for Weblogo analysis, the overall
height of each stack indicates the sequence conservation at that position (measured in bits),
whereas the height of symbols within the stack reflects the relative frequency of the
corresponding amino or nucleic acid at that position. The aspartic acid (D) amino signature
was located at position 738 of alignment (HXB2 position Q621D) and identified by a red
asterisk.

The last amino acid mutation patterns that distinguish chronic from recent viruses were
located in the HIV-1 env GP 41 cytoplasmic tail specifically at position 751 (Figure 10).
Specifically, they were located between the NF-kB activation (NA) and the highly
immunogenic region, also called Kennedy Epitope (KE; Figure 10). It consisted of an aspartic
acid (D) substitution by a valine (V; D751V). The valine was enriched at 60.95% (64/105) for
CH and 31.20% (39/125) for RC (+TF), OR = 0.25%, 95% Cl (1.99-5.92), p = 0.00001 using the
Chi2 test.

241



HXB2 [aa] DTSV
CH_HIV-1 ENV_GP41-CD_KE-NA DOMAINS

g TR

I% §§§§ﬁﬁﬁﬁ%s%ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁs%gsﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬂﬁﬁﬁﬁﬁﬁc
AA ident |ty [T e ——

TF+RC_HIV-1 ENV_GP41-CD_ KF NA DOMAINS

berm ”E,"CL

l_

533 é%ﬁ%ﬁﬁ%ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ& EE EEEESSEEEEEEC

AA identity amtiago tereay adu

AA fregus}ncl

zQ =

Figure XXXXIX. (Article 3, Figure 10). Genetic signature identified under the HIV-1
envelope GP41 cytoplasmic tail (CT or CD) between NF-kB activation (NA) and Kennedy
Epitope (KE) domains associate to clade B HIV-1 chronic compared to recent viruses.

The X axis represents amino acids (AA) composing the GP41 CT NA and KE sequence
(direction N to C). The Y axis represents the normalized AA frequency identified at each
position of the GP41 CT, NA and KE sequence for each category of infection. The top line box
represents chronic virus envelope GP41 CT NA and KE sequences represented individuals (N =
105) and the bottom for RC viruses within 136 MDRI and TF (N = 126). As indicated for
Weblogo analysis, the overall height of each stack indicates the sequence conservation at
that position (measured in bits), whereas the height of symbols within the stack reflects the
relative frequency of the corresponding amino or nucleic acid at that position. The valine (V)
signature was located at position 876 of alignment and position 751 referring to HXB2
numbering (D751V) and identified by a red asterisk.

The complete profile of statistically significant clade B HIV-1 envelope amino acid genetic

signatures that distinguish recently from chronic viruses is summarized in Table 2.
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Tableau XIV. Table 2. Major amino acid signatures among HIV-1 envelope sequences
between chronic and recent viruses.

HXEz Eav Amino Acid cH TF + RC Chi® st

Position Aminoacid  Subregion/Domain ’:;’::;;’;”‘ Change j‘:’_‘;:"‘ YES NO TOTAL YES NO TOTAL OR  95%CI Eiﬁf}::“
153 E V1 206 E 153E 93 11 104 82 43 125 443 2.1, 9.05 0.000001
24 M SP LT I Mzal 8 66 104 16 109 125 392 2.04, 753 0.00001
621 Q GF 41 CT Loop 0] D210 16 88 104 52 73 125 0.5 13, 048 000001
751 D CT (HIR/KE) 876 v D7s1v (=1 41 105 39 B 125 144 1.99, 592 0.00001
[ K sP 1 Kl B3 22 105 ] 56 125 306 170, 548 QL0003
FE) K c1 Q K320 W s ol 2?12 14 32 178 606 w0003
717 EC "‘IIL’L'I and F Fr17F B 19 105 7 s 15 AR 1755 00003
717 F EC I\II:L’ILII :’:"" 434 L Fri7L 1w 8 105 2 73 125 03 0.0003
e R HIR/KE NA 4655 R Rrd7R 5 & 05 85 40 125 03 Q0003
132 T vz 15 T T132T P 105 7= 51 126 a7 L0004
154 1 Vi 2 M T154M T 105 7 = 128 03% L0004
360 1 ) v D60V 2 = 104 1 o 16 28l 00004
7 R HIR/KE T R7T 5w 05 4 8l 15 s L0006
841 R LLP-1 1 Re411 0 9 105 s & 122 02 0.0006
744 R HIR/KE R R74dR ™z 05 & & 125 166 w00
2% r Loep D 5 T236T v s 104 ? @ 126 026 0.001

Table 2 presents the statistically significant clade B HIV-1 envelope sequence polymorphisms
among chronic compared to recent viruses of individuals HIV-1 infected that are considered
as genetic signatures. The bold typeface defines the important env genetic signatures
identified and discussed in manuscript. The gray character referred to sequence alignment
position of amino acid changes. Abbreviations: V1—variable loop 1, CP—cytoplasmic
domain/tails, EC—endocytosis domain, SP—Signal peptides, C—constant domain 2, C3—
constant domain 3, ECD-Loop—Ectodomain-loop region, CP-KE—cytoplasmic domain-
Kennedy epitope HIR-KE— Highly Immunogenic region (HIR) also called Kennedy epitope.
ECD-CHR—Ectodomain-C-hepta-repeat, CP-LLP-1—Cytoplasmic tail-lentivirus lytic peptide 1.
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4. DISCUSSIONS

The main objective of the current study was to determine the characteristics of the clade B
HIV-1 envelope variable loop in terms of sequence length, number of N-glycosylation sites
and net charge. It also aimed at identifying the principal amino acid signatures associated
with TF and RC founder virus strains compared to chronic viruses. The TF and RC HIV-1
viruses envelope glycoprotein mutation patterns determine the success of viral transmission
and its evolution during HIV-1 infections. Identifying such genetic signatures may help
improve HIV-1 prevention and inform vaccine design. The current study included 103
untreated HIV-1 clade B HIV-1 consensus envelope sequences from different cohorts
available in the Los Alamos sequence databases (Figure 1), in addition to two sequences
derived from LSPQ serobank chronically infections. To limit the selection bias in LANL
sequences, we carefully identified consensus sequences (one/patient) from clearly untreated
chronically HIV-1-infected individuals from the North America region (the United States of
America and Canada) that had been previously included in published articles [1,9]. We failed
to obtain more HIV-1 chronic envelope sequences from all study participants derived from
LSPQ serobank collections in order to make comparisons between TF and CH derived in the
same context. This was due to the lower amplification success rate obtained in this study for
those samples. Multiple factors may have affected HIV-1 envelope amplification success rate
including sample quality such as the long-term storage, viral RNA extraction procedures,
primers and enzymes as well as the viral loads of infected individuals (VL < 20,000 copies/ml).
Depending on the length the HIV-1 genome to be amplified and specifically for env gene, the

procedure is known to be challenging [9,50,51,52].

4.1. Clade B HIV-1 Envelope Variable Loop Characteristics
The first objective of the current study was to characterize HIV-1 TF viruses envelope variable
regions, which include the V1/V2, V3, V4 and V5 loop lengths, their number of N-linked

glycosylation sites and the V3 loop positive net charge.
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Our results show that the V3 loop numbers of N-glycosylation sites of TF viruses were
significantly less glycosylated than the chronic ones (Figure 2 and Table S5). The env V3 loop
of TF viruses were less positively charged than chronic viruses. (Figure 4 and Table S5). This
observation confirms earlier findings of a decreased positive net charge of TF viruses V3 loop
sequences compared to chronic [53,54,55,56,57,58]. The positive net charge of HIV-1
envelope hypervariable loop three modulated the viral phenotype and tropism [59] at
different stages of infection. The lower decreased charge of TF viruses V3 loop may
constitute a regulating factor of viral phenotype during transmission.

In this study, The V1/V2 loop length and number of N-glycosylation sites did not differ
between TF and CH HIV-1 viruses envelopes identified by earlier studies [60]. A shorter V1/V2
length and a fewer number of N-glycosylation sites have been associated to TF viruses in
previous studies [60]. Most of these characteristics have been observed for clades A, C and D
of HIV-1 [1,14,58,61]. This could reflect a difference among clades, as our study compared
clade B HIV-1 env V1 and V2 loops [14,57,58].

We also observed that HIV-1 env GP120 loop 5 (V5) length of TF viruses was significantly
shorter than RC and CH viruses (Figure 3 and Table S1). The V5 loop has been found to be
necessary for viral structure integrity maintenance, negatively affected virus assembly and
virus entry [62] and constituted neutralizing determinants recognized by broadly neutralizing
monoclonal antibodies [63,64]. It also participates in CD4 binding sites (CD4bs) formation
[65]. The shorter loop length of TF compared to RC and CH viruses suggest that V5 sequence
loop length modelling at the acute stage of infection plays an important role in the virus

transmission process and subsequently to the disease progression.

4.2. Clade B HIV-1 Envelope Amino Acids Signatures Associate to
Transmitted/Founder and Recent Viruses

The second objective of this study was to identify specific mutation patterns across the HIV-1
envelope that may be considered as a genetic signature of TF viruses. We first compared the
TF viruses envelope sequences derived of acutely HIV-1-infected individuals (Fiebig stages 1
to 2) [66,67] with those from chronically infected individuals. The first important point

mutation identified consisted of the substitution of an arginine (R) by an isoleucine (I) at
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position 959 of alignment and referred to HXB2 numbering to position 841 (R841l; Figure 5).
This mutation was located in the C-terminal of the cytoplasmic (CT/D), specifically in the
lentivirus lytic peptide segment 1 (LLP-1) [68,69]. The cytoplasmic tail or domain of GP41 is
important for HIV-1 replication and pathogenesis by regulating rapid clathrin-mediated
endocytosis that induces low levels of env expression on the cell surface [30,70,71]. This
phenomenon contributes to limiting humoral immune pressure to HIV-1 [30]. It is also known
that GP41 CT contributes to env incorporation into virions by interacting with viral matrix
protein [37] and also for cellular-transcription factor NF-kB activation [30]. The CTs of HIV-1
of GP41 have also been shown to have an impact on gp120 and ECD conformation and
mutations in this domain also impacted recognition and neutralization of antibodies
[15,32,72].

The R841l signature associated to clade B HIV-1 TF viruses was located at position 841 of the
GP41 cytoplasmic tail in this LLP-1. It was reported that the LLP-1 mutations affect env
association with lipid rafts [31,70] and reduce env incorporation, infectivity and the
replication process for certain viral phenotypes [73]. The results of our current study reveal
the selection of isoleucine by TF viruses (Table 1), which may contribute to HIV-1 gp4l CT
functions. Earlier studies have highlighted the importance of gp41 cytoplasmic tail domain
(CD) in HIV-1 in transmission and pathogenesis [30]. Lee, S. F. et al. (2002) previously
demonstrated that a single deletion of one of the two adjacent valine residues located at
positions 832 and 833 and lle-830, Ala-836 and lle-840 significantly contributed to the
reduction of env steady-state expression [74]. The R841l substitution identified in the acute
stage of infection of our study may constitute a key factor to enhance LLP-1 functions. It
would be necessary to evaluate its functional implications in the HIV-1 transmission process
and viral replication.

The second important amino acid signature identified was K6l (within the signal peptide),
highly enriched in chronic vs. TF viruses (Figure 6, Table 1). The lower selection of this
mutation for the TF viruses may represent a strategy for virus resistance to early immune
responses. Gnanakaran S et al. 2011 [1] showed that a histidine signature at position 12

(H12) in the signal peptide was highly enriched in TF viruses compared to chronic HIV-1
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envelope sequences. The histidine amino acids that were normally located at position 12
were substituted by arginine (R) or proline (P) during acute infection [1,75]. This H12
signature was found to increase envelope incorporation in pseudo-viruses in vitro [75,76].
The current study identified and highly selection of the isoleucine (K6l) associated to chronic
compared to TF viruses (Figure 6, Table 1). This mutation constituted an amino acid signature
enriched during disease progression over chronic infection.

The HIV-1 envelope signal peptide plays an important role in virus interaction with host cells
during transmission and its evolution toward the chronic stage. It contributes to increased
env gpl20 transport and the secretion and expression of env on the cell membrane surface
[77]. As reported by previous studies, a natural variation in the N-terminal signal peptide (SP)
of the HIV envelope significantly impacts the antigenicity and molecular mass of mature
gp120 and its glycosylation and interaction with DC-SIGN [78]. The SP is also likely subjected
to antibody-mediated immune pressure [77]. Compared to the Gnanakaran et al. (2011)
study, phylogenetic analysis methods and the numbers of sequence datasets used for amino
acid signature estimate may explain the different results. The Gnanakaran et al. study used
consensus and corrected phylogenetic tree analyses [1,76] for amino acid signature
estimates, whereas our study used the Weblogo online-based application to map and
determine the amino acid estimates. In addition, the definition of the TF viruses was also
different. The current study considered TF viruses as the sequences of HIV-1-infected
individuals sampled during acute infection Fiebig 1 to 2 stages [40,41], whereas Gnanakaran
et al. (2011) considered as recent viruses those identified at an early stage of HIV-1 infection
covering the Fiebig stages 2 to 5 [1,76].

We believed that identifying the HIV-1 envelope genetic signature very early after infection
might lead to a better identification of important genetic polymorphism observed during
disease transmission. Therefore, we compared chronic virus envelope sequences with those
of TF and recent ones to determine a specific mutation pattern. Four significant HIV-1
envelopes amino acid signatures were identified (Figure 7, Figure 8, Figure 9 and Figure 10
and Table 2). Three were highly associated to chronic viruses and one to recent ones. The

mutation patterns associated with chronic viruses consisted of glutamic acid (E) at position
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153 in the V1 loop (153E), a methionine (M) substitution by isoleucine at position 24 in the
signal peptide (M24l) and aspartic acid (D) substitution by a valine (V) in the cytoplasmic tail
(D751V; Figure 7, Figure 9 and Figure 10 and Table 2). The amino acid signature associated
with recent and TF viruses together was located in the GP41 ectodomain, specifically in the
loop domain (Figure 9 and Table 2). It consisted of glutamine (Q) substitution by aspartic acid
(D) at position 621 (Q621D). The HIV-1 envelope genetic signatures identified for chronic and
recent viruses constituted results of accumulated mutations during disease progression.

In summary, we identified an important HIV-1 envelope amino acid genetic signature
associate to the GP41 cytoplasmic tail, specifically in the lentivirus lytic peptides associated
TF compared to chronic viruses. It would be interesting to conduct phenotypic studies to
further evaluate the role of isoleucine substitutions in viral env function (R841l) including
other frequent mutations. Overall, this study provided new evidence related to genetic
characteristics of HIV-1 envelope sequences associate with clade B TF, RC and CH viruses. As
other genetic analysis, the Weblogo would have been impacted results of sequence genetic
profiles if different groupings were considered. Careful verification to ensure that all

sequences have the same lengths and do not contain gaps could be considered.
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5. CONCLUSIONS

The current study identified the presence of different point mutations patterns in the HIV-1
envelope, specifically in the GP41 cytoplasmic tail lentivirus lytic peptide segment 1 (gp41
CT_LLP-1) significantly associated with TF viruses. The LLP-1 domains of GP41 CT play an
important role in the virus replication and pathogenesis. The R841I mutation identified in this
segment may be considered as a specific genetic signature, as well as its phenotypic
properties during HIV-1 transmission merits further study. The HIV-1 transmission is complex,
multifactorial and this mutation profile identified could not be the only contributing factors
to the disease transmission. But understanding and identifying such early envelope molecular

determinants may provide clues for the design of an HIV vaccine.
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Supplementary Materials

Tableau XV.

HIV-1 infection.

(Annexe 1, Table S1, Article 3). Samples description: timeline categories of

Table S1: Samples description: defining timeline categories of HIV-1 infection and referred nomenclatures.

Infection | Virus type Fiebig Infection duration Biomarkers Sample deriv
category stages from
Acute Transmitted/founder viruses (TF) | Fieb. 1-2 14-21 days HIV-RNA+and p24 | Acutely infect]
infection Ag+, Western blot -, | individuals
HIV antibody-
Early Recent viruses (RC) Fieb. 3-5 <136 days according RITA | HIV p24 Ag-, Western | Recently infect
infection testing, Sherir B. et al. | blot+, HIV antibody +, | individuals
2016. qualified as recent by
RITA testing
Chronic Chronic viruses (CH) Established | > 6 months according RITA | HIV antibody + Chronically
infection testing, Sherir B. al. 2016. infected
individuals

stage

Table S1 presents the defining timeline categories of HIV-1 status and referred nomenclatures frequently used in manuscript.
lUbbreviations RITA Recent infection testing algorithm; Ag Antigen, (-) negative, (+); positive; WB Western Blot; Fieb Fiebig
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Tableau XVI.

(Annexe 2, Table S2, Article 3). Summary of the HIV-1 subregions and
domains locations according HXB2 envelope (gp160) numbering.

[Table S2: Summary of the HIV-1 envelope subregions and domains locations according HXB2 envelope (gpl160) numbering.
Order Envelope subdomain HXB?2 Position Aliznment position Sequence length
GP120 1511 627 s12
1 SP MI1-A30 42 42
2 C1 T31-K130 43-145 103
3 V1 C131C157 146-204 59
3 2 5126-C196 141270 130
5 [ N197-N295 271370 100
6 LoopD V275-T283 350-358 9
7 V3 C206-C331 371308 38
c3 N332-Y384 409-466
V4 C385C418 367-52
CD4 binding loop S364-H374 34545
<] R410-G459 521-56 [
V5 N460-R469 566-57 1
13 Cs P470-R511 578-627 50
GP41 512-856 628977 315
1 ECD AS12-N677 628-797 170
FP A512-G527 628-644 17
FPPR T529-L545 646-662 17
NHR. 5546-L581 663-698 36
PFD A582-Q590 699-707 o
Loop Q5911622 708-742 35
CHR W623-E650 743-179 37
MPER W673-F683 795-805 11
2 TMD or MSD N677-S 716 N794 -5833 30
3 D N706-L856 N823-977 151
EC (GYSPL) G711-L715 832-835 5
HIR/KE (P—5) P724-5745 £44-866 25
NA (C—L) CT64-R770 885-801 7
LLP-2 Y768-R788 £80-909 21
LLP-3 G789-L815 010936 27
1Pl R—E RE28-855L 049976 28
EC (L) 1855-1856 976977 2
JAbbreviations. GP: Glycoproteins; ECD: Ectodomain; TMD: Transmembrane domain, CD: Cytoplasmic domain; MSD: membrane-spanning domain; EC:
lendocytosis; HIR: highly immunogenic region; KE: Kennedy epitope. NA: NF-xB activation; LLP: lentivirus lytic peptide, FPPR: Fusion peptide proximal
region Refs [15,37. 41, 42, 44, 61-63. 81]
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Tableau XVII.  (Annexe 3, Table S5, Article 3). Descriptive statistics of HIV-1 variable
regions characteristics.

Table S5. Descriptive statistics of HIV-1 envelope variable regions characteristics.

Parameters Infection status Logistic Regression analysis
CHvsRC CHvs TF RCvs TF CHvsRCvs TF
HIV-1 Env variables regions o *
B CHM=105) |RcN=28) |TF v-98) |oR P |or P |or P

V1 Glyco Num_ median (Ranze) |4 (45) 1046) 35 06543105 |0165 09486806 0796 |1507161 0195
sz g‘yw Num,  median|, ) ) 2225 |22 08293438 o655 |05753516 [0064 |07065884 0437
V“VZ) Glyco Num, median | o) 7675 |767 07234480 o248 |o7ssa1s  |o1s1 |1osoras  |o703
V73 Giyco Num. median (Range) |2 0.2) 203 Yok} 7032281 0057 | 05856403 |0.026 | 03704798 | o.004
VE“ ‘;"ym Nom,  median| 5 4 5) 4(45) 5(4.5) 1128342 |oes1 |1148025 o457 [1026063 o926
V5 Giyeo: Num, ‘mediail, ., 20152 (202 |10062  |os24 Joor32103 [0923 |ososs218 |o7ss
V1 Length, median (Range) | 30 (28, 34) gg g) (65131 27.34) |1044247 |o0212 |09907996 |0720 |009538506 o167

V2 Length, median (range) 43(41,46) | 425 (41,46)| 42 (40,45) | 00889286 | 0846 | 00732534 |0453 | 00834442 | 0756
V1+V2 length, median (Range) | 72 (68, 77) | 73 (66 5,80) | 72 (67,76) | 1032432 | 0300 | 00837571 |0458 | 09638805 | 0188
V3 Length, median (Range) |37 (37.37) |37 37.37) |37 (37.37) | 1120842 J0605 | 1215851 0543 | 1186667 _ | 0808

V4 Length median (Range) | 31(29.33) |32(30.34) g;)s G011 000581 fo1ss 1050612 0317 |oos7e63 |o2s0
V5 Length median (Range) |15 (12.19) | 15(13.15) [13 (12 14) | 144851 0.001 097908040813 |0.6537583_ | 0.003
V3 net Charge_median (Range) | 5 (3. 6) 1355 [4G.5) 09419158 | 0640 |0.5264031 | 0.038 | 08718934 | 0347 0.040

Table S5 presents the summary statistics of HIV-1 envelope variables regions characteristics (numbers of N-glycosylation sites, loop lengths and
V3 net charge for transmitted/founder (TF) viruses compared to recent (RC) and chronic (CH) ones. Statistically significant results were shown in
red in table.
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CHAPITRE IV
DISCUSSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES
DE ETUDE



1. CONTRIBUTIONS SCIENTIFIQUES DE CETTE THESE

L’'ensemble des travaux inscrits dans cette thése présente de nouvelles données concernant
I’enveloppe des virus transmis/fondateurs du VIH-1. Ces évidences pourront avoir un impact
sur I"épidémiologie moléculaire de cette infection, sur la caractérisation des infections
récentes ainsi que sur la conception de vaccins thérapeutiques grace a l'identification de
signatures moléculaires associées a I'enveloppe des virus transmetteurs de I'infection par le
VIH-1 susceptible d’informer le design d’immunogéene capable d'induire des réponses
anticorps neutralisants dans le cadre de recherches vaccinales contre le VIH-1. Ces données
s’inscrivent dans trois thématiques conformément aux objectifs de notre étude et discutés ci-
dessous.

Les résultats de la premiere partie de nos travaux publiés dans le journal « PLOS ONE »
portent le titre :« Identification des nouvelles infections par le VIH-1 en utilisant des
mesures de la diversité génétique des séquences de I’enveloppe » pour « HIV-1 envelope
sequence-based diversity measures for identifying recent infections » (292). L'étude propose
d’identifier la meilleure méthode permettant de prédire efficacement quelles sont les
personnes nouvellement infectées en opposition a celles chroniquement infectées parmi
guatre mesures de diversité génétique de la séquence de I'enveloppe du VIH-1. Ces quatre
mesures incluent : le pourcentage de diversité, le pourcentage de complexité, le nombre
d’haplotypes et I’entropie de Shannon (356, 669, 670). Ces mesures de diversité génétique
pourraient ainsi constituer des biomarqueurs moléculaires pour l'identification des nouvelles
infections par le VIH-1.

Nos travaux ont démontré que I'entropie de Shannon (356) de trois courts segments de
I’enveloppe du VIH-1 (gp120 C2_1, gp120 C2_3 et la gp120_V3) prédit fortement la période
récente de l'infection par le VIH-1. Ces trois segments sont localisés dans deux sous-régions
(gp120 C2 et V3) de I'enveloppe du VIH-1 qui sont fortement associées a I’évolution de la
maladie au stade précoce de I'infection (671). La valeur seuil de I’entropie de Shannon (S) des
séquences virales des trois segments de I'enveloppe du VIH-1 identifiés qui ont donné les

meilleurs résultats de prévision de la période récente de linfection par le VIH est
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respectivement de : 0.054 pour la gp120-C2_1, de 0.059 pour la gp120-C2_3 et de 0.083 pour
la gp120-V3.

Dans un contexte de disponibilité des séquences, des réactifs, des amorces et de la maitrise
de la technologie de séquencage associée aux trois segments identifiés, la mesure de
diversité génétique (entropie de Shannon) de la séquence de la boucle V3 serait plus facile a
intégrer dans un programme de surveillance. Sa technique de séquencage est déja bien
maitrisée dans de nombreux laboratoires en faveur des tests de tropisme viral par rapport au
séquencage d’un fragment plus long de I'enveloppe du VIH-1. Un court fragment constitue
un gain en termes de temps, de contraintes techniques et de réduction des codts.
L'Organisation mondiale de la santé n’a pas encore homologué une méthode de référence
(gold standard) pour le diagnostic des infections récentes par le VIH-1. Néanmoins, le test de
I'antigénemie p24 est utilisé jusqu’a présent, mais ce marqueur présente des limites a cause
de sa présence d’une durée assez courte dans le sang (moins de 22 jours aprés l'infection)
(279). Les méthodes sérologiques sont jusqu’a présent les plus utilisées, mais présentent
aussi des limites liées a I'identification de faux récents. Les mauvaises classifications liées aux
épreuves sérologiques obligent I'utilisation d’algorithmes pour accroitre leurs performances
et leurs sensibilités (293). Pourtant, les personnes nouvellement infectées sont celles qui
présentent une capacité accrue a transmettre et a disséminer la maladie dans la population.
L'entropie de Shannon est I'une des meilleures mesures de diversité génétique de
I’enveloppe du VIH-1. Elle constitue un jalon de plus dans la méthodologie appliquée a la
détection des nouvelles infections. Cette méthode couplée a un algorithme de détection des
infections récentes contribuerait a améliorer la performance de ces différentes épreuves
pour le diagnostic des nouvelles infections par le VIH-1. Comparativement a d‘autres régions
du génome du VIH-1 (gag et pol), nous pensons que des résultats similaires pourraient étre
obtenus. Il reste cependant a pouvoir identifier le ou les segments les plus prédictibles pour
chacune des régions afin d’établir une comparaison objective. Pour ce faire, d’autres études
sont encouragées afin de déterminer sur I'’ensemble de la séquence du génome viral, le ou
les segments dont la mesure de la diversité génétique permettraient de distinguer une

infection récente par le VIH-1 par rapport a une infection chronique. Des études similaires
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conduites sur les séquences du gene gag démontrent que les segments les plus informatifs
pour l'identification des nouvelles infections se situent dans les régions variables de ce géne
comme la p17 et p2/p7/p1/p6 (356). Puisque le géne env constitue le plus variable du
génome du VIH-1, nous fondons I'hypothése qu’il constitue le meilleur prédicteur pour
I'identification des nouvelles infections. Cependant, des études comparatives méritent d’étre
conduites.

Les résultats de la deuxiéme partie de nos travaux publiés dans le journal « AIDS Research
and Human Retroviruses » a porté sur « Analyses phylogénétiques des séquences du géne
de I'enveloppe du VIH-1 pour I'évaluation et la construction a court terme des réseaux
naissants de la transmission de I’infection par le VIH-1 » pour « A Short-Term Assessment of
Nascent HIV-1 Transmission Clusters Among Newly Diagnosed Individuals Using Envelope
Sequence-Based Phylogenetic Analyses » (667). L'objectif de cette étude a été de reconstituer
les chalnes de transmission du VIH-1 (réseau ou cluster) parmi les nouveaux cas
diagnostiqués au Québec au cours de I'année 2015. Il s’est agi plus spécifiquement : (1)
d’analyser et de comparer la capacité d’'un fragment plus long (1070pb) a celui d’un fragment
plus court (108 pb, loop 3) de la séquence de I'enveloppe du VIH-1 a prédire et a identifier de
facon concordante les chaines de transmission de la maladie ; (2) et d’identifier les facteurs
épidémiologiques susceptibles de contribuer a la formation des réseaux de transmission du
VIH-1 au Québec. Brievement, les résultats de cette étude ont mis en évidence la formation
de petits réseaux de transmission du virus (2-5 individus par chaine) parmi les personnes
nouvellement infectées au cours de I'année 2015. Cette étude a permis de démontrer
I'existence d’une relation statistiquement significative entre le fragment long et celui plus
court couvrant uniqguement la boucle V3 de I’enveloppe virale pour la prédiction des réseaux
de transmission du VIH-1 dans la population étudiée. Bien que cette relation (degré d'accord,
de concordance), coefficient Kappa (k=0.59), I'utilisation des séquences de la boucle V3 de
I’enveloppe du VIH-1 a la place de celles d’'un fragment de 1070 pb de la séquence env
pourraient étre utilisées en premiéere intention dans le cadre d’'un dépistage intégré a un
programme de surveillance des nouvelles infections. Nos travaux ont également permis

d’associer deux facteurs a la formation des réseaux de transmission du VIH-1 dans la
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population : I'age moyen (<38.8 ans) et le sous-type viral (majoritairement le sous type B).
Des études antérieures conduites par Bluma Brenner BG, et al. (2011, 2013 ,2017) (672-674)
sur plusieurs années au Québec avait permis d'identifier de larges réseaux reflétant la
dynamique de la transmission apres plusieurs années (674). Cette étude difféere cependant
de la noétre, car elle a utilisé principalement des séquences du géne pol obtenues dans le
cadre du programme de génotypage pour la détermination de la résistance aux traitements
antirétroviraux institué dans toute la province. Notre étude a mis l'accent sur I’évaluation de
la capacité des séquences du géne de I'enveloppe a identifier aussi efficacement les chaines
de transmission naissantes de la maladie pour une année. Notre étude s’est concentrée sur
les réseaux développés au cours d’'une année, car elle entend vérifier |'état de leur croissance
le plus précocement possible. Le choix d’'une année répond aussi a |'objectif de répondre au
besoin d’un suivi en temps réel de la dynamique de la formation des réseaux de transmission
de la maladie et de pouvoir les identifier le plus précocement possible afin de mieux les
circonscrire.

Le troisieme article avec pour titre : « Identification de signatures génétiques au niveau de
la glycoprotéine de I’enveloppe du VIH-1 associées aux virus transmis/fondateurs et récents
de sous-types B » pour « HIV-1 Envelope Glycoprotein Amino Acids Signatures Associated
with Clade B Transmitted/Founder and Recent Viruses » publié dans le journal « VIRUSES »
constitue la derniére partie de cette these. Cette étude a décrit les caractéristiques
moléculaires des virus transmis/fondateurs qui sont des variants du VIH-1 sélectionnés parmi
une multitude de virions exposés au cours de la transmission. Puisque ces virus arrivent a
résister a tous les mécanismes de défense induits par le systéeme immunitaire tant chez I’hote
gu’au niveau du receveur, ils possedent en effet les déterminants moléculaires et/ou
fonctionnels leur caractérisant. Ces propriétés moléculaires ou polymorphismes développés
trés tot par les virus TF au niveau de leurs enveloppes au cours de la transmission constituent
des signatures génétiques. La caractérisation moléculaire de ces différents changements
opérant au niveau de la séquence de la glycoprotéine de I'enveloppe des virus TF permet de
mieux comprendre les mécanismes sous-jacents de |'établissement de l'infection (goulot

d’étranglement) susceptible d’informer les champs de recherche sur un vaccin anti-VIH-1. Les
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résultats de nos travaux ont décrit plusieurs traits génétiques qui constituent des signatures
caractéristiques du virus TF. Mais une substitution/mutation localisée dans le domaine
cytoplasmique précisément dans le LLP-1 de la gp41l semble étre la plus importante. Elle
consiste en une substitution de I'arginine (R) par une isoleucine (l) et localisée a la position
841 (R841l). Le domaine cytoplasmique (CT) de la gp4l est hautement impliqué dans la
fusion membranaire entre les protéines virales et cellulaires au cours du cycle de réplication
du VIH-1. Il régule le trafic intracellulaire, mais il facilite I'assemblage des protéines virales et
module I'expression des glycoprotéines de surface de I'enveloppe du VIH-1 (244, 245). |
contient trois peptides nommés « Lentivirus lytic peptide (LLP) domains 1-3 » (675) qui
contribuent a I'expression de I'enveloppe a la surface cellulaire (676, 677), a I'incorporation
de la particule virale (678, 679), a la fusion (247, 680), et a la localisation de la particule virale
dans les parois lipidiques de la cellule héte (675). Le réle du domaine cytoplasmique est
amplement décrit dans cet ouvrage au chapitre | au point 3.6. Au regard des fonctions
spécifiques au domaine cytoplasmique, il est possible que la mutation R841l identifiée dans
le LLP-1 puisse constituer un des mécanismes développés par les virus TF contribuant a la
capacité de résistance du virus face aux mécanismes de défense développés par le systéme
immunitaire pour faciliter le processus de fusion des protéines virales a la membrane
cellulaire. En effet, il a été démontré que des mutations au niveau de la séquence du LLP-1
affectent I'association de I'enveloppe avec les radeaux lipidiques (681, 682), elles réduisent
son incorporation et l'infectiosité virale de méme que le processus de réplication pour
certains phénotypes viraux (683). La mutation R841l pourrait jouer un réle inverse en
contribuant au succes de l'incorporation et a la fusion virale.

Une autre mutation (substitution de la lysine (K), normalement présente a la position 6 du
peptide signal (SP) de la séquence de référence HXB2, par l'isoleucine (l)) est abondamment
sélectionnée par les virus chroniques par rapport aux virus TF. Bien que l'isoleucine soit
faiblement sélectionnée au niveau de la SP par les virus TF, elle pourrait aussi constituer un
mécanisme d’échappement au systéme immunitaire au cours de la transmission VIH-1 aprés
la phase aiglie de I'infection par le VIH-1 en contribuant a la N-glycosylation de la gp120 de

I'enveloppe du VIH-1 (684). L'identification des différents traits génétiques ou
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polymorphisme au niveau de la séquence de l'enveloppe du VIH-1 au cours de la
transmission et particulierement a un domaine particulier constitue une des clés nécessaires
a la flexibilité conformationelle du virus et de résistance contre les mécanismes de défense
de I'h6te. Gnanakaran et al. (503) ont précédemment identifié d’autres signatures
génétiques au niveau de la séquence du peptide signal consistant principalement a la
sélection de I'histidine (H) en position 12 (H12) et d’une substitution de la leucine (L) par une
phénylalanine (F) en position 721 au niveau du domaine cytoplasmique de la gp41 (L721F) de
I'enveloppe du VIH-1. Cette étude differe cependant de la nétre non seulement par le
nombre de séquences analysées, aussi, par la durée de l'infection (fenétre) définie pour la
sélection des virus dits TF. Pour notre étude, toutes les séquences virales de virus TF
provenaient de spécimens de patients infectés par le VIH-1 au stade Fiebig 1 a 2 définis
uniquement par la présence de l'antigéne p24 en absence d’anticorps (phase aigle)
contrairement pour celle de Gnanakaran et al. (2011) (475). Pour cette derniéere, les
spécimens provenaient de patients infectés par le VIH-1 au stade Fiebig 1 a 5, mais aussi a
inclus un plus grand nombre de séquences que la nétre. Nous avons sélectionné les
spécimens de patients infectés par le VIH-1 au stade précoce de la maladie. Parce que les
mutations génétiques qui s’operent le plus tot refléteraient mieux les mécanismes
moléculaires susceptibles d’influencer et de contribuer a la transmission avant toute
accumulation de mutations dans le temps.

En somme, cette partie de nos travaux a permis de caractériser et d’identifier des mutations
pouvant étre considérées comme des signatures génétiques pour les virus TF mais aussi pour
les virus chroniques (K6l). La plus importante étant celle localisée dans la région
cytoplasmique de la GP41 et spécifiquement au niveau du LLP-1 (R841l), développée par les
virus TF au cours de la primo-infection. Ces signatures génétiques spécifiques pourraient
constituer de facteurs importants a considérer pour la compréhension des événements
moléculaires précoces développés par le VIH-1 au cours de la transmission du VIH-1.
Lesquelles pourront servir de repére pour la conception de vaccins et d’inhibiteurs d’entrée
du VIH-1? Cependant, des études complémentaires portant sur I’évaluation des propriétés

fonctionnelles de ces mutations apporteraient plus d’informations sur leurs impacts dans le
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processus de réplication et de la transmission du VIH-1. Les évidences qui en découleront
permettront de mieux informer les champs de recherche sur un vaccin anti-VIH-1.
Notamment en optimisant la construction de meilleurs vaccins candidats ou la sélection de
meilleurs immunogénes d’enveloppe du VIH-1 susceptibles d’induire des anticorps
neutralisants de large spectre contre le VIH-1 qui prendraient en compte les caractéristiques
moléculaires de la séquence de I’enveloppe des virus transmis/fondateurs.

En matiére de santé publique, nous proposons d’utiliser les méthodes moléculaires pour le
diagnostic des nouvelles infections par le VIH-1 basées sur I'entropie de Shannon, une
mesure de diversité génétique de des trois segments (gpl20 C2_1 et C2_3 et V3) de
I'enveloppe du VIH-1. Cette méthode pourrait étre couplée a I'ensemble des méthodes
existantes pour améliorer les performances des tests et des méthodes de diagnostic des
nouvelles infections par le VIH-1. Nous avons démontré que les séquences du géne env d’une
taille plus grande (1070 paires de bases) et celles d’'une taille réduite de 118 paires de bases
incluant seulement les séquences de la boucle V3, pourraient étre utilisées pour identifier les
réseaux ou cluster naissants de transmission de I'infection par le VIH-1. Nos travaux ont pu
identifier en I'espace d’une année la formation de petits réseaux de transmission du VIH-1
principalement chez les sujets de moins de 40 ans infectés par le clade B au Québec. Ces
évidences bien que ne constituant pas un portrait global de la transmission du VIH-1 au
Québec corroborent avec les données de I'agence de santé publique du Canada de 2018 qui
présentent les jeunes de 30-39 comme les plus affectés par le VIH-1(16). Nos résultats
devraient permettre aux autorités de santé publique d’améliorer les stratégies de lutte et de
prévention des nouvelles transmissions du VIH-1 en ciblant les populations concernées. Nos
travaux ont aussi identifié des signatures génétiques au niveau de la séquence de I'enveloppe
du VIH-1. Ces signatures permettront d’optimiser la sélection d’immunogeéenes ou de
candidats vaccins prenant en compte les spécificités polymorphiques de certains sous-
régions ou domaines de I'enveloppe du VIH-1 comme le domaine cytoplasmique. Pour ce
dernier cas, nous estimons au regard de nos résultats que I'efficacité du vaccin RV144 aurait
pu avoir plus d’efficacité s’il avait inclus les caractéristiques du domaine cytoplasmique de la

gp41 dans la construction du candidat vaccin : (ALVAC-HIV (vCP1521) est un vecteur viral
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(canarypox) qui code pour les génes gag, pol, et le domaine transmembranaire de la gp41
d’une souche du VIH-1 de clade B, mais aussi du fragment gp120 de I'enveloppe d’un isolat
de CRF01-AE) (510).

De facon générale, nos travaux contribueront a I'atteinte des objectifs 90-90-90 a I’horizon
2020 de I'ONUSIDA. A savoir que: d’ici 2020, 90% des personnes vivant avec le VIH
connaitront leur statut sérologique, 90% de toutes les personnes infectées par le VIH dépisté
recevront un traitement antirétroviral durable et qu’enfin, 90% des personnes recevant un
traitement antirétroviral auront une charge virale durablement supprimée. Pris ensemble,
cet ouvrage apporte de nouvelles connaissances susceptibles de contribuer a la lutte et a la
prévention de I'infection par le VIH-1.

Sur le plan scientifique, nos travaux ont permis de publier trois articles dans des journaux a
comité de lecture sur des thématiques portant sur la caractérisation moléculaire de
I’enveloppe des virus transmis/fondateurs du VIH-1. Ces différents résultats sont susceptibles
de contribuer a I'avancement de la science et d’ouvrir les perspectives d’autres études pour
le futur. Nos différentes études ont permis également de mettre a disposition plus de 400
séquences du gene env du VIH-1 de sujets infectés au Canada aux stades précoces et
chroniques dans les bases de données internationales (Los Alamos HIV sequence database)

qui serviront pour des études futures.

2. PERSPECTIVES

Comme toute ceuvre humaine, nous sommes conscients que ce travail présente des limites
qui méritent d’étre améliorées. Dans le cadre des travaux présentés ici, nous suggérons que
des études futures puissent évaluer les propriétés fonctionnelles des mutations (R841l, K6,
Q621D, taille de la boucle V5) pour mieux comprendre leurs importances et implications
dans le processus de transmission du VIH-1. Ces études complémentaires contribueront
également a mieux cerner leurs impacts dans la résistance du VIH-1 contre les mécanismes

de défense développés par le systéme immunitaire en début d’infections.
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Ces données complémentaires qui en résulteront pourront servir de bases pour le
développement de moyen de prévention (identification d'immunogénes ou de conception de
candidats vaccins dans le cadre de vaccin et inhibiteurs d’entrée contre le VIH-1).

Nous suggérons d’inclure dans les programmes de surveillance en santé publique I'analyse de
la diversité génétique des séquences du gene env des segments de la C2 et V3 de la gp120
comme autres biomarqueurs pour la détection des nouvelles infections par le VIH-1. Nous
suggérons de prendre en compte dans le cadre de programmes de surveillance en santé
publique, a défaut d’un fragment de plus de 1000 paires de bases de la séquence de
I’enveloppe du VIH-1, celui de la boucle V3 (118 paires de bases) parmi les méthodes ou

biomarqueurs pour I'identification des réseaux ou clusters de transmission du VIH-1.
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CONCLUSIONS

Les différents travaux présentés dans cette thése ont montré I'importance de I'utilisation des
méthodes moléculaires (sequence-based diversity measures) pour lidentification des
nouvelles infections a VIH-1 dans la population. Les résultats démontrent que I'entropie de
Shannon de trois segments de I'enveloppe du VIH-1 constitue une des mesures de diversité
génétique capable de prédire et identifier correctement les nouvelles infections a VIH-1. Les
personnes nouvellement infectées par le VIH-1 jouent un rbéle important dans la
dissémination et la transmission de l'infection dans la population. Il serait nécessaire
d'associer I'entropie de Shannon aux nombreux tests de diagnostic précoce de I'infection
dans un algorithme afin d’améliorer les performances de ces épreuves.

Nos travaux ont aussi permis de démontrer qu'utiliser des séquences virales d’'un fragment
d’une taille assez réduite comme celles de la boucle V3 de I'enveloppe du VIH-1 pouvait
prédire les réseaux de transmission de l'infection avec une efficacité presque équivalente
qu'un fragment d’une taille plus longue. A défaut de pouvoir séquencer I'enveloppe
compléte du VIH-1, il est suggéré d'utiliser celle de la boucle V3 dans certaines mesures pour
les analyses phylogénétiques pour déterminer les réseaux de transmission du VIH-1. Il serait
nécessaire que ces différentes méthodes soient intégrées a celles déja existantes dans le
cadre d’un algorithme de détection des infections récentes par le VIH-1. Nos résultats ont
permis de démontrer que le facteur age et le sous-type viral infectant I'individu étaient
associés a la formation des réseaux de transmission du VIH-1 dans la population étudiée
(Québec). L'identification de ces facteurs contributifs ou communs devrait permettre de
mieux orienter les stratégies de riposte dans la province. Il serait nécessaire d’intégrer un
suivi en temps réel des réseaux de transmission du VIH dans les programmes de santé
publique pour mieux dénicher les réseaux de transmission naissants afin de les circonscrire a
temps.

Nos travaux présentés dans cette thése ont également permis d’identifier des signatures
génétiques principalement dans le peptide signal, la boucle V1 et dans le domaine

cytoplasmique de la gp4l qui pourront étre considérée comme de caractéristiques
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particulieres des virus transmis/fondateurs. Les évenements précoces qui ont lieu
précisément au niveau de ces domaines de I'enveloppe virale et qui sont fortement
impliqués dans la réplication virale méritent une attention particuliere et de plus amples
évaluations. Ces caractéristiques pourraient constituer des clés du succes de la transmission
et les bases de développement d’un vaccin. Il serait important de mener des études
complémentaires afin de mieux comprendre leurs implications fonctionnelles dans la

pathogenese virale et au cours de la transmission du VIH-1 et de I’évolution de la maladie.
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ANNEXES GENERALES






Protocole d’amplification de I’enveloppe (gp160) du VIH-1

Instituténational
de santé publique
PN e
QUEbEC E3E3
Laboratoire de santé publique
du Québec

Annexe 1 : Protocole de Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR).

Date :

Fait par:

Extraction : (QiAmp Viral RNA mini kit (Qiagen)=100ul plasma) : PR-BM-010 1  PR-BM-085 U
FARN (v: 1opl | Début Fin Initiales

Dénaturation _de

d’échantillon)

Incubation 65°C £ 2 °C, 5 minutes

# Bain-marie :

# thermomeétre :

Nombre total d’échantillons a analyser +1 (n+ _) :

N° de lot de la trousse « SuperScript™ Ill One-Step RT-PCR System with Platinium® Tag DNA

Polymerase » :

; date de péremption :

# thermocycleur :

Préparation du mélange réactionnel
(Reaction mixture for RT-PCR)

AGACCCAGTACAGGCRARAAGC-3’
HXB2(9523 — 9544)

N° lot Volume
Volume total
ou date | Date de (pl) (ulldans|le
Réactifs de péremptio par l:nélan o
préparat n réaction X AR 8
ion nb Ech+1 réactionnel
DEPC WATER 13,5
2X Reaction Mix (5 uM) S/0O S/0 25,0
Primers SG3-up (10pM):
5’ TACAGTGCAGGGGAAAGAATAATAGACATAATA-3’ 2,0
HXB2 (4809 — 4841)
Primers SG3-lo(10uM): 5~ 56
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RNase out (2U/pl) 0,5
SuperScript Il RT / Platinium® Tag Mix (10U/ul)) S/0 S/0 2,0
Volume du mélange réactionnel 45,0
Volume de la préparation d’acide nucléique (Extrait ARN) 5,0
Volume final 50,0
Thermocycleur L Programmes
Utiliser le ABI 9700 en
mode PE 9600
53°C 60 mn
94°C | 2min
94°C | 15s
55 °C 30s
Micropipettes utilisées 68 °C St 35
cycles
Reéactifs préPCR 68 °C | 10 min
04 °C | infini
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Annexe 2 : Protocole d’amplification par RT-PCR nichée de I’enveloppe du

VIH-1.
Institut national
de santé pub:lque
Québec eaea
Laboratoire de santé publique
du Québec
Protocole d’Amplification de 'enveloppe (gp160) du VIH-1 par Nested PCR
Date : Fait par :

Nombre total d’échantillons a analyser +1 (n+1) :

N° de lot de la trousse Expand High Fidelity PCR System:

Préparation du mélange réactionnel
(Reaction mixture for Nested-PCR)

N° lot Volume (pl) Volume total (ul)
L. Date de s .
Réactifs ou date de : H par réaction X | dans le mélange
fabrication RRESSEREOR Nb Ech réactionnel
DEPC water 37,10
Expand® Buffer 10X 5,0
dNTPs (10 mM) 1,5
Primers env-up* (10 pM) :
5'-GTTTCTTTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAG-3’ 2,0
HXB2 (5957 — 5983)
Primers env-lo* (10 pM):
5 -GTTTCTT CCAGTCCCCCC'ITI'I'C'ITITAAAAAG'a' 21 0
HXB2 (9063 — 9088):
Expand High Fidelity PCR b3
System(3.5U/ul) :
Volume du mélange réactionnel 48,0
Volume de la préparation d’acide nucléique : 2,0
Volume final 50
Thermocycleur L Programmes

Utiliser le ABI 9700 en
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Micropipettes utilisées

Réactifs post-PCR

94°C [ 2min

94°C | 15s

ss°c 305 45 cycles
68°C [ 5 min

68 °C | 10 min
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