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INTRODUCTION

La découverte de co-récepteurs permettant I'entrée du VIH dans les cellules, les récepteurs de
chimiokines CCR5 et CXCR4, a permis d’accroitre nos connaissances sur la pathogenése du
VIH, incluant le début de l'infection et la progression de la maladie. En méme temps, des
populations virales ayant des tropismes différents ont été identifiées, ce qui a ouvert la voie au
développement d’'une nouvelle classe d'antirétroviraux : les antagonistes du co-récepteur CCR5.
La détermination du tropisme viral est d’autant plus importante que cette classe de médicaments

n'est efficace que contre les virus utilisant le co-récepteur CCR5, soit les virus R5.

Le présent document, qui s’adresse aux professionnels de la santé, vise a décrire les différentes
méthodologies permettant de déterminer le tropisme et de définir 'utilité de ces tests dans un
contexte clinique. Les tests permettant d’identifier le tropisme sont en constante évolution,
raison pour laquelle des développements futurs pourraient entrainer la modification des

recommandations contenues dans ce document.

\

Un recensement des écrits a été effectué a partir des articles scientifiques publiés et des
présentations faites dans les congres internationaux avant le 10 juin 2011. La littérature a été
passée en revue par un groupe de rédaction composé d’experts dans le domaine du VIH. Ce
document a été entériné par le Comité consultatif sur la prise en charge clinique des personnes

vivant avec le VIH.

Chaque recommandation est associée, selon un code de classification, a une cote composée
d’une lettre et d’un chiffre romain, joints par un trait d'union. La lettre correspond a la force de la
recommandation, évaluée par les experts du Comité consultatif, tandis que le chiffre renvoie au

fondement de la recommandation (voir le tableau 1).
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Tableau 1. Le code de classification des recommandations

Force de la recommandation

A | Recommandation forte

B | Recommandation modérée

C | Recommandation optionnelle

Fondement de la recommandation

I Au moins une étude clinique contrblée a répartition aléatoire

Il | Etudes cliniques non contrblées, études cas témoins ou études de cohorte

lll | Opinion d’experts
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1. ETAT DES CONNAISSANCES

1.1. L'entrée virale dans la cellule comprend plusi  eurs étapes interreliées

L’attachement du VIH-1 aux cellules CD4+ et I'entrée du virus dans ces cellules impliquent
plusieurs étapes qui sont autant de cibles potentielles pour la thérapie antirétrovirale®. Les
glycoprotéines qui forment I'enveloppe du VIH-1, soit la gp120 et la gp41, existent sous forme
de complexe trimérique a la surface du virion et servent de médiateurs, tant a I'attachement du
virus a la cellule cible qu’a la fusion entre les membranes virales et cellulaires®. Afin d’en arriver
a la fusion des membranes du VIH-1 avec la cellule, la gp120 doit d’abord se lier au récepteur
CDA4. La liaison entraine un changement de conformation de la protéine gpl120, lequel permet
d’exposer un site de liaison de haute affinité pour un récepteur de chimiokines a la surface de la
cellule (CCR5 ou CXCR4). Ce site est une région conservée de la gpl120 sur un feuillet de
liaison entre deux domaines de la protéine, pres de la boucle V3. La liaison de la gp120 au co-
récepteur induit d’autres changements de conformation amenant I'activation de la gp4l. Le
peptide de fusion situé a I'extrémité N-terminale de la gp41l est exposé et pénétre la membrane
de la cellule cible. Cette structure, composée de trois hélices, se replie sur elle-méme pour
former un complexe de six hélices, entrainant ainsi I'apposition des membranes virales et
cellulaires qui méne a I'entrée du virus dans la cellule®*°. Plusieurs co-récepteurs utilisés pour
I'entrée du VIH ont été identifiés in vitro, mais les seuls qui ont une importance clinique in vivo
sont le CCR5 et le CXCRA4.

1.2. Le tropisme viral peut varier au cours de lap  rogression de la maladie

Historiguement, on a remarqué, chez la plupart des patients, qu’au début de l'infection par le
VIH, les souches infectent facilement les macrophages et les lymphocytes primaires, mais non
pas les lignées cellulaires immortalisées. Ces souches étaient appelées M-tropiques. Plus tard
dans linfection, on peut isoler des variants plus cytopathiques ayant acquis la capacité de se
répliquer dans les lignées cellulaires telles que les H9 et les MT-2 mais ne pouvant plus le faire
dans les macrophages (virus T-tropiques). Etant donné que la capacité de réplication dans ces
lignées cellulaires cause des effets cytopathiques et la formation de syncitium, ces souches ont
été appelées syncitium-inducing (Sl). Par opposition, les souches M-tropiques ne formant pas
de syncitium ont été appelées non-syncitium-inducing (NSI). La découverte du rble des
récepteurs de chimiokines CCR5 et CXCR4 concernant I'entrée du VIH dans la cellule a permis

de constater que les virus SI utilisaient préférentiellement le co-récepteur CXCR4, alors que les
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NSI utilisaient préférentiellement le CCR5. Les virus utilisant le co-récepteur CXCR4 pour
I'entrée dans la cellule s’appellent virus X4, ceux qui utilisent le co-récepteur CCR5 s’appellent
virus R5 et ceux qui peuvent utiliser les deux co-récepteurs sont appelés bi-tropiques (dual-
tropiques) R5/X4.

Bien que la majorité des individus soient infectés par des virus R5, le haut niveau d’erreurs
faites par la transcriptase inverse couplé aux pressions de sélection du systéme immunitaire
conduit rapidement a I'émergence de quasi-especes virales, parmi lesquelles certaines peuvent
avoir un tropisme différent'’. Plusieurs études ont confirmé qu’a un stade avancé de la maladie,
on trouve des souches virales X4 ou pouvant utiliser les deux co-récepteurs chez environ 50 %
des individus*®?3. Avec les nouveaux tests plus sensibles pour caractériser le tropisme viral, on
a démontré que des souches X4 ou bi-tropiques peuvent étre présentes précocement au cours
de linfection, quoique & trés faible niveau®?®. Présentement, nous ne comprenons pas les
facteurs conduisant & une transition de la population virale R5 vers X4 au cours de la maladie.
De plus, nous ignorons si cette transition est responsable d’'une forme plus agressive de la
maladie ou si elle reflete tout simplement la disponibilité de certaines cellules cibles?’. En ce
sens, la détermination du tropisme viral n’est pas recommandée pour prédire I'évolution

naturelle de la maladie (C-IlI).

Toutefois, la détermination du tropisme viral est importante pour prédire la réponse au traitement
avec des antagonistes de CCR5. Ces médicaments, qui se lient au co-récepteur CCR5 et
bloquent I'interaction avec la gp120, ne sont efficaces que chez des individus infectés par des
virus R5. En effet, les données des essais cliniques de phase 2/3 de I'antagoniste de CCR5
maraviroc (MVC), d'une part, et de vicriviroc, d’autre part, ont démontré que la détection de
souches bi-tropiques a l'entrée de I'étude était associée a une moins bonne réponse au

#28 | 'étude MERIT comparait en double aveugle le MVC & [Iéfavirenz chez

traitement
720 patients n'ayant jamais recu d’antirétroviraux. La sous-estimation des souches virale X4 ou
bi-tropiques minoritaires avant l'instauration du traitement avec le MVC a contribué a un excés
d’échecs virologiques dans ce bras par rapport au comparateur éfavirenz ; 65,3 % dans le bras
maraviroc, vs 69,3 % dans le bras éfavirenz, avaient atteint une charge virale de < 50 copies/ml
a 48 semaines, ne répondant pas au critere de non-infériorité a un seuil de -10 %. Aprés une
nouvelle analyse des souches virales des patients de ces études avec des tests de tropisme

phénotypiques plus sensibles et I'exclusion des individus chez qui I'on a trouvé des souches X4
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ou X4/R5, soit 15 % de la cohorte, les conclusions finales de I'étude ont été modifiées et la non-

infériorité a été démontrée® *,

Présentement, un seul antagoniste de CCR5, le MVC, est approuvé par Santé Canada pour

usage clinique®®.

D’autres antagonistes de CCR5 sont en développement. Il est donc
important de pouvoir déterminer adéquatement le tropisme viral avant le traitement avec les

antagonistes de CCR5 afin de faire le meilleur usage possible de notre arsenal thérapeutique.
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2. TESTS DE DETERMINATION DU TROPISME

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour déterminer le tropisme du VIH-1, que I'on peut
classer en tests phénotypiques et génotypiques. Il existe des avantages et des inconvénients
pour chacun de ces tests. Les essais cliniques d’antagonistes de co-récepteur ont utilisé les
essais phénotypiques, mais ces tests sont colteux, complexes et ils demandent du temps. De
plus, ils nécessitent une charge virale minimale de 1 000 copies/ml, excluant ainsi les patients
en situation d’échec virologique récent avec une faible charge virale et ceux dont la charge
virale est indétectable mais pour lesquels un changement de thérapie pourrait étre envisagé
pour des raisons de tolérabilité®. Les tests génotypiques sont plus rapides et moins codteux. Le
défi de I'ensemble de ces tests est leur capacité de détecter les populations virales minoritaires

qui sont cliniquement significatives.

2.1. Tests phénotypiques

Les premiéres générations de tests phénotypiques étaient basées sur la formation ou non de
syncitium dans les cellules MT-2. Les tests phénotypiques plus récents permettent de détecter
l'infection virale de lignées cellulaires exprimant spécifiquement le récepteur CD4 et les co-
récepteurs CCR5 ou CXCRA4.

2.1.1. Test MT-2

Le test MT-2 sert a évaluer la capacité des virus a induire la formation ou non de syncitium dans
un modele in vitro. La corrélation avec le phénotype X4 n’est pas parfaite et ce test n'est pas

utilisé actuellement en clinique.

2.1.2. Test phénotypique de l'utilisation du co-récepteur

Le principe du test phénotypique de l'utilisation du co-récepteur est d’évaluer l'infection virale
dans des lignées cellulaires exprimant exclusivement le co-récepteur CCR5 ou CXCR4. Pour ce
faire, un virus recombinant qui exprime I'enveloppe du VIH amplifiée & partir du plasma d’'un
patient est produit, et sa capacité a infecter des cellules exprimant le récepteur CD4 ainsi que le
CCR5 ou le CXCR4 est observée a l'aide de génes rapporteurs qui expriment un signal

lumineux comme la luciférase?.
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Le test phénotypique le plus utilisé en pratique, et qui était le test de référence dans les essais
cliniques d'antagonistes de CCR5, est le test Trofile (Monogram Biosciences Inc., South San
Francisco, California — LabCorp). Il utilise le type de pseudovirus décrit ci-haut et les cellules
U87 :CXCR4 et U87 :CCR5. Les échantillons produisant le signal lumineux seulement sur les
cellules CCR5 sont caractérisés R5, ceux qui produisent le signal lumineux uniquement sur les
cellules CXCR4 sont caractérisés X4 et ceux qui produisent le signal sur les deux lignées sont
bi-tropiques. De plus, le test est validé en utilisant des antagonistes de co-récepteur spécifiques
de chaque type de cellules pour bloquer I'entrée du VIH. La premiére version de ce test détectait
des variants X4 présents dans une population virale mixte de variants R5 et X4 s'ils
représentaient au moins 10 % de la population virale totale?. La capacité d’'un test & détecter
des populations X4 minoritaires est importante cliniquement. Les essais cliniqgues d’antagonistes
de CCRS5 utilisant ce test pour identifier les virus R5 ont démontré que de 5 a 10 % des
échantillons initialement étiquetés R5 étaient en fait bi-tropiques. Les patients chez qui ces
populations minoritaires ont mal été identifiées ont eu une moins bonne réponse au traitement et
plus d’échecs virologiques. Une version plus sensible du test Trofile a été produite, le test ESTA
(Enhanced Sensitivity Trofile Assay), qui peut détecter des populations minoritaires présentes a
0,3 % et plus dans une population virale mixte. Néanmoins, sa sensibilité sur les échantillons

cliniques varie en fonction de la charge virale®® 3> 3¢,

2.2. Tests génotypiques

Les tests génotypiques s'appuient sur le séquencage de la boucle V3, laquelle comporte les
principaux déterminants du tropisme viral. L'importance de plusieurs résidus de la boucle V3 a
été reconnue pour l'utilisation du co-récepteur. En fait, la présence d’'acides aminés chargés
positivement aux positions 11 et 25, appelée communément la régle 11/25, associée a une
charge électrique de la boucle V3 plus grande que +5, est prédictive a 90 % pour le phénotype
Sl. Toutefois, cette regle n'est prédictive qu'a 60 % au regard de l'utilisation du CXCR4, car
d'autres acides aminés de la boucle V3 jouent également un réle dans le tropisme®” 3.
Dailleurs, des isolats utilisant le méme co-récepteur peuvent avoir une grande variabilité dans la
séquence de V3°°%*8 Bien que la séquence de la boucle V3 de la gp120 soit le déterminant
majeur du tropisme viral, il semblerait que d'autres régions de cette glycoprotéine puissent
intervenir dans la liaison au co-récepteur, telles que les régions V1/V2, C3 et C4> %, Ainsi, il a
été rapporté que des mutations dans V1/V2, en l'absence de changement dans V3,

augmentaient frequemment la capacité du virus a utiliser le CCR5, mais étaient néanmoins
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incapables de conférer un usage du CXCR4. Enfin, certains changements dans la gp41 peuvent
également influencer le tropisme, mais il a été démontré que l'incorporation de ces mutations
dans les modeéles d’interprétation n’a pas amélioré la valeur prédictive de ceux-ci®®°.

L’interprétation de ces séquences s'appuie sur des algorithmes bio-informatiques basés sur
plusieurs variables : les associations génotypes/phénotypes connues, la charge électrique des
différents acides aminés et des variables cliniques (nadir CD4 et charge virale), nhotamment.
Les exemples de ces outils informatiques incluent Ile geno2pheno[coreceptor]
(http://coreceptor.bioinf.mpi-inf.mpg.de/) et le position-specific scoring matrices
(http://indra.mullins.microbiol.washington.edu/webpssm/). De plus, il a été démontré que le
paramétre d'interprétation du geno2phenof[coreceptor] appelé False Positive Rate (qui
détermine la probabilité de classer faussement un virus R5 comme X4) doit étre fixé a une
valeur se situant entre 5 et 10 % afin d'éviter, a I'inverse, de classer faussement des souches X4

comme R5%.

Une comparaison des tests phénotypiques et génotypiques a été effectuée, ainsi que de leurs
issues cliniques, afin de valider l'utilisation de ces derniers. Ainsi, la disponibilité des plasmas
congelés prélevés dans le cadre des études cliniques du MVC a permis deux évaluations
rétrospectives chez les sujets inclus dans les essais MERIT, MOTIVATE et 1029%" %, Plus
précisément, les résultats ont démontré que le test génotypique (sur I'ARN viral plasmatique,
séquencage en triplicat) prédisait les résultats virologiques de fagon similaire au test Trofile chez
les patients expérimentés au traitement antirétroviral (étude MOTIVATE®) et corroboraient le
test ESTA chez les patients naifs au traitement (étude MERIT®). Ces différents résultats, ainsi

que d’autres analyses prospectives®® ™

, ont amené plusieurs experts a émettre I'opinion que les
tests génotypiques élaborés selon certains paramétres (décrits plus loin) sont adéquats pour la
prédiction du tropisme a I'occasion de tests cliniques de routine’®. De plus, une étude récente a
évalué la concordance de tests génotypiques effectués dans dix laboratoires européens. Le taux

de concordance était de 89 % pour les sous-types B et de 79 % pour les sous-types non-B™.

Plus réecemment, un test génotypique basé sur la technologie de I'Ultra-Deep Sequencing (UDS)
de la boucle V3 a été utilisé pour tenter de détecter des populations minoritaires X4 de facon
plus sensible’ . Cette technologie permet de séquencer, a partir de I'échantillon d’un patient,
des milliers de clones différents a I'aide d’'un systéme sophistiqué de capture de 'ADN sur des
billes microscopiques. Le test a permis d'identifier la sélection de variants X4/R5 plus

précocement chez des patients expérimentés recevant un traitement avec un antagoniste de
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CCR5 (étude MOTIVATE™) mais échouant & ce traitement. Dans cette étude, les tests UDS et
le test Trofile original donnaient des résultats concordants. Il faut préciser ici que, présentement,
cette méthode d’analyse est utilisée seulement dans un cadre de recherche. Plusieurs études

sont en cours pour évaluer le seuil des variants minoritaires prédictifs d’échec virologique.

2.2.1. ADN proviral

Jusqu’a présent, les tests de tropisme ont été effectués sur des souches virales circulantes
(ARN plasmatique), ce qui implique un virus en réplication. Dans le cas ou I'on voudrait utiliser
un antagoniste de CCR5 chez un patient dont la charge virale est totalement supprimée (c.-a-d.
changement de traitement pour intolérance), certains proposent d’utiliser ’ADN proviral archivé
dans les cellules PBMC (peripheral blood mononuclear cell) afin d’évaluer si le sujet a été
porteur de souches X4 dans le passé’®’®. Plusieurs études ont comparé le génotype de 'ADN
proviral au génotype de '’ARN plasmatique avant la mise sous traitement. La concordance des
résultats variait de 74 & 82 %. Une étude récente a démontré a I'aide de séquencage quantitatif
que, chez des patients chez qui un premier traitement antirétroviral n’incluant pas d’antagoniste
de CCR5 avait été amorcé et qui avaient une virémie indétectable depuis au moins deux ans, on
pouvait observer une concordance entre le test de tropisme génotypique sur '’ARN plasmatique

prétraitement et '’ADN proviral”®

. Toutefois, une autre analyse a démontré que des différences
entre les quasi-espéces circulantes et le compartiment proviral pouvaient étre observées chez
certains patients, et ce, dans le cadre d’'une comparaison entre la technologie UDS et le test
Trofile original®. Ces différences impliquent donc que le seuil utilisé pour classer un virus a
tropisme X4 doit étre mieux défini lorsque I'on utilise une technologie aussi sensible que I'UDS.
Bien que le test de tropisme sur 'ADN proviral puisse étre utile pour identifier des porteurs des
souches X4, la corrélation avec la réponse au traitement basé sur un antagoniste de CCR5 n'a

jamais été démontrée.



Les tests de détermination du tropisme viral du VIH-1. Guide pour les
professionnels de la santé du Québec

3. RECOMMANDATIONS

En se basant sur les données existantes, le groupe de rédaction émet les recommandations

suivantes :

1. Un test de tropisme doit étre effectué avant dentreprendre un traitement avec un
antagoniste des récepteurs CCR5. Ce test devrait étre effectué dans les quatre a six

semaines précédant le début du traitement (A-I).

2. Un test de tropisme peut étre effectué en cas d’échec d’'un traitement avec un antagoniste
des récepteurs CCRS5 (B-Il).

3. La détermination du tropisme viral n’est pas recommandée pour prédire I'évolution naturelle
de la maladie (C-I1lI).

4. En raison de sa disponibilité et de sa plus grande facilité technique, un test génotypique de
la boucle V3 sur I'ARN plasmatique devrait étre utilisé pour déterminer le tropisme viral
(B-1I).

5. Le recours a un test phénotypique devrait étre possible dans les cas ou I'amplification

répétée pour génotypage ne peut étre faite (A-1/C-11l pour cette sous-population).

6. Un test de tropisme sur I'ADN proviral peut étre effectué lorsque les charges virales sont
inférieures a 400 copies et en présence d'options thérapeutiques limitées. Toutefois,
l'utilisation d’'un antagoniste des récepteurs CCR5 basée sur ce test n'a pas encore été
validée par des essais cliniques chez des patients dont la charge virale est supprimée ou

qui sont dans une situation d’échec thérapeutique (C-III).
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CONCLUSION

Le test de tropisme viral est un outil essentiel & la bonne utilisation des antagonistes des
récepteurs CCR5. Cette nouvelle classe de médicaments a été utilisée avec succes dans le
cadre d'essais auxqguels participaient des patients en échec de traitement ainsi que des patients
n'ayant jamais recu de traitement. Leur utilisation pour remplacer un traitement a interrompre
pour cause d'intolérance chez des patients ayant une charge virale contr6lée ne fait pour
l'instant I'objet que de rapports anecdotiques, mais des essais seront menés avec des tests de
génotypage de I'ADN proviral pour valider cette indication clinique. L'acces au test de
génotypage du tropisme du VIH-1 est essentiel a la prise en charge des patients a qui I'on
prescrira un antagoniste des récepteurs CCR5 et cet acces doit étre soutenu. Les techniques de
laboratoire permettant de déterminer le tropisme sont en constante évolution et la validation des

tests génotypiques ainsi que des nouvelles technologies comme I'UDS doit se poursuivre.
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ANNEXE : REQUETE POUR LE TEST DE GENOTYPAGE
DU TROPISME DU VIH-1

lll O] HOTEL-CHEL

— HEPITAL NOTRE-DAME
CHUM Moo E
O HGPITAL SANT-LIAC ) o
TEST GENOTYPAGE DU TROPISME VIHA1
LABORATOIRE REQUERAMNT : Mg ;
H° REFERENCE LABD - Prencm
MEDECIN PRESCRIPTEUR : Saxs

Date de nalssance :

RAMO

DATE (&ML} ET HEURE DU PRELEVEMENT :

DATE |[&/MIJ] ET HEURE DE RECEPTION DE LiEEH.‘-‘l.HTILLI:IH s

[ 2RN VIRAL ! PLASMA - CVVIH = 400 coplasiml
FOURMIR 1TUBE LAVAMDE (plasma cantrifuge et congel 3 -80°C = de & haures)

TEST TROPISME EFFECTUE SUR :

C ADM PROVIRAL ! SAHG COMPLET - CWVIH « 400 coplesiml ou Indétectable
FOURMIR 1TUBE LAVANDE (nan centrifige)

RESULTAT DE LA CHARGE VIRALE :
IDANZ LES DERNIERS 6D JOURE)
DONHEES CLINIGUES -
HADIR CD4

WALEUR LA PLUZ BASSE DES CD4 JAMAIZ CSTENUE)

REGIME ANTIRETROVIRAL DU PATIENT AL MOMENT DU PRELEVEMENT :

INRT INNRT P

Zidowudine o Nevirapine = Indinawirir o
Lamivudine O Efavirenz = MNetfnawir o
Didanosine = Etrawirine = Sagunavinir o
Stavudine o Inh. Fusion Fosamprenawinr o
Abacavir = Enfuvirtide = Lopinawie/r o
Emitricitabine O Inh. Entrée Atazanavin o
Tencfovir OF o Marawiroc = Tigranavir'r o
Inh. Intégrase Diarunavir'r o
Raltegrawvir o Aucun ARV = Autre o
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a découverte de co-récepteurs permettant

I'entrée du VIH dans les cellules et I'identification

de populations virales ayant des tropismes
différents ont ouvert la voie au développement d'une
nouvelle classe d’antirétroviraux : les antagonistes du
co-récepteur CCR5. La détermination du tropisme viral est
importante pour prédire la réponse au traitement avec ces
médicaments.

Ce document a pour but de décrire les différentes
méthodologies déterminant le tropisme et de définir leur
utilité dans un contexte clinique. Par le fait méme, il servira
de référence au professionnel de la santé qui désire
prescrire un test de détermination du tropisme viral du
VIH-1. Ce guide contient également des recommandations
adaptées a la réalité québécoise.

Le contenu présenté est le résultat des travaux d'un groupe
de rédaction composé d’experts dans le domaine du VIH. Ce
document a été entériné par le Comité consultatif sur la
prise en charge clinique des personnes vivant avec le VIH.
Il sadresse aux professionnels de la santé.

On peut aussi se référer au Service de téléconsultation sur
le VIH/sida a l'intention des professionnels de la santé
au 1-800-363-4814.
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