Reésistance du VIH aux
antirétroviraux

AHU: Mathlouthi imen

Laboratoire de Virologie

Hopital Sahloul Sousse
Sousse 13 mars 2009



décapsidation

Cycle de réplication du VIH




Objectifs d’un traitement
antirétroviral

m Obtenir une suppression de la replication:
passage de la charge virale a < 50 copies /ml

m Obtenir un benéfice immunologique: reponse
CD4 et passage > 200 ou augmentation d’au
moins 100 si déja > 200

m L ’éradication du VIH n’est pas actuellement un
objectif (réservoir cellulaire proviral)



Obstacle a l'efficacite du TTT:
Selection de mutants viraux resistants

En absence de traitement : En présence de traitement non

Le virus sauvage est le plus suppressif :

adapté et est le variant le plus Les variants resistants @mergent en
prevalent dans la quasiespece raison de leur avantage réplicatif dans
virale réplicative ces conditions
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Définition de la résistance aux
antiviraux

m La resistance est due a la presence de
mutations sur le génome viral qui reduisent la

sensibilite du virus par rapport a celle
observée chez un virus sauvage

- Modification au niveau de la cible de
I'antirétroviral



Pourguol y a-t-il sélection de virus
resistants ?

m Taux d’erreur de la TI: 1
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m Production virale: 109- i\
1010 particules par jour ¢

m [outes les mutations
pre-existent avant
traitement

m [aux de recombinaison:
5 a 10 évenements par
cycle
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Charge virale

Pression de sélection antirétrovirale

‘ Variants sensibles

) i Variants résistants
Début du traitement

Sélection de variants
résistants

 d L & 2 4 Suppression incompleéte

 Défaut de puissance

e Taux plasmatiques insuffisants

» Défaut d’observance

» Pré-existence de résistance

Temps



Antiretroviraux disponibles
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Inhibiteurs nucléosidiques de |la
transcriptase inverse



Structure et mode d’action des
INTI

m Les INTI sont des pro-médicaments a la difference des
INNTI et des IP

m Les INTI agissent apres avoir eté transformés dans la
cellule en composes triphosphoryles par des kinases
cellulaires

m Les INTI ressemblent aux dNTP naturels:

Compétition pour liaison avec la RT et incorporation dans
I’ADN viral

Absence de groupement 3’-hydroxyl nécessaire a la
polymérisation: Terminaison de |'élongation de ’ADN viral




Mécanisme de résistance aux INTI
(1)

O des analogues par rapport
aux dNTP naturels et reprise de I'élongation de la chaine
d’ADN

- Peut entrainer une resistance croisee

- Mutations pouvant entrainer des modifications de la
structure de la RT
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Certaines mutations de la RT entrainent une discrimination entre les
terminateurs de chaine et les dNTPs naturels au niveau du site actif



Mécanisme de résistance aux INTI

) )

O de I'INTI incorpore
dans la chaine d’ADN en cours d’élongation

. (thymidin analog mutations) présentes dans
a RT

- La configuration de la RT mutée favorise
‘elimination des INTI
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Deux mecanismes de resistance

Diminution

de I'incorporation ou « Discrimination »
K63R, M184V, L74V

Reésistance aux INTI

Augmentation
de I'excision
TAMs

L a resistance est la resultante de ces deux mecanismes

CRO! 2004 - U. Parikh, Pittsburgh, abstract 54, actualise



N\ e Profils de
mutations aux
INTI




Structure de la transcriptase inverse

ARN vira}

d'apres Jacobo-Molina et al.et Kohistaedt et al.



Transcriptase inverse
les sous unites pb6 (bleu) le site catalytique (rose) et le site de liaison des

dNTP (blanc).

s0Us unité pbb
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Mécanismes de résistance aux INTIs
Diminution Diminution Augmentation de
de la fixation de l'incorporation I'excision
K65R X
K70E X
L74V X
V75T X
M184V X
Q151M (MDR) X
T215Y/F X

|| existe 3 mécanismes impliqués dans la résistance des INTIs,

qui interviennent dans cet ordre :
« diminution de la fixation (binding) de 'INTI sur la RT

» diminution de l'incorporation des INTI-MP dans la chaine dADN

en cours de formation

» augmentation de I'excision des INTI-MP déja incorporeés
Sluis-Cremer N, CROI 2007, Abs. 58




Résistance croisée aux INTI

Point critique dans le traitement a long terme de
I'infection HIV-1 car risque de limiter les options
therapeutiques ulterieures

Généralement due a la sélection de mutations de
resistance par differents composeés

Entraine une activité antivirale réduite pour
plusieurs drogues

Peut étre en relation egalement avec des profils
de mutations specifiques selectionnés par un seul
compose

Probleme important pour la classe des INTI



TAM

-_F_omprend un groupe de 6 mutations de resistance:

m Associées a la résistance a

m Entrainent un niveau de résistance variable aux autres INTI

- Dont ABC, DDI, TDF
- Impact dépend du profil et du nombre de TAM observées

m ABC,TDF et ddl sont actifs sur des virus porteurs d’un
faible nombre de TAM: peuvent étre utilisés pour traiter des
patients pre-traites par ZDV/d4T



Mutations sélectionnées par les INTI

Multi-nRFHResistance: 69 Insertion Complex (affects all nRTls currently approved by the US FDA)

L T K
210 215 219

1 Q

FE

Multi-nRTI Resistance: 151 Complex (affects all nRTlIs currently approved by the US FDA except tenofovir)

116

Multi-nRTI Resistance: Thymidine Analogue-associated Mutations (TAMs; affect all nRTIs currently approved
by the US FDA)
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210 215 219
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Mutations sélectionnées par les INTI

Abacavir

Didanosine

mtricitabi

amivudine

L T K
Stavudine 67 70 210 215 219
L N R W Y Q

F E
K K
Tenofovir 65 70
R E
D K L T K
’idovudine 67 70 210 215 219
L N R W Y Q

FE
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Interactions entre les mutations diminuamnt
I"incorporation et les mutations augmnmentant
I'excision et mécanismes d’'échappement

Interaction(s)
entre mutations

Sélections de mutations
conférant la résistance

Unidirectionnelle
M184V = TAMs

Ralentissement de la sélection
de TAMs, addition de E44D, V118I,
G333D/E

Unidirectionnelle
L74V = TAMs

Ralentissement de la sélection
de TAMs

Unidirectionnelle ?
K70E = TAMs

Pas de données disponibles

Bidirectionnelle
K65R < TAMs

Impossibilité pour le virus
d’ajouter des TAMs

Sluis-Cremer N, CROI 2007, Abs. 58




Combivir® m

M184V
TAMs
FABC, 7ddl, ?TDF

: M184V >
s CTETTI YTy

opion A 70y, gt

M184V
TDHFTC K65R
ZDV, ddT



Inhibiteurs non nucléosidiques de
l]a transcriptase inverse INNTI



Inhibiteurs non nucleosidiques de la RT (1)~ Iobbiters non muclosiciues e l RT (2

EtvairineETV)




INNTI (1)

m Fixation au niveau d'une

‘#‘Gche étroite hydrophobe
situee pres du site actif de
I'enzyme

m Pas d’etape d'activation

m Faible barriere genétique:
selection tres rapide de

resistances si mauvaise
observance

m Une seule mutation
entraine une modification
de conformation de la
poche (=perte d’affinite) et
une résistance croisée
EFV/NVP




Mutations sélectionnées par les INNTI

L K VvV vV Y G
Efavirenz 100 103 106 108 188 190
N M L S

V. A L K
—travirine 90 98 100101 106 138 179 181
| G | E | .
H
P

Nevirapine 100 103 106 108 188 190

M

L
H
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Résistance croisée quasi constante entre EFV et NVP

Résistance croisée(%)
2
S

C. DEL AUGERRE et 2i, Journal of Medical Virology, 2001; 65: 445-448



INNTI (2)

INNTI de deuxieme generation en cours
d’évaluation et semblent actifs sur certains profils de
mutations de résistance aux INNTI actuels.

— Donc l'accumulation de mutations de résistance aux
INNTI diminuent fortement I'efficacité du TMC125

— Donc fortement recommandé de



Inhibiteurs de protéase (IP)



La protease du VIH

m Role: clivage des polyproteines



Inhibiteurs de protease

Saquinavir-HEC, (Invirase®, 1995)
Ritonavir, RTV (Norvir® 1996)
Indinavir, IDV (Crixivan® 1996)
Nelfinavir, NFV (Viracept® 1997)
Saquinavir-56C, (Fortovase® 1997)
AmprenavirAPV (Agenerase® 1999)
Lopinavir/r, LPV/r (Kaletra® 2000)
FosAmprenavir (Telzir® 2003)
Atazanavir, ATV (Reyataz® 2004)
Tipranavir, TPV (Aptivus @ 2003)
- Darunavir, TMC114 (Prezista® 2007)

http://www.infectiologie.org.tn
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Resistance aux IP (1) (‘”“ﬁ?j

P RON’

m Modéle de la « clé et |la serrure » (= perte d’affinité)

m Les mutations sont souvent
sélectionnées les premieres et proches du site actif:

— MA46I/L pour I'IDV

— D30 N pour le NFV

— G48V pour le SQV

— V82A/F/M/S/T pour I'IDV
— L90OM pour le NFV

— 150V pour le fosAPV

— |I50L pour ATV



Résistance aux IP (2)

m Les mutations

- Mutations apparaissant apres les mutations primaires, a
distance du site actif

- Ont peu d’effet sur le niveau de résistance déja atteint
- Responsables de la resistance croisee

- Peuvent permettre au virus de retrouver ses capacités
replicatives



Résistance aux IP (3)

O Ehénoméne graduel avec accumulation
progressive de mutations au cours du temps

— Primaires : sélectionnées les 1eres, lors de
I'’échappement

— Secondaires : s’accumulent et renforcent la
resistance
m Grande différence avec les

m Donc si choix d’utiliser 1 IP



les mutations de resistance dans la protéase ont pour effet d’agrandir le site de
fixation des IP qui se fixent alors moins efficacement

Protéase Protéase
sensible résistante

d’apres Kovari 2t al. HIW Res Wkp 2003



Concentration plasmatique des IPs : Zone critique
pour la sélection de mutations

10

Virus sauvages et mutes
sont supprimés : Pas de
: replication |

- ICs, (souche resistante)

~1Cq (souche sauvage)

Pas assez d'IP pour |

0.014 selectionner des mutations :
virus sauvage est avantage

Hsu A et ol. %th CROT, 2002



Passage rapide au travers de cette zone
: pas de mutations

10
t Plasmatiques

0.01 T T I T T 1
0 2 4 -] 8 10 12




Passage prolongé au travers de cette zone : risque de
sélection de mutations

0 2 4 6 8 10 12



Mutations de resistance majeures et mineures
aux inhibiteurs de protease




Spectre d’'action des |Ps 2007

IDV, RTV. SQV, LPV
(46 54, 82, 84_90)

Wiz TPV
(30, 90) (36, 58, 69, 89)
FosAPV. DRV ATV

(32, 47, 54. 50, 84) G0)



Mutations selectionnees
. IDV:

- M4sl/L

- VB2A/FISIT
- 184V

*RTV:
- M4sl/L
- VB2AIFISIT

- 184V
- +/- L90M

* SQV:

- L90M
- G48V

- 184V
Ces trois |P sélectionnent les mémes mutations impactant le plus souvent toutes les

NS T




Mutations sélectionnees par les IP

_ L G K L | F | A LI N L
ﬁ\/ta_za”av'_r 10 16 20 24 323334 36 46 48 50 5354 60 62 64 71 73 82 848588 90 93
-TItONAVIT | L1 Q I | v L LL EV L V C A VVS M L
F M F L L Y v M | S T M
v | V V M vV T T F
C T T L A |
V A
5 » VoL | | | T L | L
arunavir
Stonavir 32 33 47 50 4 7476 84 89
| F y v M PV v v
v M | | G L VvV 1 L
osamprena 32 46 47 50 54 73 76 82 84 90
ritonavir | |V V L S V. AV M
L V F
M S
2
[ K L V M M | A G LV V I L
ritonavir 20 24 32 36 46 54 71 73 7677 82 84 90
M | ! | V V S VI A V M
R L T A F
f
. K L VoL Mo | F | L A G L V I L
opinavir/ 1 20 24 32 33 46 47 50 53 54 63 71 73 76 82 84 90
Iitonavir vV oLV v v Y
!
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Mutations sélectionnees par les IP

Nelfinavir
Saquinavir/
ritonavir

) VN
Tipranavir ) 82 83 84
[ritonavir . , LDV

T

www  iasusa. org 2008




Inhibiteurs d’integrase



Mecanisme d’action
dela ROY 2007 de l'intégrase et des anti-integrases

L'intig-m se fixe sur 'ADN viral et
migre dans le noyau avec celui-ci

ntégre d it
(complexe de preintegration = CPI) ‘I"""'-'l":“ JMTT::;;
H
Lusnnh—
tl:l-l.hl"ldumlus

ADN proviral circularize

chromosomes cellulaires
h Integration
Réparation des extrémités 1
I I

ADN proviral intégré : persistance



Voies d’acquisition de la résistance

-1 Résistance au raltegravir
« Deux voies de résistance exclusives’

Principale Secondaire
N155H E92@, V1511, TETA, G183k, LT4M
O148K'RH 3140578, E138K

-1 Résistance a |'elvitegravir
« Deux voies de résistance identifiées in vitro?

Primary Secondary
T66I F121Y, 3152¥, R263K
E920) S147G, HE1Y, E1570

1. Cooper D, et al. 14= CROY, Los Angeles 2007, #103aLB; 2. Steigbigel R, et al_ ibid, #105bLE;
2 Wai J, et al. ibid, #87; 4 Jones G, et al. ibid, #627

http://www.infectiologie.org.tn



Mutations responsables de la résistance aux
Inhibiteurs d’integrase

Raltegravir

www  iasusa. org 2008




Inhibiteurs d’entrée



CD4 Binding Site in
gp120: Highly consarved,

target of neut, antibodies Coreceptor Binding Site - . .
Highly Conserved. Target for Helical D":"r"zd"'IE -
Antibodies? Small Molecule Targets for T20, small

Inhibltors? molecules, and
antibodies

iy
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N
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Coreceptor Binding - Target El | |
for small molecule iInhibltors:

CXCR4: L __d,
ALX40-4C
T22

! /ﬂm‘\

schering C T20

TAKF 9 T -I 149 ,':."..‘L. ,..1..::.':.....

5-Hellx ' '
S A T
apd |

http://www.infectiologie.org.tn



Fuzeon Is derived from heptad repeat 2

NH,
478

COOH —\

HR = Heptad Repeat
FP = Fusion Peptide
TMA = Transmembrane anchor

Fuzeon



Résistance au T-20

Amino terminal heptad repeat (HR1) of gp4l

Site des mutations associées
a la résistance a |'enfuvirtide (T20)



Inhibiteurs de CCR5: Maraviroc

Le[Maraviroc est un inhibiteur
allostérique du récepteur CCR5

Puissante activité antivirale in vitro Sfe dt s
et in vivo sur des virus CCR5 St de s o or I
tropiques, y compris ceux multi Rt ol sr e (88 MVC(I] |
resistants, mais pas sur les virus e e ay Tres foble

CXCR4 ou de tropisme mixte d’ou
la nécessité d'un pheénotypage
préalable des virus circulants

Hate offite (35
La fixation de I'inhibiteur induit des '
changements allostériques de la
partie N terminale et des boucles Al
extracellulaires du CCR5 génant i o v
la fixation de la Gp 120




Méecanisme d’échappement :
switch de R5 pour X4

Population Réponse
virale antagoniste CCR5
initiale
023828
88 §3§ L Al ——
S35282 =
®c0e°
R5/X4 X4
© o o




Tropisme R5 conserve
avec emergence de mutations

Etude sur les clones R5 résistants au MVC

. \ Les modifications
exremite. AU g€NOMe sont
Extemite concentreées dans la

tige et lI'extrémité
de la boucle V3

Tlge

Tige

Base Base . ;
site conserve

m Ces correlations genotype/phenotype seront utiles pour
la prédiction génotypique de la resistance au MVC

Lewis M, CROI 2008, Abs. 871




Mutations responsables de la résistance aux inhibiteurs
d’entree

Gl VQQ NN
Enfuvirtide 3637383940 4243
DVARUH TD

S M
E

Viaraviroc See User Note

www  iasusa. org 2008




Tests de résistance 2 approches

Tests phénotypiques
Tests génotypigues



HIV Resistance Testing Assays

RESISTANCE

Phenotyping Assay Genotyping Assay VirtualPhenotype ™

http://www.infectiologie.org.tn



Tests phénotypiques classiques

Isolement
VIH
lymphocytes
* [ de donneur ]
2x108/mlx 3ml ) AZT:0 001 0,05 025 125 625
Surnageant * Vi d 4
(pic TI)
Pur
i,_l B (250.000 x)’.
Culture de 10 _p >
' : !
lisolat viral 2 >
en pr‘esence Infection
de 2 heures-37°C
. 2 lavages
concentration B
croissante de 11 —> >
drogues 13—4—> >
105> D>
— > [ 1 [ ]

lymphocytes non infectés



Les tests phénotypiques

m /Avantage : mesure directe de la sensibilité
m Limites :

— technique lourde, laboratoire spécialise

— evaluation d'un seul antirétroviral a la fois

— evaluation de l'isolat qui replique le mieux en
culture

— Probleme des lignées cellulaires

— Signification clinique a etablir pour les
traitements combinés

— Colt tres eleve, technique longue



Génotype de résistance -VIH1

+ Analyse des mutations

des génes RT, protéase, gp 41,
iIntégrase et la boucle V3 du VIH-1

associées a la résistance
aux traitements antirétroviraux



Génotype de resistance -VIH1

Alignement des séquences
genes RT, protéase, gp41,boucle V3
intégrase
Souche VIH / référence VIH

=» Détection de mutations : polymorphisme et résistance
=» Détection d ‘insertion

N°codon
AA muté

Exemple : mutation I\V| 184 "/ du gene RT



' -ﬁ File Edit Sequences Find View Align Aide

|

ABRA-0VI 1070 6319 PROTEASE

in z0
l l

3IIJ 4IIJ 5IIZI EIIJ 'T-‘IIJ SIIJ 9IIJ 1 LiID 1 1| a

1 HIV Protéajcctcagatca ctettkggea
327 1 6219-pr5|CCTCAGATCL CTCTITTGGCA
329EE_GSIQ—prS_CCTCLGATCL CTCTTTGGCR

730 P o I T L W O
331 P 0 I T L W 0
333

732 P 0 I T L W 0

12IIJ 13IIJ

acgaccccte gtecacaataa agataggggg gecaactasaag gaagetetat tagatacagg agecagatgat acagtattag aagaaatgag
ACGACCCCTC GTCACAgTRA AgATAGGGGE GCRACTARAG GAGGCTTTAT TAGATACAGS AGCAGATGAT ACAGTATTAG AAGACATGAR
ACGACCCCTC GTCACAaTRARA AGATAGGGGGE GCAACTARAG GAGGCTTTAT TAGATACAGS AGCAGATGAT ACAGTATTAG AAGACATGAR

R P L v.T I K I & G ] L K E A L L D T G A D D T ¥ L E E M 5
E F L v T v K I & G 2 L K E A L L D T & A D D T ¥ L E D M N
* L "

R P L v T I K I & G Q L K E A L L o T G A D D T ¥ L E D M H
* W

1‘%0 15IIJ lEIuIJ 1'Ti‘lJ iz0 120 200 21|D ZZID

1 HIV Protéajtttgececagga agatggaaac
327 1 6219-px5 |TTTGCCAGGA AGATGGARAAC
329F 1 6219-pr3|TTTGCCAGGA AGATGGAAAC

33 L P & R W K
331 L P & R W K
333

332 L P & R W K

caaaaatgat agggggaatt ggaggtbttta tcaaagtaag acagtatgat cagatactea tagaaatetg tggagataaa getataggta
CARAABATGAT AGGGEGGEAATT GGEAGGTTTTA TCARAGTAAG ACAGTATGAT CARATACCCA TAGRAATCTG TGGACATAAR GCTATAGGTL
CRRRAATGAT AGGGEGGAATT GGAGGTTTTA TCRARAGTAAG ACAGTATGAT CARATACCCRA TAGRAATCTG TGGACATARAR GCTATAGGTL

P E M T G G I G G F I E V R o ¥ D Q I L I E I C G H K A I G

F E M T G & I G G F I E V R o ¥ D Q I P I E I cC G H K LA I &
*

F E M I G & I G G F I KE V R o ¥ D Q I P I E I C G H K A I G
*

JLDITI=Pr2

1582_3CTC!—\G 4 T CA C T C T T T 6 G C & A& C G A C C C © T C G T €Ca& C & g A
1514
|
3206319-pr3
cC T C A G A T C A C T cC T T T G G C A A C G A C C cC C T C G T C A C A a A
a http://w ectiblodie org.tn
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Génotype de resistance -VIH1

m Liste International AIDS Society USA (www.iasusa.org)
— Corrélation avec données phénotypiques
m Algorithmes d’interprétation

— groupe résistance AC11 - ANRS (www.hivfrenchresistance.org)
m Corrélation avec réponse clinique

— Stanford University (www. hivdb.stanford.edu)
m Pondération des mutations



Indications des tests génotypiques de
resistance (Rapport Yéni 2008)

Situation clinique Recommandation

Primo-infection et infection récente (< 6mois) | Recommandé

Avant l'initiation du traitement: Recommandé
-A la découverte de la séropositivité

-Sinon sur le prélévement disponible le plus
ancien

- Ou avant de débuter le traitement

Echecs thérapeutiques Recommande
Prophylaxie post —exposition (AES) A réaliser au cas par cas
Enfants Mémes indications que chez 'adulte

grossesse Recommandé




Epidémiologie de la résistance



Prévalence de la résistance

chez les patients primo-infectés par le VIH

Etude n Deéfinition Période Prevalence
CATCH! 596 Clinigue 1996-2002 10%
cDC? 182 STARHS* 1997-2001 12%
San Francisco® 180 <1 année 2000-2002 26%
Caroline du Nord* 30 < 30 jours 1998-2003 13%
Canadaft® 144 STARHS* 1997-2001 10%
Montreal® 170 <1 année 1996-2003 12%
France’ 296 < 6 mois 2001-2002 1%
UKE 157 < 18 mois 1996-2003 1%
Madrid? 14 <1 année 1997-2002 19%
Suisse? 453 <1 année 1996-2002 1%

* STARHS : Serlogic Testing Algorithm for Recent HIV Seroconversions; T survedlance data

1. Resistance Workshop 2003. Abstract 117. 2. Ibid, Absiract 119. 3. Ibid, Abstract 120. 4. CROI. 2004. Absiract
B82. 5. Resistance iWorkshop 2063 Absiract 121. 6. Ibid, Absiract 122 7. |bid, Absiract 123. 8. Ibid, Absiract 1.

O OIkid dAhmiceed 37H1 AN AN WY AR i d B THY



Profil de résistance chez les patients
en échec virologique F rance, Multivir 2004

m Résistance a 1ARV :

m 1NRTI: 77%

m1IP:66%

m 1 NNRTI : 50%

m 120:7%



Conclusion (1)

m | Virémies plasmatiques detectables sous traitement =
sélection de mutations qui vont s'accumuler
progressivement quel que soit le niveau de replication
résiduelle méme faible et vont réduire les options
therapeutiques ultérieures

m [enter de maintenir une viremie indetectable, contréler
rapidement une charge virale detectable

m Deétection des populations minoritaires



Conclusion (2)

m | e risque de sélection de mutations de resistance chez
les patients qui débutent une tritherapie avec un IP
booste est significativement plus bas que chez les
patients qui demarrent par une tritherapie avec un
NNRTI

m Role majeur du succes de la premiere ligne de
trithérapie sur la progression de la maladie

m Augmentation de la prévalence des virus résistants
jusqu’en 2000 puis stabilisation

- Probleme toujours d’actualitée

- Impact des habitudes de prescription sur I'épidémiologie
de la résistance



Lien utile

«-http://www.hivfrenchresistance.org/table.
html
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