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Le role des marqueurs substituts de I'infection a VIH

1. Introduction

L'infection causée par le virus de |'immunodéficience humaine (VIH) est caractérisée par une
premiere phase asymptomatique de durée variable durant laquelle on observe un taux faible ou
inexistant de réplication du virus, un dénombrement stable ou légerement ala baisse de
lymphocytes T auxiliaires et des anomalies qualitatives du fonctionnement des lymphocytes T.
Pendant plusieurs années, la destruction progressive, lente et irréversible du systéme immunitaire
ne saccompagne généralement d'aucune manifestation clinique. |l est, en outre, difficile de
prédire la probabilité et le stade du développement du syndrome d'immunodéficience acquise
(sida) alasuite de la séroconversion. En raison de I'expression clinique variable de cette maladie,
I'utilisation de marqueurs non cliniques de la maladie (marqueurs substituts) revét aujourd'hui une
grande importance pour la gestion des cas.

Le spectre complet de I'infection a VIH, incluant le stade initial asymptomatique, est étroitement
associé aux anomalies quantifiables observées en laboratoire™**2. Par exemple, la dysfonction du
systéme immunitaire a un stade avancé de lamaladie et clairement reliée a une diminution
prononcée du nombre de lymphocytes T auxiliaires ains qu'a une augmentation de |'antigénémie
et delavirémie associées au VIH™.

1.1 Marqueurssubstituts

Par définition, les marqueurs substituts de I'infection a VIH sont des facteurs qui présentent une
corrélation avec l'issue de l'infection. Bien que plusieurs marqueurs aient éé décrits, quelques-uns
seulement savérent prometteurs. Idéalement, ces marqueurs devraient réunir les qualités
suivantes :

1. Permettre de reconnaitre les personnes présentant le risque le plus élevé de progression de la
maladie.

2. Renseigner sur ladurée de l'infection.
3. Aider areconnaitre les stades de lamaladie.
4. Permettre de prévoir |'apparition de maladies indicatrices(infections opportunistes du sida).

5. Fournir des mesuresin vitro de I'efficacité thérapeutique des immuno-modul ateurs ou des
antiviraux.
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Ces marqueurs doivent auss étre :
facilement quantifiables

! figbles
I cliniquement accessibles
I abordables

1.2 Deéplétion lymphocytaire

La principale caractéristique du sida est |a déplétion sélective des cD4+, un sous-groupe de
lymphocytes T auxiliaires-inducteurs. Le taux de déplétion cD4+ est |e facteur déterminant utilisé
al'heure actuelle dans laformulation des recommandations concernant le traitement aux
antirétroviraux. Dans le cas de la plupart des protocol es thérapeutiques expérimentaux, les sujets
sont recrutés en fonction du dénombrement de cellules T cb4+, en fonction de la présence ou de
['absence d'une antigénémie, ou en fonction de ces deux critéres. L'utilisation de ces marqueurs
substituts est également primordiale pour déterminer le moment de I'intervention médicale, pour
prévoir les incidences actuarielles et pour planifier les dépenses futures en matiére de soins de
sante.

1.3 Au sujet du rapport

Le présent rapport porte sur I'état actuel des connaissances ainsi que sur I'utilité clinique et le role
des marqueurs substituts dans I'histoire naturelle et |e traitement de I'infection a VIH.

Outre I'introduction, le rapport est divisé en 11 chapitres.

I Le chapitre 2, *Pathophysiologiet, décrit les stades de I'infection a VIH.

1 Le chapitre 3, *Marqueurs sérologiques de |'activation des lymphocytes T+, décrit le
dosage et le rapport avec l'infection & VIH des marqueurs suivants : béta,-microglobuline,
néoptérine et récepteur de l'interleukine-2 soluble.

Le chapitre 4, *Marqueurs sérologiques de I'activation des cellules B+, décrit I'utilité de
divers marqueurs dont I'interleukine-6, les immunoglobulines et les complexes immuns
circulants.

Le chapitre 5, *Anticorps anti-VIH+, décrit les anticorps p24, gpl120, p17, gp4l et NEF.
Le chapitre 6, *Autres anticorpst, décrit d'autres phénomenes auto-immuns liés au VIH.
Le chapitre 7, *Autres marqueurs sérologiquest, décrit le TNF, I'inferféron acido-labile
humaine des leukocytes et la 2-5A synthétase.

Le chapitre 8, *Marqueurs antigéniquest, décrit certains marqueurs comme celui de
['antigéne p24.
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Le chapitre 9, *Marqueurs de surface cellulaire reflétant |'activation des lymphocytes T+,
décrit le lien entre les marqueurs d'activation sérologiques et les marqueurs de surface.
Le chapitre 10, *Lymphocytes T CD4+t, décrit les techniques, |e protocole et les autres
édémentsliésal'utilisation des lymphocytes T cD4+ comme marqueurs substituts de
I'infection a VIH.

Le chapitre 11, *Discussion et recommandationst, décrit les avantages de |'utilisation des
marqueurs substituts ainsi que les criteres permettant de définir des marqueurs substituts
adéquats et de choisir un marqueur.

Le chapitre 12, *Glossairet, contient la définition des sigles employés dans le rapport.

Le chapitre 13, *Bibliographiet, donne toutes les références citées dans le document.
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2. Pathophysiologie

Des études prospectives de cohortes de grande envergure visant a éablir I'histoire naturelle de
I'infection a VIH nous permettent de mieux comprendre la pathophysiologie de cette

maladie™ 2% | es recherches ont porté sur les marqueurs substituts de deux stades de
I'infectionaVIH :

I précoce (phase immunocompétente)

! avanceé (phase dimmunodéficience)

2.1 Stade précoce (phase immunocompétente)

Au début de I'infection, la plupart des personnes ont des numérations de leucocytes, de
lymphocytes et de lymphocytes T normales. Cependant, des changements surviennent dans les
sous-ensembles de lymphocytes T trés t6t apres la séroconversion. On remarque une
augmentation marguée des taux de lymphocytes T cD8+ peu aprés la séroconversion et un retour
rapide a un niveau légérement supérieur alavaleur de départ*'?. Cette augmentation est peut-étre
attribuable & la lutte des lymphocytes contre I'infection a VIH.

Désles premiers stades de I'infection a VIH, le systéme immunitaire est sollicité, ce qui se
manifeste par I'activation des cellules immunitaires effectrices. Conséquemment, les lymphocytes
T deviennent activeés et expriment aleur surface cellulaire un nombre accru de récepteurs pour
I'L-2 et d'antigénes présentés par les complexes majeurs d'histocompatibilité de type HLA-DR™.
Des molécules solubles séerétées par les cellules T activées, ainsi que des anticorps dirigés contre
les protéines de I'envel oppe et de noyau du VIH, sont retrouvées en concentrations plus élevées

dans le sérum d'individus récemment infectés par le VIH®®,

Letableau 2-A énumere les marqueurs et leurs mécanismes d'action pour |e stade précoce (phase
immunocompétente) de I'infection a VIH.
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Tableau 2-A

Mar queur s et mécanismes — Stade pr écoce (phase immunocompétente)

|
Type de marqueur (activation) M écanisme (dépendant de I'h6te)

Marqueurs cellulaires HLA-DR+
IL-2R+

Lymphocytes T

Marqueurs solubles 3,-M,
Néoptérine
IL-2R Sol.
CcD4 sol.
cD8 sol.

Production d'anticorps Anti-gp120
Anti-p24

19A

2.2 Stade avance (phase d'immunodéficience)

Le stade avancé de l'infection, qui précede le sida proprement dit, se caractérise par :

1 des modifications de la production de cytokines
! une diminution marquée de la capacité de réponse aux néoantigénes™™
! une diminution du nombre de lymphocytes T cD4+2

On assiste également a une antigénémie et une virémie indicatives d'une réplication virae.

Le tableau 2-B énumére les marqueurs et leurs mécanismes pour le stade avancé (phase
dimmunodéficience) de l'infection a VIH.
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Tableau 2-B
Marqueurs et mécanismes — Stade avancé (phase d'immunodéficience)

Type de marqueur (dysfonction immunitaire) M écanisme (dépendant du
Virus)

Déplétion des cdlules CD4+
Lymphocytes T

Déplétion des cytokines :EN2

Déplétion des anticorps Anti-p24
Anti-gp120

11
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3. Marqueurssé&ologiques del'activation des lymphocytes
T

Les trois marqueurs sérologiques de I'activation des lymphocytes T sont

I la béta,-microglobuline ([3,-M)
1 la néoptérine
I le récepteur soluble de I'interleukine-2 (IL-2R sol.)

3.1 Béta,-microglobuline

La béta,-microglobuline (3,-M) est un polypeptide constitué de 100 acides aminés (poids
moléculaire de 11,8 kilodaltons). Avec la chaine lourde encodée par |e complexe majeur
d'histocompatibilité, 1a3,-M contribue a la composition des molécules de classe 1, telles que HLA-
A, HLA-B et HLA-C, qui sont exprimées ala surface de la plupart des cellules nucléées™. LaR,-M se
retrouve également dans la plupart des fluides biologiques, en faibles concentrations. La protéine
3-M est diminée par lesreins ou, apres filtration glomérulaire, elle est réabsorbée et catabolisée
dans les cellules des tubules proximaux. La clairance est tres efficace : moinsde 0,1 p. 100 de la
[3-M filtrée est excrétée dans I'urine des personnes en bonne santé. La concentration sérique de la
3,-M augmente lorsque lafiltration glomérulaire diminue ou lorsgue la production de cette
protéine augmente a la suite de maladies rénales, néoplasiques, inflammatoires ou immunitaires’™.
L'excrétion de la3,-M dans I'urine augmente avec le traitement aux antinéoplasiques,
antimicrobiens et anti-inflammatoires™.

3.1.1 Dosage

L a béta,-microglobuline est mesurée dans | es liquides biologiques au moyen de dosages
immunol ogiques *compétitifst quantitatifs commercialement disponibles. On peut utiliser soit la
technique immuno-enzymatique (test ELISA) ou la technique de radio-immunodosage compétitif.
Dans le cas de la seconde technique, |a capacité compétitive de la substance a l'essai est comparée
acelle déaons de [3,-M de concentration connue.

3.1.2 Rapport entrela3,-M et I'infection a VIH :

En 1982, au début de I'épidémie du sida, les chercheurs ont signalé une augmentation du taux de
R,-M chez les hommes homosexuels atteints du sida??"21%2, A cette époque, le sida était
diagnostiqué uniquement a partir des constatations cliniques, mais on utilisait des analyses de
laboratoire pour appuyer le diagnostic dans les cas présumés. La grande difficulté éait alors de
reconnaitre lamaladie au cours de la phase asymptomatique ou sub-clinique, avant I'apparition des
infections opportunistes ou du sarcome de Kaposi. Le VIH n'ayant pas encore été identifié comme

12



Le role des marqueurs substituts de I'infection a VIH

cause du sida, les marqueurs substituts de I'évolution de cette maladie sont apparus prometteurs et
on adonc entrepris de les éudier.

Dans une des premiéres études réalisées, |'augmentation des taux de [3,-M caractérisait clairement
les hommes homosexuels et toxicomanes atteints ou soupgonnés d'étre atteints du sida. La
quantification de 3,-M est aors apparue comme un indicateur valable pour e dépistage du sida
chez les groupes a risques éevés?™. Dans deux groupes d'hommes homosexuels, évalués
prospectivement en 1983 et 1985, une éévation de la 3,-M du sang a été constatée chez 64 p.
100 des personnes infectées par le VIH contre 6,7 p. 100 seulement des personnes non
infectées'®. Des taux de R,-M supérieurs a 3,0 mg/L dans e groupe des personnes infectées
furent associés ala progression du sida.

Maladies virales et syndromes lymphoprolifératifs

Destaux élevés de [3,-M ont été signalés chez des sujets souffrant de nombreuses maladies virales,
notamment l'infection acmv, ainsi que chez des sujets atteints de syndromes lymphoprolifératifs
tels que les lymphomes™. Etant donné que ces deux états pathol ogiques peuvent étre présents au
stade avanceé de l'infection a VIH, il est important que I'interprétation des valeurs de [3,-M dansle
sang se fasse en fonction d'un tableau clinique complet. On a constaté une éévation du taux de 13-
M chez des personnes non infectées appartenant a certains groupes a risgues é evés, notamment
les hémophiles et |es toxicomanes?®**1*°17> Chez ces personnes, la concentration sérique anormale
de 3,-M présentait une bonne corréation avec I'accroissement des transaminases et I'hépatite
chronique sous-jacente, plutt qu'avec I'utilisation de concentrés de facteurs ou de drogues par
voie intraveineuse.

Etudes longitudinal es de groupes a risques élevés

Les résultats de plusieurs études longitudinal es menées aupres de groupes a risgues éevés
démontrent également que la 3,-M est un marqueur précoce de l'infection aVIH. On a constaté
chez la plupart des sujets infectés des concentrations sériques au-dessus de la vaeur de base dans
les six mois suivant la séroconversiont!1226484967.7576.77.7892 g |es taux de 3,-M sont élevés (ou
faibles) alafin delapremiére année, ils le demeurent pendant plusieurs années.

L'ampleur de la déplétion des lymphocytes T cD4+ n'est pas liée al'augmentation initiale de 3,-M
durant la premiére année. Cependant, deux atrois ans aprés la séroconversion, |'augmentation
initiale du taux de (3,-M montrait une corrélation inversement proportionnelle au taux de déplétion
des cp4+." L'augmentation des taux de R,-M chez les hommes homosexuel's constituait
I'indicateur le plus puissant de la progression du sida parmi les cohortes européennes, la cohorte
dela*Multicenter AIDS Cohort Study+ a Los Angeles et la cohorte du *San Francisco General
Hospital+'%.

13
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Liquide céphalo-rachidien (LCR)

Le rapport [(3,-M du LCR]/[[3,-M du sang] peut étre d'une certaine utilité comme marqueur pour
déceler les troubles neurologiques associés au VIH. Ce rapport semble supérieur, a cet égard, ala
concentration de 3,-M du LcR seulement®?. Une étude récente, de faible envergure, arévélé la
présence de 3,-M dans le LCR de sujets atteints du syndrome de démence associé au sida®™.

Autres facteurs

On aremarqué gue les taux de 3,-M dans le sang de femmes enceintes séropositives éaient plus
élevés que chez les femmes enceintes séronégatives. Ces taux étaient directement reliésa
I'infection 2 VIH et non ala grossesse, indépendamment de |'age gestationnel *°,

Bien que I'on n'ait remarqué aucune différence ethnique, raciale ou de sexe chez les utilisateurs de
drogues injectables séronégatifs, |es personnes de race blanche séropositives montraient des taux
de 3,-M plus élevés que les personnes de race noire qui utilisent des drogues injectables et ce,
malgré des numérations de lymphocytes T cb4+ comparables®™,

Traitement a la zZidovudine (AZT)

L es sujets atteints du sida ou du SAS (syndrome associé au sida) traités al'’AZT montrent une
baisse delaR,-M aprés 8 a 12 semaines de traitement®™# 8, Toutefois, cette diminution ne dure
pas et deux éudes distinctes montrent que la 3,-M revient aux valeurs de base observées avant le
traitement dans un délai de six mois™#" %,

Utilité de la [3,-M comme marqueur de la progression de la maladie chez les enfants

L'utilité du taux sérique de 3,-M comme marqueur de la progression de la maadie a été étudiée au
stade précoce de l'infection a VIH acquise verticalement en période pé&inatale. Bien qu'al'ége de
six mois les nourrissons infectés ne montrent pas toujours une diminution du nombre de cb4+, la
plupart affichent une augmentation du taux sérique de [3,-M. Les enfants ayant les taux les plus
élevés de 3,-M sont les plus susceptibles de dével opper le sida®™ 4116117203204,

3.2 Néoptérine

L a néoptérine (6-D-érythro-trihydroxypropylptérine) est un composé de faible poids moléculaire
dérivé de la dihydronéoptérine triphosphate. Ce composé est un intermédiaire de la synthese de la
tétrahydrobioptérine a partir du GPT. Avant I'épidémie du sida, des taux éevés de néoptérine dans
le sérum et dans |'urine n'éaient constatés que chez les personnes souffrant de phénylcétonurie
atypique, une déficience congénitale de I'hydroxylation de la phénylalanine™.

14
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Une augmentation des taux de néoptérine aaussi été signalée dans des états faisant intervenir un
renouvellement cellulaire rapide et I'activation du systéme immunitaire®™'*!. Les personnes qui
recoivent des modificateurs de réponses biologiques tels que l'interféron apha, I'interféron
gamma, l'interleukine-2 ou le facteur de nécrose tumorale (TNFe:), présentent des taux élevés de
néoptérine. Les monocytes-macrophages sont une source importante de néoptérine, en particulier
ceux qui proviennent des cellules ayant été stimulées par I'interféron gamma®. La production de
néoptérine augmente dans de nombreux syndromes infectieux et inflammatoires comme les
infections virales, bactériennes et fongiques, la méningo-encéphalite aseptique, le rgjet de greffes
rénales, les réactions aigués du greffon contre I'héte, les collagénoses vasculaires ains que
certains stades avancés de certaines mal adies malignes® 814142,

On ignore la fonction de la néoptérine.

3.2.1 Dosage

La néoptérine peut étre mesurée dans I'urine et dans le sérum?*. On peut déterminer la
concentration de néoptérine dans I'urine au moyen d'une technique de chromatographie liquide a
haute performance (HPLC) en phase inverse'. Il existe une trousse commerciae de radio-
immunodosage pour déterminer la concentration de néoptérine dans le sérum, le plasmaet le
LCR®,

3.2.2 Rapport entre la néoptérine et I'infection a VIH
Néoptérine servant de marqueur précoce

Les sujets atteints du sida et du syndrome associé au sida peuvent étre facilement distingués des
sujets séronégatifs a partir des mesures de néoptérine dans 'urine et le
Srum*817,18:324849,57.5850606263176 | es taux de néoptérine dans le sérum et dans |'urine étaient
élevés auss chez les sujets atteints de lymphadénopathie généralisée persistante reliée au VIH et
chez les sujets séropositifs asymptomatiques. Par conséquent, il semble qu'un taux élevé de
néoptérine dans le sang ou I'urine soit un marqueur trés précoce de l'infection a V| H%107.108162.163
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Néoptérine et progression de la maladie

L es éudes longitudinales indiquent une corréation entre la quantité de néoptérine et la
progression de la maladie®®*. Les données de la *Multicentre AIDS Cohort Study+ ont démontré
gue les taux sériques de néoptérine éaient les indicateurs les plus puissants de la progression du
sida. En effet, les taux de néoptérine ont permis non seulement de prévoir la progression de la
maladie, mais également le taux de réduction du nombre de lymphocytes T CD4+ jusqu'atrois ans
al'avance™.

Sang et LCR

Des augmentations du taux de néoptérine dans le sang et le LCR sont également constatées chez
des sujets montrant des complications neurol ogiques associées au VIH. Ces augmentations sont
peut-étre I'expression de |'activation des macrophages dans le systéme nerveux central'®,

Enfants et femmes enceintes

Il n'existe encore aucune certitude sur la valeur de prédiction des taux de néoptérine mesurés chez
les femmes enceintes séropositives ou encore chez les enfants ayant contracté le VIH en période
périnatale.

3.3 Récepteur solubledel'interleukine-2 (IL-2R)

L'IL-2rR de haute affinité est composé de deux peptides différents liant I'lL-2 : IL-2Ra (poids
moléculaire de 55 KD) et 1L-2RR3 (poids moléculaire de 75 KD). Apreés activation des lymphocytes
T par un antigéne ou un mitogene, I'lL-2R (également connu sous le nom de peptide Tac), est
libéré dans le surnageant des cultures cellulairesin vitro. Des taux sériques élevés d'iL-2Ra se
retrouvent aussi in vivo, en présence d'affections cliniques associées a l'activation des
lymphocytes, notamment laleucémie T de I'adulte, laleucémie atricholeucocytes, laleucémie
lymphoblastique aigué, laleucémie lymphoide chronique, la polyarthrite rhumatoide, le lupus
érythémateux disséminé, la sarcoidose et la sclérose en plagues™.

3.3.1 Dosage

L'IL-2R soluble peut &re mesuré dans le sérum par un test ELISA' de type sandwich avec
fluorescence'” ou un radio-immunodosage compétitif.
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3.3.2 Rapport entrel'iL-2r et I'infection a VIH

L'IL-2, ou facteur de croissance des lymphocytes T, est une lymphokine qui est générée par les
lymphocytes T activés par un mitogene ou antigene. Cette substance agit biologiquement par
interaction avec les récepteurs specifiques de haute affinité situés ala surface d'autres lymphocytes
T activés. L'IL-2R soluble est dérivé de ces lymphocytes T activés. Etant donné que |'activation des
lymphocytes T peut amplifier laréplication du VIH, le dépistage des personnes ayant des taux
élevés diL-2r soluble peut savérer important pour le pronostic de la maladie™®*,

La moitié des donneurs de sang séropositifs testés dans le cadre d'une éude montraient une
augmentation des taux d'IL-2R soluble comparativement aux témoins séronégatifs'™. Les
chercheurs de I'étude ont observé une relation inverse entre les taux de I'lL-2R soluble et la
numération des lymphocytes T CD4+.

Dans une autre étude, 73 p. 100 des sujets atteints du sida, 80 p. 100 des personnes atteintes du
syndrome associé au sida (SAS) et entre 75 et 85 p. 100 des personnes séropositives
asymptomatiques montraient une éévation des taux d'IL-2R soluble®. Lestaux sériques d'IL-2rR
soluble correspondaient ala classification du cDC et on atrouvé une corrélation négative avec les
lymphocytes T cD4+, la numération lymphocytaire et le rapport CD4+/CD8+, mais non avec la
numération des leucocytes ou des cellules B™. Lestaux les plus élevés d'IL-2R soluble ont été
observeés chez les sujets atteints de la maladie du groupe 1V, de la classification du cbc (1006

+ 289 U/ml). Des différences significatives ont été observées auss bien entre les catégories de la
classification du cbc qu'entre les personnes seropositives asymptomatiques et les personnes non
infectées (210 + 149 U/ml versus 74 + 24 U/ml; P < 0,001). L'étude indique gue |'augmentation
des taux d'IL-2r soluble dans les cas de sida ne résultait pas de la sécrétion du récepteur par la
cellule, mais probablement de la destruction de lymphocytes T activés ou de cellules cD4+.

Les sujets atteints de leucémie T associée au HTLV-1 montrent une augmentation des taux sériques
d'IL-2r soluble. La quantification de ce marqueur est utile pour éablir le diagnostic et prévoir la
réaction ala chimiothérapie. Chez les sujets hémophiles, infectés par le VIH et montrant une
augmentation des taux sériques d'IL-2R soluble, il peut y avoir un lien avec l'infection par EBV ou
cMv plutét qu'avec un des stades de l'infection a VIH®, || faut faire preuve de prudence dans
I'interprétation des résultats sérologigues concernant ce groupe.
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Il reste a déterminer si I'IL-2R soluble sera un indicateur utile de la progression de lamaladie. On
n'a mené aucune étude de cohortes de grande envergure sur |'utilité de la mesure de I'lL-2R soluble
dans les liquides biologigues comme margueur substitut de |'apparition du sida. Bien que ce
composé soit associé a l'activation du systéme immunitaire, son dosage est plus complexe que
celui d'autres marqueurs sérologiques. En outre, les systemes de dosage de I'IL-2R soluble ne sont
pas facilement accessibles.
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4. Marqueurssérologiques de I'activation des cellules B

4.1 Interleukine-6

L'activation des cellules B et I'hypergammaglobulinémie ont été observées dans les cas d'infection
aVIH. L'IL-6, un facteur de stimulation des cellules B, est présente en plus grande quantité dans le
plasma des personnes infectées par le VIH™’. Aucune corréation n'a été établie entre la
production d'iL-6 et I'état de I'infection & VIH ou la présence d'infections opportunistes. L'IL-6 est
produite par les cellules du sarcome de Kaposi et peut agir comme facteur de croissance pour ces
celules?. Il n'existe aucune information sur la signification de ce marqueur du point de vue du
pronostic du développement du sida.

4.2 Immunoglobulines

Des anomalies fonctionnelles des cellules B, y compris I'activation des cellules B polyclonales,
I'hypergammaglobulinémie, des titres élevés d'anticorps dirigés contre divers pathogenes et des
auto-antigénes, ont été rapportés dés le début de |'épidémie de sida®. Une augmentation des
immunoglobulines sériques est également constatée dans I'infection & VIH asymptomatique. La
présence d'anticorps IgM anti-p24 est notée entre le 16° et le 122° jour qui suivent la
séroconversion et la concentration des anticorps 1gG anti-VIH augmente entre le 18° et |e 144°
jour**%, La séerétion cellulaire spontanée d'immunoglobulines tend a étre corrél ée négativement
avec |le pourcentage — mais pas avec le nombre absolu — de lymphocytes T cpa+.*° Au stade
avancé de l'infection a VIH, les concentrations sériques d'immunoglobulines peuvent diminuer.

L es personnes atteintes du sida montrent une déficience relative ou absolue en 1gG, et en 1gG,.”
La concentration des immunoglobulines de la sous-classe des 1gG, accuse une baisse importante
chez |es personnes atteintes du sida et d'une infection pyogéne concomitante'*. On ne sait pas
encore clairement s I'augmentation des taux d'lgG et d'IgM a une valeur pronostique dans le cas
del'infection a VIH.

Bien que I'on ait constaté une augmentation des taux sanguins d'lgA chez les sujets atteints du
Sida*®>39318! cette augmentation ne se manifeste généralement pas au stade précoce de I'infection
aVIH. Une dévation des taux d'lgA peut refléter une réponse immune au VIH, aux pathogenes
opportunistes ou a une perte de suppression immunorégulatrice de la production d'1gA. Des
études menées aupres de vastes cohortes, telles que la *Vancouver Lymphadenopathy Study+
(VLAS) portant sur des hommes homosexuels'’*8, la*Toronto Sexual Contact Study+*°, la
*Canadian National Hemophilia Immune Study+'*, ont indiqué une corrélation entre I'élévation
destaux d'1gA et la progression ultérieure de lamaladie.

19



Le role des marqueurs substituts de I'infection a VIH

4.3 Complexesimmunscirculants

Laréponse humorde al'infection a VIH entraine I'augmentation des taux de complexes immuns
circulants (cic). Plusieurs études ponctuelles ont signalé une prévalence accrue de Cic chez les
personnes infectées par le VIH?2213_ | 'éude VLAS indique des taux plus élevés de cic chez les
hommes dont I'état évolue vers le sida'’"*8, tandis que, selon la*San Francisco Men's Health
Study+, I'augmentation des taux de cic n'est pas une indication de la progression de la maladie'™.
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5. Anticorpsanti-VIH

Le systéme produit des anticorps anti-VIH dés le début de I'infection. La réponse humorale contre
le virus est faiblement neutralisante. Les anticorps qui sont formés sont dirigés contre les
principaux produits géniques, a savoir les produits gpl120 et gp41 du géne env, p66, p51, p33 du
géne pol et p55, p24, p18 et p15 du géne gag.

Les études portant sur la réponse immunitaire de I'organisme au début de I'infection, menées au
moyen de différents essais visant a détecter les anticorps, tels que le dosage immuno-enzymatique
(ELisA), I'immunofluorescence indirecte (1FA), la radio-immunopreécipation (RIPA) ou le transfert
Western, montrent clairement des différences de sensibilité entre ces essais™*3*%®, Latoute
premiére réponse humorale est dirigée contre gp160 et p24%. Depuis que le premier test
permettant |e dépistage du VIH a été autorisé par la*United States Food and Drug
Administrationt, on atenté d'identifier des profils d'anticorps spécifiques associés a différents
stades de la maladie****.

Les recherches ont porté, entre autres, sur les anticorps suivants :
anti-p24

anti-gp120

anti-p17

anti-gp41

anti-NEF

51 Anti-p24

Laprogression vers le sida est souvent associée ala diminution, dans le sérum, des titres
d'anticorps anti-VIH, en particulier les anticorps anti-p24 dirigés contre les proteines de noyau du
VIR |a diminution des anti-p24 précéde |'antigénémie p24 et signifie un pronostic
défavorable chez les personnes infectées par le VIH*®*%, Dans une étude prospective britannique
menée sur une période de quatre ans auprés de personnes infectées par le VIH, les sujets ne
révélant aucun anticorps anti-p24 ou montrant des bai sses sequentielles des anticorps anti-p24
avaient le pronostic le plus défavorable. Ces signes pouvaient se manifester dés le 27° mois qui
précédait le diagnostic du sida?®. Cette étude n'a révél é aucune association entre les anticorps
anti-gp41 et anti-gp120 et le dénouement clinique de la maladie, et aucune chute des titres de ces
anticorps n'a été observée dans le temps. Les titres neutralisants trouvés n'étaient pas reliés aux
titres anti-p24; on a conclu que I'effet protecteur de I'anti-p24 n'était pas le fait d'une
neutralisation.
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52 Anti-gpl20

Une étude sur la réponse humorale dirigée contre le VIH chez des hémophiles révéle une
corrélation importante entre I'absence d'anticorps gp120 et la progression clinique conduisant au
syndrome associé au sida; |e dosage de ces anticorps pourrait donc avoir une valeur pronostique®.
Il faut noter, cependant, que la corrélation n'était évidente que pour |es anticorps détectés par
transfert Western avec un tampon réducteur. Cette méthode n'est pas |a méthode de dosage
généralement utilisée dans |e dépistage des personnes atteintes du sida.

Environ 70 p. 100 des femmes enceintes séropositives n'ont pas transmis I'infection verticalement
aleur enfant. 1l y a corréation entre I'absence de transmission verticale et les taux élevés
d'anticorps neutralisants pour les déterminants antigéniques gpl120 qui ne sont pas associés ala
fixation des cpD4?™.

53 Anti-pl7

Dans une étude menée aux Pays-Bas auprés d'un échantillon restreint d'hommes homosexuels, une
réactivité anti-p17 a été observée dans les 10 mois précédant |'apparition de lamaladie, et celle-ci
précédait la chute des anti-p24**. Les anticorps anti-p17 peuvent avoir une certaine capacité de
neutralisation virale, et une diminution des titres peut indiquer un contréle réduit de la
pathogenése du VIH.

54 Anti-gp4l

La protéine d'enveloppe gp41 du VIH montre une homologie de séquence avec la p15E, un
peptide dérivé d'une protéine d'enveloppe rétrovirale de type C qui a montré des propriétés
immunosuppressives. On a émis |'hypothése que les anticorps anti-PHIVIS, un peptide 17-mére
dérivé de lagp4l, pourrait neutraliser |'action immunodépressive de ce peptide et influer ainsi sur
le dénouement de I'infection & VIH et sur le développement du sida?®. Deux études menées auprés
d'hommes homosexuels n'ont pas permis de trouver une association entre les anticorps anti-
PHIVIS et la progression de I'infection®*3,

Les anticorps anti-gp41 pourraient contribuer a prévenir latransmission verticale du VIH aux
nouveau-nés’®,

55 Anti-NEF

Certains produits géniques accessoires du VIH comme le facteur négatif (NEF) sont aussi
antigéniques. Le NEF joue peut-étre un réle dans la régulation de |'expression des protéines virales
structurales. Une étude longitudinal e portant sur une cohorte de 194 personnes asymptomatiques
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infectées par le VIH et de 72 personnes ayant subi une séroconversion, arévélé qu'il y avait des
réponses humorales dirigées contre le NEF chez 80 p. 100 des sujets. Les anticorps anti-NEF
figuraient parmi les premieres réponses humorales contre le VIH. Chez deux des personnes ayant
subi la séroconversion, ces anticorps ont été trouvés avant la séroconversion avec les anticorps
anti-GAG. L 'absence de réponse ou la réponse transitoire au NEF a été associée al'absence ou ala
disparition des anticorps anti-noyau, ala réapparition de |'antigéne de noyau du VIH et ala chute
du nombre de cellules cp4+%>%, Cette association accompagnée de profils des marqueurs
traduisant un pronostic défavorable suggere I'existence d'une corrélation entre la réponse

humoral e spécifique contre le NEF et |a progression de la maladie. Un examen plus poussé arévéé
que la corrélation n'était pas significative.

On a décelé la présence d'anticorps anti-NEF chez les groupes non arisque dinfection a VIH*,
Dans une étude réalisée au moyen d'une technique sensible de radio-immunodosage en phase
liquide portant sur des sérums obtenus consécutivement chez 12 personnes apres la
séroconversion et chez 32 hémophiles infectés par le VIH, les anticorps anti-NEF n'ont pu étre
détectés indépendamment de |'apparition des anticorps anti-gag, anti-pol ou anti-env°.
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6. Autresanticorps

On sait maintenant que le VIH provogue de nombreux phénomeénes auto-immuns™, notamment
I'apparition :

d'anticorps anticoagul ants contre le lupus anticoagulant et anticardiolipine,

d'anticorps anti-leukocytes,

d'anticorps anti-cb4 solubles,

d'anticorps anti-cbs solubles.

6.1 Anticorpscontrelelupusanticoagulant et anticardiolipine

On a observé des taux élevés d'anticorps contre le lupus anticoagulant et anticardiolipine chez des
individus infectés par le VIH dans des groupes a risques éevés™*'*®, Bien qu'on ait d'abord pensé
gu'il sagissait d'auto-anticorps précoces, ils constitueraient plus vraisemblablement une réponse
*antiphospholipidet al'infection virale en généra et ils n'ont pas de vaeur ou de signification
pronostique®1#,

6.2 Anticorpsanti-leucocytes

L es anticorps anti-leucocytes observés chez certaines personnes infectées par le VIH n'ont aucune
signification pronostique™ 421418 Des anticorps anti-plaquettaires sanguins ont été observés
chez des hommes homosexuels infectés par le VIH2%, e purpura thrombocytopénique a
médiation immunitaire a été reconnu au début de I'épidémie et constituait I'un des critéres utilisés
pour diagnostiquer le syndrome associé au sida®®*32***, |orsque le purpura thrombocytopénique
auto-immun saccompagne d'anticorps 1gG anti-plaquettaires se liant aux plaquettes, le purpura
thrombocytopéni que observé chez les personnes atteintes du sida ou du syndrome associé au sida
est généralement causé par un dépbt non spécifique des compléments C; et C,, et de complexes
immuns sur |es plaguettes.

La neutropénie d'origine immunitaire peut, dans une certaine mesure, sexpliquer par des
mécanismes sembl ables”®,

6.3 Anticorpsanti-CD4 solubles et anti-CD8 solubles

Le principal changement immunitaire constaté au cours de l'infection aVIH est la détérioration
fonctionnelle et la déplétion des lymphocytes T cD4+. Il est possible que des mécanismes de
destruction cellulaire indirects, comme la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps,
interviennent dans ce processus. C'est pourquoi on arecherché la présence d'anticorps anti-cb4
chez des sujets a divers stades de I'infection a VIH al'aide de méthodes de dosage avec des anti-
CD4 solubles recombinants.
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On a décelé la présence d'anticorps anti-cb4 solubles dans seulement 5 a 12 p. 100 des sérums
dindividus infectés par le VIH**?2, Dans une étude réalisée auprés d'une cohorte de 253 sujets
séropositifs, |'apparition et I'évolution temporelle des anticorps anti-cb4 solubles n'avaient aucun
effet sur lanumération des lymphocytes T cD4+ ni sur la progression de la maadie'*:.

L es dosages immuno-enzymatiques (ELISA) peuvent étre utiles pour détecter la libération des
molécules cps par les lymphocytes T humains™. Les taux de cps solubles circulants ont été
examinés atous les stades de I'infection a VIH. Indépendamment des symptdmes, la plupart des
sujets avaient des valeurs supérieures a 95 p. 100 des témoins normaux. Les taux d'anticorps anti-
cD8 solubles ne permettaient pas de distinguer les sujets atteints du sida des sujets séropositifs
asymptomatiques. |l est fort probable, donc, que I'utilité de cet anticorps comme marqueur
substitut précoce de I'évolution clinique de lamaladie soit limitée™.
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7. Autresmarqueurs serologiques

Les autres marqueurs sérologiques pour I'infection aVIH comprennent :

1 le facteur de nécrose tumorale (TNF-),
1 I'interféron acido-labile des leucocytes humains (IFN-c),
I la2-5A synthétase.

7.1 Lefacteur denécrosetunorale (TNF-«)

Le TNF-« fait partie d'un réseau complexe de cytobines inpliquées dans le contrdle du systeme
immunitaire’. Le TNF-o. est produit par |es macrophages et monocytes en réponse aux infections
courantes. Cette cytobine rehausse le potentiel cytotoxique des macrophages et des lymphocytes
T cytotoxiques'®*'®, Des niveaux élevés de TNF-o se retrouvent dans le sérum d'individus chez
qui on adiagnostiqué le sida, mais cette cytobine n'est pas nécessairement élevée au cours des
premiers stades de |'infection a /| H105129.161.162163,171.214

Le TNF-a pourrait savérer responsable des dommages causés a la myéline au cours de
I'encéphal opathie associée au VIH' et pourrait servir de marqueur substitut pour suivre les
manifestations neurologiques de I'infection a VIH. Le rdle du TNF-a dans la pathogenése de
I'infection a VIH n'est pas entierement élucidé. De nouveaux dosages immunol ogiques sont
présentement al'essai pour dépister le TNF-o. dans des échantillons de sérum recueillis de fagon
longitudinale, afin de verifier le potentiel du TNF-oc comme marqueur de lamaladie.

7.2 L'interféron acido-labile desleucocytes humains et la 2-5A synthétase
(IFN-«)

Lestaux dinterféron (IFN-c) acido-labile des leucocytes humains et de 2-5A synthétase sont plus
élevés chez les hommes homosexuels infectés par le VIHZ*. Dans |'étude torontoise (*Toronto
Sexual Contact Study+), lestaux d'IFN-o et de 2-5A synthétase ont montré une corrélation avec la
lymphadénopathie cervicale et avec la progression vers le sida'™. L'IFN-a présent dans le sérum de
patients atteints du sida peut induire I'expression de récepteurs pour le TNF-o sur les monocytes
circulants chez les patients infectés par le VIH; cette induction est plus prononcée aux stades
avancés de lamaladie. Cette activation du systeme TNF pourrait contribuer a certaines des
perturbations physiol ogiques observées au cours du sida™>.
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8. Marqueursantigéniques
8.1 L'antigénep24

L'antigene p24, produit du géne gag encodé par le VIH, est I'une des premiéres molécules
encodeées par ce virus a étre détectée en circulation chez lesindividus infectés. Cet antigene est
présent de fagcon provisoire ala suite de l'infection initiale par le VIH et réapparait tard durant la
maladie®*®, Peu de sujets montrent une antigénémie p24 persistante. Bien que la présence de cet
antigéne puisse étre un signe pronostique défavorable, de nombreux sujets ne manifesteront pas le
sida avant plusieurs années aprés la détection de I'antigéne p24 en circul ation® %1%,

Unethé&apieal’AZT along-terme peut prolonger la survie et réduire la fréquence des infections
opportunistes, en particulier la pneumonie®™ 31, e traitement al'AZT réduit les niveaux de
['antigene p24 en circulation, suggérant que la mesure de ce marqueur peut savérer utile pour
évaluer de nouveaux agents antirétroviraux*#>, Cependant, une étude fait mention que
['améioration dans le nombre de lymphocytes T CD4+ et dans I'antigénémie du p24 aprés
traitement a1'AZT, ne permet pas de prédire I'évolution clinique chez les patients atteints de sida
ayant contracté antérieurement une pneumonie'®.

De nombreuses études épidémiol ogiques ont démontré une nette corréation entre la chute de la
numération des lymphocytes T cD4+ et I'apparition du sida. Cette chute des cb4+ semble refléter
une réplication accrue du VIH qui se traduit par une corréation avec une hausse des
concentrations sériques d'antigéne p24*°. Dans une éude évaluant des marqueurs de prédiction du
sida chez les hémophiles, I'antigénémie p24 et les faibles numérations de lymphocytes T cD4+
étaient indépendamment de trés bons indicateurs de la progression de lamaladie. Chez 17 418 p.
100 des hémophiles séropositifs, on a décelé des antigénes p24 dans le sérum*" 8% | 'incidence
actuarielle du sida sur une période de deux ans était la suivante :

! 24 p. 100 apres la détection de I'antigéne p24

! 16 p. 100 apres la perte des anticorps p24

I 20 p. 100 apreés la perte des anticorps anti-gp120

1 31 p. 100 apres la chute du nombre de lymphocytes T cb4+ en dessous de 200/mm?

L'incidence du sida sur une période de deux ans augmenta fortement pour atteindre 67 p. 100
chez les sujets qui éaient alafois positifs al'égard de I'antigéne p24 et dont la numération en
lymphocytes T cb4+ avait chuté en bas de 200 cellules/mm?.

Bien que I'antigéne p24 seul ait été hautement spécifique al'égard du sida, la sengibilité était faible.
Lorsgue la présence de I'antigene p24 fut combinée a une faible numération de lymphocytes T
CD4+, la spécificité augmenta a pres de 100 p. 100, mais la sensibilité diminua jusqu'a 25 p. 100.
Les résultats de cette étude portant sur des hémophiles américains concordent avec ceux d'autres
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études publiées concernant des hémophiles ou des hommes homosexuel s dans le sens qu'ils
indiquent que I'antigénémie p24 et la numération de lymphocytes T CD4+ éaient deux é éments
indépendants qui permettent de prévoir la progression du sida®®#%13>17,

De plus, I'éude indiqua gque les sujets montrant une antigénémie p24 et un tres faible
dénombrement de lymphocytes T CD4+ étaient exposés a un risque élevé de développer le sida,
environ 50 p. 100 d'entre eux dans un délai d'un an et 67 p. 100 dans un délai de deux ans”.
Cependant, ces résultats ne concordent pas avec ceux d'une étude menée aupres d'hémophiles
francais, qui attribue une valeur prédictive al'antigéne p24, mais non ala numération des
lymphocytes T cD4+.

Dans une vaste étude prospective multicentrigue de cohortes regroupant 1 219 sujets atteints
d'hémophilie ou d'affections apparentées, les taux cumulés moyens de sida sur une période de huit
ans éaient les suivants :

! 13 p. 100 chez les sujetsde 1 a17 ans

! 28 p. 100 chez les sujets de 18 2 34 ans

! 44 p. 100 chez les sujets de 35 & 70 ans

Lestaux sériques élevés d'interféron et d'antigénes p24, la baisse ou I'absence des anti-p24 ou des
anti-gp120 ont tous une valeur prédictive pour ce qui est de I'apparition du sida™*°. Chez les
adultes de plus de 35 ans, la diminution du nombre de lymphocytes cD4+ était plus fréguente que
chez les sujets plus jeunes, tandis que les adolescents avaient la plus faible incidence de sida aprés
la perte des anticorps anti-p24™%,
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9. Marqueursdesurface cellulairereflétant I'activation
deslymphocytes T

Le lien entre quatre marqueurs d'activation sérologiques (IL-2R soluble, 3,-M sérique, néoptérine
sérique et cDbs soluble) et des sous-classes de lymphocytes T a été éudié chez 64 sujets infectés
par le VIH et 61 témoins séronégatifs'™. Des comparaisons par paire ont permis de mettre en
évidence des corrélations significatives entre les quatre marqueurs au sein du groupe séropositif.
Méme s les numérations de lymphocytes T CD4+ présentaient une corrélation négative avec les
guatre marqueurs sérologiques, I'étude n'a décelé aucune corrélation entre le nombre de
lymphocytes T cDs+ et les marqueurs substituts.

On a observé des corrdations significatives entre les marqueurs d'activation ala surface des
cellules et les marqueurs d'activation sérologiques. La proportion de lymphocytes T CDs+
CD45RA+ présentait une corrélation négative avec la néoptérine et 1a 3,-M, tandis que la
proportion de cellules cD8+ HLA-DR+ présentait une corrélation positive avec les taux de 3,-M et
d'L-2r soluble. La proportion de lymphocytes T cD8+ CD38+ a été corrélée positivement avec les
quatre marqueurs d'activation sérologiques™®. Une analyse phénotypique des lymphocytes cps+ a
révélé que l'infection par le VIH entraine un déplacement (*shift+) phénotypique de la classe naive
des cDs+ (CD45RA+CD45R0-) Vers une classe mnémonique des CD8+ (CD45RA-CD45RO+)™’.
L'expression des marqueurs Leu-2 et Leu-7 associés aux lymphocytes T a été décel ée chez des
hémophiles séropositifs'®%,
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10. Lymphocytes T CD4+

10.1 Technologie

Les progrés technol ogiques, au début des années 80, aboutissant au dével oppement et alamise en
disponibilité commerciale d'anticorps monoclonaux dirigés contre des antigénes spécifiques de la
surface cellulaire de lymphocytes, ont permis de mieux comprendre les syndromes
immunodéficitaires et lymphoprolifératifs. Ces maladies sont connues pour étre associées a des
populations de lymphocytes anormauix. Le diagnostic et la gestion d'un grand nombre de ces
syndromes dépendent d'une surveillance sérielle appropriée de ces populations de cellules.

En raison de sa sensibilité, de sarapidité et de sa capacité quantitative précise, lacytométrie en
flux est devenue la méthode privilégiée pour I'immunophénotypage. Le transfert technologique du
laboratoire de recherche au milieu clinique est attribuable, dans une large mesure :

aune meilleure instrumentation,

aune plus grande facilité d'utilisation des équipements,

a des méthodes d'éta onnage simplifiées,

au dével oppement continu de nouveaux anticorps monoclonaux et fluorochromes.

Letravail de classification et d'analyse des populations de cellules a éé facilité par I'introduction
de micro-ordinateurs rapides, puissants, abordables et fiables.

10.2 Méthodes et nor malisation

Au fur et amesure que les applications cliniques de cette technologie se multiplient, la nécessité
de normaliser les méthodes de travail et d'instituer des mesures de contréle se fait de plus en plus
pressante. L'immunophénotypage est une épreuve sensible dont les résultats peuvent étre
compromis si les méthodes de prélevement, de transport et de préparation des échantillons sont
inappropriées. Les échantillons doivent étre traités rapidement avec toutes les précautions de
securité qui simposent. Des témoins positifs et négatifs sont essentiels pour le contréle de la
qualité, et le fonctionnement des instruments doit &tre évalué tous les jours?6:7097167,

Plusieurs facteurs tendent & influer sur les sous-populations de lymphocytes, notamment les
variations diurnes, le stress, |'effort, les infections aigués et les thérapies concomitantes. On peut
réduire le plus possible |es fluctuations résultant de certains de ces facteurs en normalisant les
techniques de prélévement de sang et en veillant a ce que les méthodes de laboratoire varient le
moins possible.

10.2.1 Définition des lymphocytes T
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Il est de pratique courante aujourd'hui d'utiliser des combinaisons a deux couleurs pour définir les
lymphocytes T cD4+ ou cbs+ comme de véritables sous-ensembles des lymphocytes T cD3+. En
outre, il a é&é proposé qu'une *somme lymphocytairet soit réalisée lorsque lescellules T, B et NK
totales approchent 100 p. 100'®. Une deuxiéme somme des lymphocytes T cD4+ et cD8+ devrait
étre égale au nombre total de lymphocytes T cD3+ + 10 p. 100.

10.2.2 Détermination du degré de dysfonction immunologique

Etant donné que le VIH sattague aux lymphocytes T cb4+, I'essai le plus utile pour déterminer le
degré de dysfonction immunol ogique dans I'infection a VIH est I'analyse des phénotypes des
lymphocytes des sujets'“. Tous les lymphocytes T ont aleur surface des glycoprotéines
distinctives qui sont importantes pour leur reconnaissance. Elles expriment a leur surface le
récepteur CD3, une glycoprotéine antérieurement connue sous le nom de T3 ou oK T3. Ces cellules
exprimant |e récepteur CD3 peuvent en outre se subdiviser en cellules porteuses du récepteur CD4
ou cDs. Les lymphocytes T cD4+ ont généralement des fonctions d'auxiliaire, tandis que les
lymphocytes T cbs+ ont des fonctions cytotoxiques ou suppressives'™.

Au début de I'épidémie de sida, avant I'identification du VIH en tant que pathogéne, les personnes
soupconnées d'étre exposees au sida subissaient des tests de dépistage dans le but de déterminer le
rapport entre les cellules auxiliaires et les cellules suppressives, ou rapport CD4+/CDs+. Les vaeurs
faibles (inférieures a 1,0) chez lesindividus a risques é eveés faisaient soupconner
I'immunodéficience. L'identification du VIH comme cause du sida et la démonstration subséquente
gue I'enveloppe du VIH (gp120) se lie ala molécule cb4+ ont permis de confirmer I'importance
des lymphocytes T cb4+ comme cibles du virus'®. La déplétion progressive constante des
lymphocytes T cD4+, (tant en pourcentage qu'en nombre absolu) a été clairement associée ala
gravité de lamaladie associée au VIH. La plupart des études de cohortes |es plus importantes ont
confirmé cette corrdlation, et il est également apparu que ces marqueurs cellulaires étaient des
indicateurs indépendants et puissants de la progression au stade du sida®®**,

Nombre de lymphocytes T cD4+ et nombre absolu de cellules

L e pourcentage de lymphocytes T cD4+, le nombre absolu de lymphocytes T cD4+ et le rapport
CD4+/CD8+ ont tous une excellente valeur pronostique pour la prédiction du sida et sont fortement
corrélés entre eux!313+139187.190191 ' O recommande donc d'utiliser, de préférence, le pourcentage
de cb4+ comme marqueur pronostique, car sa variabilité est moins grande que celle du nombre
absolu de lymphocytes T cD4+. L'utilisation du pourcentage de lymphocytes T cD4+ comme
marqueur évite les colts qu'entraine la numération globulaire.

Cependant, dans la plupart des cas d'infection a VIH, il est recommandé de surveiller non
seulement I'hémoglobine et e nombre de lymphocytes T cD4+ mais aussi |e nombre total de
leucocytes et de plaguettes sanguines. Le nombre absolu de cD4+ est aujourd'hui largement utilisé
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auss bien par les cliniciens que par les sujets eux-mémes, atel point qu'il serait difficile de
décourager son utilisation et de ne surveiller que les pourcentages de cD4+. Dans la plupart des
essais cliniques, le nombre absolu de lymphocytes T cD4+ constitue une exigence d'admission et
méme une mesure des résultats obtenus’.

Prédiction de I'immunodéficience progressive

Letaux de lymphocytes T cD4+ a une excellente valeur prédictive comme marqueur de
I'immunodéficience progressive grave'®**. La pneumonie a Pneumocystis carinii, la pneumonie a
cytomeégalovirus et les infections pulmonaires a Cryptococcus neoformans ou Mycobacterium
aviumintracellulare surviennent rarement chez les sujets infectés par le VIH dont le nombre de
lymphocytes T cD4+ est supérieur a 250/mm? ou dont |e pourcentage de cb4+ est de 20 a 25 p.
100%™, Cette information peut aider a orienter le traitement prophylactique chez les personnes a
risques élevés de contracter une pneumonie a Pneumocystis carinii.

L es personnes séronégatives tendent & avoir une numération de base de lymphocytes T CD4+ qui
se maintient along terme sans grande fluctuation. Dés les six mois qui suivent la séroconversion,
le nombre de cD4+ chute™®!™ et, dans une période de deux ans, 30 250 p. 100 du nombre initial
de lymphocytes T cb4+ sont détruits'®. Un grand nombre de personnes séropositives
asymptomati ques conservent pendant de nombreuses années des niveaux stables d'environ
600/mm?3.** Cependant, certaines études de cohortes ont démontré une baisse lente mais continue
des lymphocytes T cb4+, méme durant les périodes de latence cliniquement stables™®. Les
personnes asymptomatiques en bonne santé, sans antigénémie p24 et dont le nombre moyen de
CD4+ est d'environ 520/mm? peuvent, a court terme, enregistrer une baisse mensuellede5 a6
celules'mm?® par mois'®8. Une diminution rapide du nombre de lymphocytes T cb4+ est un signe
pronostique défavorable et peut annoncer I'apparition d'infections opportunistes™. Aprésle
diagnostic du sida, le nombre de lymphocytes T cD4+ reste tres faible et peut chuter a des niveaux
non mesurables avant le déces.

Dans une étude menée aupres d'hémophiles britanniques, les sujets dont la numération de
lymphocytes T cb4+ éait de 200/mm? avaient un risque cumulé de 5 p. 100 de contracter le sida.
Cette probabilité augmente considérablement pour atteindre 50 p. 100 et 81 p. 100 lorsque les
numérations chutent a 50/mm? et a 10/mm?, respectivement™*2,

On pensait initialement que certains sous-groupes fonctionnels de lymphocytes T cD4+, tels quiils
sont définis par Leu 8, 2H4 ou 4B4, fourniraient des renseignements additionnels sur la
progression de la maladie®. Le terme 2H4 définit |e sous-groupe de lymphocytes T cD4+ quii
induisent une suppression, tandis que 4B4 définit le sous-groupe de lymphocytes T cD4+
auxiliaires qui induisent une activation du systéme immunitaire™. On a démontré depuis que tous
les sous-ensembl es de lymphocytes T CD4+ sont progressivement détruits et qu'aucune autre
information prédictive ne peut étre obtenue par la subdivision des cD4+.%8%92%" Toutefois,
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I'activation sélective de sous-ensembles de lymphocytes T cbs+, et plus particulierement de
lymphocytes HLA-DR+, CD38+ €t L eu-8-CD8+, était associée a la baisse des lymphocytes T cD4+ et
alaprogression au stade du sida®®.

Effetsde 'AZT

Les effets bénéfiques de I'AZT sur le plan clinique ont éé démontrés chez |es personnes atteintes
du sida et du syndrome associé au sida et chez les personnes asymptomatiques ayant des
numérations de cD4+ inférieures a 500/mm?. 19920202206 Grace 3 cette information, de larges
segments de popul ations infectées par le VIH sont traités actuellement au moyen de ce
médicament. On pense communément que I'efficacité de I'AZT pour le traitement des affections
causées par le VIH pourrait étre attribuable au fait que le nombre de lymphocytes cb4+ augmente
ou qu'il diminue plus lentement. De modestes augmentations d'environ 50/mm?3 ont été observées
chez les personnes asymptomatiques traitées al'’AZT, dont la numération de base est inférieure &
500/mm?2.2% Chez |es personnes dont la numération est supérieure a 500/mm?, aucune
augmentation semblable n'a été observée et une diminution globale de 8,6 mm*/mois a été
constatée sur une période de trois ans de traitement alI'AZT?®. La numération des cb4+ chez des
hémophiles traités de facon analogue au moyen de I'AZT a chuté rapidement peu apres le début
du traitement®.

Les effets précoces du traitement al'AZT sur cing marqueurs viraux et immunologiques de
I'activité du VIH ont été examinés chez 90 sujets atteints du sida ou du SAS. Ces sujets ont été
suivis pendant deux ans ou jusgu'a leur déces®. On a conclu que les changements dans les
numérations de cD4+ et de lymphocytes et dans les concentrations sériques de 3,-M, apres 8 & 12
semaines de thérapie, pourraient constituer des indicateurs substituts de I'issue clinique de la
maladie dans les essais cliniques. Chez 33 des sujets qui avaient le meilleur pronostic avant le
traitement, le taux de survie sur 24 mois a éé de 88 p. 100 sils montraient une bonne réponse
pour les deux marqueurs substituts en début de traitement. Ceux dont la réponse était faible
envers |'un ou l'autre des marqueurs avaient un taux de survie inférieur a 50 p. 100.
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10.3 Effetsdes médicaments

Il est souhaitable de déterminer de facon rapide et exacte les effets des médicaments sur les
personnes traitées contre I'infection a VIH. 1l est préférable de tirer rapidement les conclusions sur
les effets bénéfiques possibles des médicaments et de ne pas attendre de constater des différences
de survie; cela permettrait d'accélérer les recherches en vue d'obtenir des médicaments efficaces et
d'accél érer également leur autorisation. D'autres éudes sont en cours dans le but de déterminer s
un changement de la valeur des marqueurs dans le temps est relié ala survie along terme des
sujets. Il est urgent d'obtenir cette information. Des s comparatifs de grande envergure avec
placebo permettront de déterminer si les marqueurs sont des indicateurs significatifs sur le plan
clinique.
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11. Discussion et recommandations

L'utilité de marqueurs substituts de la progression clinique de lamaladie est bien établie dans
divers domaines de recherche. Les mesures de latension artérielle et des taux de cholestérol ont
une valeur clinique démontrée pour prévoir I'issue along terme des maladies cardio-vasculaires.
L'utilisation de marqueurs substituts comme indicateurs dans les essais cliniques sur le VIH
pourrait permettre de réduire aussi bien lataille des cohortes requises pour les études que la durée
de chague essai®. La capacité de réaliser des études rapides auprés de cohortes restreintes revét
un intérét non seulement pour les sujets, mais aussi pour les chercheurs cliniciens et les
compagnies pharmaceutiques. L'industrie bénéficierait d'évaluations rapides et donc moins
colteuses. Les organismes gouvernementaux responsables de la réglementation des médicaments
pourraient aussi sintéresser a de tels essais puisqu'ils permettraient d'autoriser rapidement les
médicaments.

Pourquoi alors les marqueurs substituts ne sont-ils pas utilisés comme indicateurs dans les S
cliniques relatifs au VIH? Essentiellement, parce que |les chercheurs manquent de connaissances
sur cette maladie. Les changements cliniques n'étant apparents que plusieurs années aprés
I'infection, I'éude de ces marqueurs et |es tentatives pour comprendre leur utilité dans I'histoire
naturelle de cette maladie se sont fait attendre pendant des années. Par ailleurs, les traitements
anti-VIH sont encore récents et, par conséquent, les effets de la thérapie sur ces marqueurs sont
mal connus.

Pour étre utiles du point de vue clinique, les marqueurs substituts doivent remplir plusieurs
conditions :

1 Ils doivent avoir une relation logique et pathophysiologique claire avec la maladie.

I Il faut pouvoir démontrer, pour chacun des marqueurs, un réle constant pour le suivi de
I'histoire naturelle de l'infection a VIH.

IIs doivent étre présents chez |la magjorité des personnes infectées.

IIs doivent se modifier, de fagon mesurable, avec I'état clinique tant dans la progression
gue dans larémission de lamaladie.

IIs doivent changer de fagon quantifiable ala suite d'un traitement réussi ou ne pas changer
en cas d'échec.

A cejour, aucun des marqueurs ne réunit toutes ces qualités. Aussi n'est-il pas surprenant que les
marqueurs substituts ne soient pas considérés comme des indicateurs primaires acceptables dans
les essais cliniques. Ce n'est que récemment que leur utilisation a été proposée dans les études de
la phase |, mais non de la phase 1117+%.

L'évaluation des marqueurs substituts de la maladie associée au VIH devrait avoir une place dans
le traitement de I'infection a VIH précoce et modérée. Ces marqueurs peuvent indiquer I'état de la
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fonction immunitaire chez les personnes infectées et asymptomatiques. |ls devraient étre utilisés
conjointement avec les mesures cliniques comme |'indice de qualité de vie, I'état fonctionnd et le
poids, qui ne sont pas propres ala maladie associée au VIH. La mesure de ces marqueurs pourra
peut-étre aussi aider a déterminer les effets des médicaments dans les semaines qui suivent le
début de la thérapie® 58106180

Dans les études sur I'histoire naturelle de I'infection & VIH, les marqueurs substituts les plus
communément utilisés montrent une corrélation avec le temps de survie. |l reste donc a éablir si
les traitements qui rétablissent les niveaux a ceux des personnes non infectées améliorent le temps
de survie. En effet, le traitement précoce al'AZT améliore la survie, mais on n'a pas décelé d'effet
bénéfique along terme sur le nombre de lymphocytes T cb4+.%* |1 a été démontré récemment
gu'un changement temporel des valeurs des marqueurs substituts au début du traitement al'AZT
avait une corréation avec la survie along terme®. De telles études doivent étre validées par des
études comparatives de cohortes plus importantes (avec placebo) avant que leur utilisation puisse
étre acceptée dans ce contexte.

On arécemment évalué la valeur pronostique de trois marqueurs cellulaires et de cing marqueurs
sérologiques dans I'infection a VIH. Les lymphocytes T CD4+ exprimés soit par leur nombre
absolu, soit par leur pourcentage par rapport au nombre de lymphocytes, soit par le rapport
CD4/CD8, étaient les meilleurs indicateurs de la progression au stade du sida. Une analyse
multivariée échelonnée aindiqué que les meilleurs indicateurs étaient, par ordre décroissant :

le niveau de lymphocytes cD4+

le taux sérique de néoptérine ou de 3,-M

le taux d'IgA

lesIL-2R solubles

['antigeéne p24

Les auteurs ont conclu que, parmi tous les marqueurs étudiés, c'est la combinaison du nombre de
CD4+ et des taux sériques de néoptérine ou de [3,-M qui permet de prévoir le plus exactement
possible la progression vers le sida™.

Le nombre de cD4+, la3,-M, la néoptérine et I'antigene p24 sont désormais mesurés dans les
cliniques et sont utilisés seuls ou en association pour suivre les sujets et prendre des décisions
thérapeutiques comme entreprendre une thérapie antirétrovirale ou une prophylaxie dirigée
Contre |a pneumocySt0395’6’47’48’49'51’88'100’101’102’143.

Si ces marqueurs doivent étre utilisés comme indicateurs primaires dans les études cliniques, les
questions suivantes devront étre résolues. La normalisation des tests est impérative. Il faudra
établir un consensus en ce qui atrait aux méthodes, aux réactifs et au matériel utilisés. |1 faut
encourager |'adoption de normes rigoureuses en matiére de contrdle de la qualité. Des étendues de
valeurs normales doivent étre définies pour chague laboratoire, et des essais concomitants avec
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témoins positifs et négatifs doivent étre effectués parallél ement aux essais portant sur les sujets.
Une véification de la compétence des laboratoires ains qu'une forme d’homologation devraient
étre exigées, en particulier dans le cas des essais multicentriques. Dans chague lieu
d'expé&imentation, il est important de procéder a des échantillonnages séquentiels, puisque des
mesures isolées n'ont que peu de signification. Bien gque les tendances observées puissent avoir
une valeur, un consensus doit étre établi pour fixer des *balisest précises dans les études cliniques.
Ces indicateurs de |aboratoire doivent étre confirmés par des échantillonnages répétés a court
terme. Chague marqueur doit étre validé dans tous les groupes a risques élevés avec les
rectifications appropriées. La stabilité des marqueurs sérologiques dans les échantillons congelés
doit étre démontrée et les tests sérologiques devraient porter sur des échantillons prélevés de
maniére séquentielle par le biais d'un traitement par lots. Par exemple, une numération absolue de
cb4+ de 200/mm?3 ou un pourcentage de 20 p. 100 de lymphocytes cD4+ pourrait étre un
indicateur de I'absence d'effet sur la maladie asymptomatique. Cet indicateur doit ére confirmé
par au moins deux autres numérations du méme ordre dans une période de deux a quatre
semaines.

L'évaluation directe de I'é&at de la déficience immunitaire par le dénombrement des lymphocytes T
CD4+, sous forme de pourcentage ou de valeur absolue, demeurera, dans un avenir rapproché, la
méthode de choix, car elle al'avantage d'étre largement accessible, abordable et mieux connue. I
est peu probable que les mesures indirectes de I'activité de la maladie comme les mesures de la 13-
M ou de la néoptérine seront acceptables prochainement comme indicateurs dans les essais
cliniques. Bien qu'elles soient plus acceptables, les mesures directes de I'activité du virus, comme
les mesures de la virémie, ne sont généralement pas disponibles et sont trés colteuses.
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12. Glossaire

(Les abréviations et les acronymes suivants apparaissent en anglais car la communauté scientifique

internationale les reconnait ainsl.)

R,-M
2H4
4B4
ARC
AZT
ClgmAb
CD4
CD8
CIC
CMV
CSF
EBV
ELISA
FDA
GTP
HPLC

HTLV-1

IFA

|FF-

IFN-o

lg (1gG, IgM, 1gA)
IL-2

IL-2R

Beta,-microglobulin

Marker for suppressor inducer CD4 subset

Marker for helpher inducer CD4 subset

AIDS-related complex

Zidovudine

Monoclonal antibody to the Clg component of complement
T helper subset marker

T cytotoxic/suppressor subset marker

circulating immune complex (complexe immun circulant)
cytomegalovirus

cerebrospina fluid (liquide céphal o-rachidien)

Epstein-Barr virus

Enzyme linked immunoassay (dosage par la méthode E.L.I.S.A.)
Food and Drug Administration

guanosine triphosphate

high-performance liquid chromatography (chromatographie liquide a
hautepression)

Human T-lymphotropic Virus type 1

immunofluorescence assays

gammea-interferon

alpha-interferon (acid-labile human leukocyte interferon)
Immunoglobulin

interleukin-2 (T cell growth factor)

interleukin-2 receptor
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IL-2Ro
IL-2RM3
IL-6
Leu8
mAbs
MHC

NEF
pHIVIS
RIPA
sCD4
sCD8
sIL-2R
TNFo
VIH
VLAS

interleukin-2 receptor apha chain (Tac peptide)
interleukin-2 receptor Betachain

interleukin-6 (aB cell stimulatory factor)

T cell subset marker

monoclonal antibodies

major histocompatibility complex (CMH : complexe majeur
d'histocompatibilité)

negative factor

17-mer peptide of HIV gp4l
radio-immunoprecipitation

soluble CD4

soluble CD8

soluble interleukin-2 receptor

tumor necrosis factor alpha

virus de I'immunodéficience

Vancouver Lymphadenopathy Study
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