Hiv-type 1 (hiv-1) provirale reservoirs
hebben een continu verval bij aan-
houdende virologische onderdrukking
in hiv-1-geinfecteerde kinderen die
vroeg met behandeling starten
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Samenvatting

Het starten van vroege effectieve combinatie antiretrovirale therapie tijdens de jeugd beperkt significant
de circulerende waardes van proviraal en replicatiecompetent hiv-1 en bevordert het doorlopende verval
van virale reservoirs. Voortgezette combinatie antiretrovirale therapie met afname van hiv-1-reservoirs in
verloop van tijd zou hiv-1-eradicatiestrategieén kunnen vergemakkelijken.

(Tijdschr Infect 2015,10(3).60-4)

Summary

Initiation of early effective combination antiretroviral therapy during infancy significantly limits circulating
levels of proviral and replication-competent HIV-1 and promotes continuous decay of viral reservoirs.
Continued combination antiretroviral therapy with reduction in HIV-1 reservoirs over time may facilitate
HIV-1 eradication strategies.

Inleiding

De primaire transmissiewijze voor hiv-1-infecties bij
kinderen blijft verticale transmissie. Door het gebruik
van antiretrovirale profylaxe en maternale antiretro-
virale therapie is verticale transmissie weliswaar terug-
gedrongen, maar over de hele wereld doen zich nog
meer dan 260.000 nieuwe infecties bij kinderen voor.!
Omdat een vroege start van combinatie antiretrovirale

therapie (cART) binnen de eerste maanden van het
leven de hiv-1-replicatie onderdrukt, de immuunfunctie
in stand houdt en de hiv-1-gerelateerde mortaliteit
vermindert, wordt wereldwijd bij kinderen een vroege
diagnose met tijdige start van cART geadviseerd.”®
Desondanks wordt nog bij 80% van de kinderen na
vijf jaar latent geinfecteerde, rustende CD4+-T-cellen
gevonden die replicatieccompetent hiv-1 bij zich dragen.’
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Daarom wordt momenteel levenslange therapie gead-
viseerd. Steeds meer kinderen hebben toegang tot vroege
cART en de methoden om hiv-1 reservoirs te meten
worden steeds sensitiever. In deze studie hebben de
auteurs deze methoden gebruikt om bij een klein cohort
van perinataal geinfecteerde kinderen langdurig de
hiv-1 reservoirs te meten.

Studieopzet

In de vroege behandeling-groep (de VB-groep) bevinden
zich vier perinataal hiv-1-geinfecteerde kinderen die
gestart zijn met cART op een leeftijd tussen 0,5 en
2,6 maanden in het kader van klinische studies. Zij
werden uitgebreid geévalueerd om de aanhoudende aan-
wezigheid van hiv-1-provirale en -replicatiecompetente
reservoirs te kwantificeren. Daarnaast werden lage-level
viremie en hiv-1-specifieke immuunresponsen geanaly-
seerd. De late behandeling-groep (de LB-groep) bestond
uit vier perinataal geinfecteerde kinderen die begonnen
met cART op een leeftijd tussen 6 en 14,7 jaar.
Hiv-1-specificke immuunresponsen, HLA-typering en
plasma-RNA-detectie werden verricht volgens de gel-
dende methoden (zie hiervoor het originele artikel). Om
proviraal hiv-1-DNA in perifere bloed mononucleaire
cellen (‘peripheral blood mononuclear cells, PBMCs)
te meten, werd polymerasekettingreactie (‘polymerase
chain reaction’, PCR) gebruikt. Middels verschillende
kleuringen werden de volgende subpopulaties onder-
scheiden in het totaal aantal (rustende) CD4+-cellen:
centrale geheugencellen, transitionele geheugencellen,
effectorgeheugencellen, en naieve cellen.

Voor de evaluatie van verval van hiv-1-proviraal DNA
in de tijd voerden de auteurs een regressieanalyse uit op
log,, hiv-1-DNA kopiegetallen. Statistische significantie
van de exponentiéle vervalmodellen werd geévalueerd
middels de ‘root mean square error’ (RMSE). De nul-
hypothese dat de RMSE voorkwam als het gevolg van
toeval werd geévalueerd met een permutatietest.

Resultaten

Proefpersonen

In beide groepen (VB en LB) bevonden zich vier kinde-
ren. De VB-kinderen begonnen met cART nog voor de
leeftijd van 2,6 maanden en werden gevolgd gedurende
14-17,7 jaar. Binnen een mediaan van dertien weken na
het starten van cART hadden zij allen ondetecteerbare
hiv-1 RNA-waarden. Drie kinderen hebben sindsdien
continu onderdrukte RNA-waarden gehad. Het vierde
kind had twee geisoleerde RNA2-waarden van 1.100 en
1.600 kopieén/mL op de leeftijd van achttien maanden.
Na veranderen van het cART-regime werd het RNA

weer ondetecteerbaar en is zo gebleven gedurende 17,7
jaar. In alle vier de VB-kinderen bleef het CD4-gehalte
binnen de normaalwaarden voor de leeftijd, en geen
enkel kind had een HLA-klasse I allel geassocieerd met
spontane controle van hiv-1-replicatie.

Plasmaviremie en hiv-1-specifieke T-celresponsen
Patiénten die een ondetecteerbare hiv-1 RNA-waarde
hebben bij routinebepalingen, kunnen nog steeds (zeer)
lage RNA-waarden hebben, die wel worden opgepikt
door hoog-sensitieve bepalingen. Deze lage waarden
kunnen worden verklaard door hiv-1-expressie vanuit
provirale reservoirs, dan wel door een lage mate van nog
aanwezige virusreplicatie. Ook in deze studie werden
ultrasensitieve bepalingen gebruikt om de virusproductie
onder cART te evalueren. Bij alle vier de VB-kinderen
waren de hiv-1 RNA-waarden onder de grenzen van
detectie (<2 hiv-1 RNA-kopieén/mL). Bij alle LB-kin-
deren werden juist wel lage level-waarden gevonden
(mediaan 8 kopieén/mL). Er is ook gekeken naar hiv-1
specifiecke immuunresponsen. Hiervoor gebruikten de
auteurs responsen van CD8+ T-cellen, responsen van
CD4+ T-cellen en de aanwezigheid van antistoffen. Als
gekeken werd naar de frequenties van geactiveerde CD8+
T-cellen in het perifere bloed van de VB-kinderen, waren
deze niet hoger dan hiv-1-ongeinfecteerde kinderen.
Hiv-1-specifieke antilichamen waren niet detecteerbaar
middels ELISA bij drie van de vier VB-kinderen, en
niet detecteerbaar middels western blot bij twee van
de vier VB-kinderen. Alle vier de LB-kinderen hielden
sterke reacties op alle negen hiv-1 proteinen bij western
blot. Daarnaast werden hiv-1-specificke CD4+ en CD8+
T-celresponsen niet gevonden bij alle VB-kinderen, en
wel bij alle LB-kinderen. De auteurs concluderen uit
deze data dat er waarschijnlijk extreem weinig tot geen
voortgaande hiv-1 productie is bij de VB-kinderen.

Hiv-1 suppressie

Het aanwezig blijven van hiv-1 reservoirs met viraal
DNA vormt een barriere voor genezing. Er waren grote
verschillen tussen de waarden van hiv-1 proviraal DNA
in de VB-groep en de LB-groep. De mediaan in de VB-
groep was 7 kopieén/miljoen PBMCs met een range
van 4-12 kopieén/miljoen PBMCs, en de mediaan in de
LB-groep was 181 kopieén/miljoen PBMCs met een
range van 68-345 kopieén/miljoen PBMCs. De waarden
in de VB-groep waren dus uitzonderlijk laag. Gezien
de aanwijzingen dat er weinig tot geen virale replicatie
is in de VB-groep, is het waarschijnlijk dat dit DNA
hoofdzakelijk geintegreerd provirus betreft. Zelfs na
het verrijken van de PBMCs met CD4+ T-cellen, een



bekend hiv-1 reservoir, bleven de hiv-1 DNA-kopieén van
de VB-groep extreem laag. Voor de LB-groep konden
deze testen niet worden uitgevoerd wegens een gebrek
aan beschikbare monsters. Daarna hebben de auteurs
gekeken welke van de geintegreerde provirussen replicatie-
competent waren. Dit hebben ze gedaan door de
frequentie vast te stellen van cellen met replicatie-
competente virussen die konden worden gevonden in
10 miljoen tot 24 miljoen rustende CD4+ T-cellen.
De frequenties van latent geinfecteerde rustende CD4+
T-cellen waren onder de grens van detectie (<0,1 infec-
tieuze unit/miljoen cellen) in alle vier de VB-kinderen,
terwijl replicatieccompetente virussen wel bij alle vier
de LB-kinderen werden gevonden met een range van
0,22-3,25 infectieuze units/miljoen cellen. Er werden
negen virale uitgroeibepalingen gedaan bij de VB-jeugd,
en daarvan testte slechts één van de twintig replicaten
(met elk 10 miljoen cellen) positief bij één proefpersoon,
op het tweede tijdstip. Dit is ongeveer equivalent met
0,05 infectieuze units per miljoen cellen.

Hiv-1 provirale reservoirs verval

De hiv-1 DNA waarden die in de VB-kinderen werden
gemeten waren lager dan de meeste hiv-1-geinfecteerde
volwassenen en kinderen die cART gebruiken.'®! Eerdere
longitudinale studies bij volwassenen en kinderen
enkele jaren na het starten van cART lieten een initi¢le
steile daling zien in reservoirgrootte, gevolgd door een
vervlakking van die daling.”” De data in die studies
suggereerden dat volledige eradicatie van het provirale
reservoir niet mogelijk is, zelfs niet met de juiste cART.
In deze studie hebben de auteurs de stabiliteit van hiv-1
DNA waarden in de tijd onderzocht door hiv-1 DNA
waarden te meten in PMBCs verkregen op de leeftijd
van én tot twee jaar, drie jaar, vijf jaar, tien jaar en
dertien jaar. Bij de eerste tijdstippen (één tot twee jaar)
werden hiv-1 DNA-getallen van 1 tot 1,5 log,, kopieén
per miljoen PBMCs gevonden, en deze getallen bleven
ongeveer gelijk in de eerste vijf jaar. Maar na tien en
dertien jaar werden nog maar 0,6-0,7 log,, kopieén
per miljoen PBMCs gevonden. De waarden van elke
proefpersoon pasten in een exponentieel vervalmodel.
Een trend in verval werd gevonden en was statistisch
significant voor de drie proefpersonen met voldoende
data (één had slechts zes data tijdstippen). Variabiliteit
in de getallen leek minder te worden naarmate de tijd
toenam, maar er is meer data van meer proefpersonen
nodig om die trend te bevestigen.

Aandeel van geheugen CD4+-1"celsubklassen in reservoirs
De auteurs vonden wisselende vervalsnelheden nadat

gestart was met cART. Dit zou kunnen betekenen dat
er variabiliteit is in de cellulaire reservoirs met proviraal
DNA. Daarnaast vonden ze een verschil in de snelheid
van het verval bij de VB-kinderen en wat eerder over
volwassenen is gerapporteerd.” Bovendien is er wel een
verval maar zijn er geen hiv-specificke immuunresponsen
in de VB-kinderen. Dit betekent mogelijk dat vroege
therapie het ontstaan van lang levende reservoirs inperke.
Daarom hebben de auteurs de verdeling van proviraal
DNA in verschillende CD4+-T-celsubklassen onderzocht
in drie van de VB-kinderen. Zij vonden in deze kleine
onderzoekspopulatie met name transitionele geheugen
CD4+-T-cellen als de grootste groep met proviraal DNA;
meer dan centrale- of effectorgeheugen CD4+-T-cellen.
Bij patiénten die beginnen met cART tijdens een chro-
nische infectie worden juist meer centrale geheugen
CD4+-T-cellen met proviraal DNA gevonden.'® Bjj
patiénten die cART zijn gestart tijdens primaire infectie
en waarbij de hiv-1-replicatie gecontroleerd is na het
staken van therapie wordt juist wel weer hetzelfde
patroon gevonden."”

Beschouwing

In deze studie werd de persistentie van hiv-1 in vier
VB-kinderen met onderdruket plasma hiv-1-RNA geana-
lyseerd om te onderzoeken of langdurige suppressie van
hiv-1-replicatie na vroege cART de hiv-1-persistentie
verandert. De auteurs vonden in de VB-kinderen geen
detecteerbare viremie, zelfs niet met ultrasensitieve
bepalingen, geen circulerende geactiveerde T-cellen en
ook geen hiv-1 specificke immuunresponsen. Daar-
naast vonden ze slechts hele lage frequenties van PBMCs
die hiv-1-DNA herbergden, en bij de meeste kinderen
kon geen replicatiecompetent virus worden geisoleerd.
Al deze data zijn suggestief voor een beperking van
voortgaande hiv-1-productie. Een belangrijke nieuwe
vinding was dat provirale hiv-1-kopieén in circulerende
PBMCs verminderden na tien of meer jaar van viro-
logische suppressie middels cART.

Provirale hiv-1 DNA-reservoirs komen tijdens primaire
infectie snel tot stand en vormen een obstakel voor
genezing. Er zijn aanwijzingen dat het starten van
cART vroeg in de primaire infectie de grootte van het
provirale hiv-1 DNA reservoir beperkt. Ananworanich
et al toonden een geleidelijke toename aan van provirale
reservoirs in de darm en in perifeer bloed gedurende het
beloop van de primaire infectie.”® Strain et al vonden bij
volwassenen een afname in provirale DNA-waarden in
PBMC:s tijdens de eerste twee jaar van antiretrovirale
therapie als deze was gestart tijdens de primaire infectie.”



Chun et al en Hocqueloux et al vonden significant
lagere hiv-1 DNA-kopieén bij volwassenen die vroeg
waren begonnen met behandeling dan bij degenen die
laat waren begonnen.”?° In de huidige studie waren de
waarden van hiv-1 proviraal DNA in de VB-kinderen
laag en vergelijkbaar met de waarden die gevonden
worden bij langetermijnstudies van volwassenen met een

vroege initiatie van therapie, en bij elite controllers.'*!

De waarden van proviraal hiv-1-DNA in PBMCs van
de meeste proefpersonen waren zelfs maar net boven
de detectielimiet van een hoog sensitieve bepaling. De
waarden die in de proefpersonen werden gevonden
op een leeftijd van één tot twee jaar (wat het vroegste
tijdstip is waarop er genoeg PBMCs beschikbaar zijn
voor evaluatie) zijn gelijk of lager dan waarden die
gevonden worden bij volwassenen één jaar na initiatie
van cART. Als deze waarden vergeleken worden met
PBMC-specificke DNA-waarden véér de start van
cART bij 14 kinderen die op een leeftijd van 9 jaar
zijn gestart, zijn deze een stuk lager."" De laatste waar-
den correleren dan juist wel weer met de waarden die
gevonden zijn in de LB-groep. Het feit dat de viremie
blijft bestaan in deze groep suggereert een voortdurende
aanvulling van de provirale reservoirs. Het verval in
deze groep kan echter niet worden onderzocht, omdat
in deze studie geen longitudinale PBMC monsters
verzameld zijn. In het cohort beschreven door Zanchetta
et al daalden de hiv-1 DNA-kopieén met een gemiddelde
van één log na vier jaar therapie." Al deze data suggereren
dat vroege start van cART het aantal langlevende cellen
met hiv-1 proviraal DNA vermindert; en dat beperking
van voortgaande hiv-1-replicatie aanvulling van het
reservoir in de tijd limiteert.

Het verval van het provirale DNA bij de VB-kinderen in
de afwezigheid van hiv-1-specificke immuunresponsen
duidt er ook op dat een vroege start van cART het aantal
lang levende cellen met proviraal DNA vermindert. Bjj
een studie van Buzon et al waarbij verval van proviraal
DNA werd gemeten in volwassenen die tijdens de
primaire infectie werden behandeld, werd met name een
daling gezien van DNA-waarden in effectorgeheugen-
cellen en terminaal gedifferentieerde CD4+ T-cellen.?
Het lijkt er op dat met name lang levende centrale
geheugen CD4+-T-cellen het provirale DNA bevatten
bij chronisch geinfecteerde patiénten. In de huidige
studie werd juist een groot aandeel van transitionele
geheugen CD4+-T-cellen gevonden, en ook een ander
cohort toont een kleinere bijdrage van de langer levende
centrale geheugen CD4+-T-cellen.”” Theoretisch zou dus
een vroege of zeer vroege initiatie van antiretrovirale

therapie de infectie van langer levende cellen kunnen
beperken; juist de cellen die een obstakel vormen voor
genezing. Om deze hypothese te testen zijn aanvullende
pediatrische studies gepland.

De vraag is of bij de VB-kinderen de reservoirs zodanig
zijn beperkt dat een hernieuwde opkomst van plasma-
viremie te voorkomen is als cART wordt gestaakt. Het
feit dat de auteurs weinig tot geen replicatiecompetent
virus konden vinden zou kunnen betekenen dat
de detecteerbare provirussen geen replicatiepotentieel
hebben. De vraag is of restricties in onderzocht bloed-
volume er niet voor hebben gezorgd dat er geen replicatie-
competent virus werd gevonden. Herhaaldelijk testen
bracht namelijk toch replicatiecompetent virus op bij
een proefpersoon, al waren de waarden van proviraal
hiv-1-DNA extreem laag. Eriksson et al vonden ook
replicatiecompetent virus bij twee patiénten met pro-
virale DNA-waarden onder de detectiegrens.”’ Deze
uitkomsten laten zien dat een grote hoeveelheid PBMCs
of CD4+-T-cellen (uit monsters > 500 mL of door
leukaferese) gewenst is voor het meten van de totale en
de replicatie-competente hiv-1-provirale reservoirs.

Conclusie

Het vroeg starten van effectieve antiretrovirale therapie
vermindert de waarden van proviraal en replicatie-
competent hiv-1 en daarnaast ondersteunt dit het verval
van provirale reservoirs. Het verval in PBMC proviraal
hiv-1-DNA suggereert, samen met weinig tot geen repli-
catiecompetent hiv-1, dat levenslange therapie mogelijk
niet noodzakelijk is voor alle patiénten; dit zou met
name gelden voor degenen die starten met cART tijdens
primaire infectie. Verder onderzoek is echter nodig om
parameters voor virale reservoirs te definiéren die een
succesvolle controle van hiv-1-replicatie voorspellen na
het staken van cART. Totdat dit beter uitgezocht is, is
aan te raden alle hiv-1-geinfecteerde patiénten cART te
laten continueren.
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