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Sur les pistes de 1" éradication

O Meécanismes cellulaires, viraux et immunologiques de la
persistance virale

0 Caractérisation des réservoirs cellulaires et tissulaires de la
persistance virale chez un patient trait¢ efficacement

0 Origines de I’ activation immune et de 1" inflammation.
Consequences sur la persistance virale

0O Evaluation de la persistance virale

O Stratégies thérapeutiques d’ éradication virale
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Induction de la latence virale

0 Modéle in vitro d’ induction de la latence virale

Plusieurs chemokines qui se fixent sur les récepteurs CCR7 (CCL19),
CXCR3 (CXCL9 et CXCL10) et CCR6 (CCL20) peuvent etablir une
latence virale dans les cellules infectées au repos

o Elles facilitent 1" intégration virale
o  Elles empéchent I’ export des ARNm du noyau au cytoplasme

O Les cellules dendritiques peuvent induire €galement la latence
des CD4 mémoires. Dans un modele de coculture (cellules
dendritiques avec LT CD4+), la latence dépend de
I” expression de 428 génes cellulaires

Genes perturbateurs du cycle cellulaire
Génes supprimant 1’ activation NF-kB.

Lewin S et al. Fifth HIV Persistence Workshop 2011, Abs. 38



Origine de la virémie résiduelle
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Réplication résiduelle:
Infection latente établie dans de nombreux LT
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HIV reservoir size and persistence are driven by T cell
survival and homeostatic proliferation
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During HAART, a low CD4 predicts a higher frequency of infected

cells and a shift in reservoir toward transitional and effector cells;
this effect that may be due to IL-7 mediated T cell proliferation

Chomont et al, Nature Medicine, 2010
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Role des cytokines IL-7 et IL-15
dans la persistance virale

0 Etude de 1 effet de 1" IL-7 et de 1" IL-15 in vitro sur des LT CD4+
provenant de pts infectés traités et avirémiques

O Augmentation de la survie cellulaire

O Augmentation du réservoir (ADN viral) par prolifération dans le but
de maintenir 1" homéostasis (IL-7> IL-15)

o IL-7: prolifération des Ty et Ty

o IL-15: prolifération des Ty, et Ty,

O Réactivation avec production virale (IL-15> 1L-7)

» Utilisation de I’ IL-15 dans la stratégie d’ élimination du

réservoir ?
Vandergeeten C et al. Fifth HIV Persistence Workshop 2011, Abs. 29
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Caracterisation du réservoir latent

0 Etude de 12 pts sous TT efficace (7 en primoinfection; 5 en infection
chronique)

0O Objectif: 1dentifier les cellules infectées et celles en cours de réplication
(sang, tube digestif, moelle)

0 FEtude de 1" évolution virale par calcul de la distance génétique
(séquencage d’ un génome unique)
Pas d’ infection des progéniteurs hématopoiétiques, des monocytes
Infection des cellules CD4 naives et des cellules CD4 mémoires

Tres faible évolution génétique entre le virus présent avant le TT et
le virus retrouve apres pls années de TT efficace dans le sang et le
tissu lymphoide du T digestif
»  Les progéniteurs médullaires ne sont pas la source d’ une infection virale
persistante

»  La persistance virale proviendrait de la prolifération cellulaire plutdt que

d’ une réplication active
Palmer S et al. Fifth HIV Persistence Workshop 2011, Abs. 12
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Modele des « Elite Controllers »

O Modele de contrdle spontanée de la réplication virale: 1/300
pts
O Augmentation de la sensibilit€¢ des CD4 T naives aux CD8

cytotoxiques (pas de modification des CD4 centrales
mémoires ou effectrices mémoires)

O Pas de relation de cette augmentation de sensibilité avec le
niveau d’ activation ou d’ apoptose

O Réservoir viral plus faible au niveau des CD4 T naives

Cette augmentation de la sensibilité des CD4 T naives aux
CDS8 cytotoxiques limite le réservoir viral ds ces cellules

Lichterfeld M et al. Fifth HIV Persistence Workshop 2011, Abs. 28
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Effet du Maraviroc sur la réactivation

0 FEtude de 1 effet du MVC sur la transcription virale aprés 10 jours de
monothérapie et a 18 jours de 1" arrét du MVC chez 8 pts, R5 (n=6) et D/M
(n=2
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Augmentation de 1" activité NFkB dans les cellules CD4+ activées et au repos

Persistance de 1" effet dans les cellules au repos 18 jours aprés 1" arrét du
MVC

» Utilisation du MVC dans la stratégie d’ élimination du réservoir ?

O

Moreno S et al. Fifth HIV Persistence Workshop 2011, Abs. LB04
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Effet des sels d” or dans 1’ éradication virale

P v, O Sels d’ or: Augmentation de 1" apoptose et
P Frosee de la différenciation entrainant la mort des
cellules mémoires

; O Modele SIVmac: 18 animaux traités par
mégaHaart +/- sels d’ or pendant 2 semaines

Vi _,'_'.J:.:-v,.: Sl O Mort des cellules mémoires

O  Diminution du réservoir viral dans le groupe
tt par sel d’ or

kv 1N O Apreés | interruption du tt, rebond de la CV

x
ey

A ] L retardé et niveau de |’ état d’ équilibre plus
faible dans le groupe tt par sel d’ or

Savarino A et al. Fifth HIV Persistence Workshop 2011, Abs. 2
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Persistance virale

dans les compartiments lymphoides

0 FEtude de 12 pts; durée d’ infection 5,8 ans; nadir des CD4 de 381/mm3,
mise sous tt (TDF/FTC + ATV n=4 ou EFV n=1)

Excellente adhérence. Succes virologique pour tous.

Biopsies multiples de ganglions, de tissu lymphoide du tube digestifa 1,3 et 6
mois du tt

O Résultats pharmacologiques
TFV-DP : Concentration plus faible dans les ganglions
FTC-TP: Concentration plus faible dans les ganglions, Ileon, Rectum
EFV: Concentration plus faible dans les ganglions, Ileon, Rectum
O Résultats virologiques dans les tissus (hybridation in situ)
Présence de particules virales avec expression locale
Foyers persistants sous traitement, sur pls préleévements

P Organes lymphoides
Concentration inadéquate, insuffisant pour inhiber la réplication virale

Réservoir majeur du VIH avec maintien d” une réplication virale de faible
niveau

Schacker T, Stevenson M, Fletcher C. Fifth HIV Persistence Workshop 2011, Abs. 35
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Evaluation de la réplication residuelle ou de la
persistance virale

O Marqueurs de substitution directs et indirects

Virémie résiduelle (ARN viral par mesure de la CV
ultrasensible; seuil a 1 cp/ml)

Infection des cellules latentes

o ADN intégré ou ADN total

o ADN circulaire ou épisomal

O ARNm intracellulaire (Transcription cellulaire)

Evolution des s€quences virales par analyse phylogénétique

Activation immune et inflammation

Stevenson M et al. Fifth HIV Persistence Workshop 2011, Abs. 35
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Signification de I’ ADN total et des formes
intermédiaires dans 1’ évaluation de la persistance virale

O Modele des « Elite controllers »

Niveau similaire d” ADN total entre les EC et les pts
traités et controlés

Niveau plus faible d” ADN intégré chez les EC
o Par une réponse CTL plus efficace
Niveau plus élevé d” ADN épisomal chez les EC

o Par blocage de I” intégration par 1’ immunité innée

» La mesure de I’ ADN total n’ est pas un bon marqueur de
substitution chez les EC



T
Signification de I' ADN épisomal

dans 1" évaluation de la persistance virale

O  Etude sur 6 pts sous TT efficace >20 mois, apres une interruption de TT

0  Comparaison par analyse phylogénétique des séquences env de I’ ADN épisomal
et de I’ ADN intégré avt interruption avec les séquences de I” ARN viral a 3, 4, 8
semaines apres |’ interruption

Patient 2 A esapy

Stevenson M et al. Fifth HIV Persistence Workshop 2011, Abs. 35



Stratégies d éradication

O Avant: IL-2, Ac Anti-CD3, Acide Valproique

0 Maintenant:

Intensification

IL-7

SAHA

Anticorps anti-PD-1

Thérapie génique (CCRS5, CXCR4)

Cure-Related Clinical Trials Recruiting Patients
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Tritherapie vs pentatherapie
dans une infection VIH aigue ou récente

O 40 patients avec infection aigué ou récente
Randomisation (1:2)

trithérapie TDF/FTC + ATV/r ou DRV/r qd
pentathérapie avec en plus RAL 400 mg bid + MVC 150 mg bid

O 34 patients analysables (3 arréts prématurés dans chaque bras)

3 ARV 5 ARV
(n=11) (n=23)

Facteurs de risque HSH 10/1 H hétérosexuel HSH 100 % -

Symptomatique (%) 100 91 -

Durée moyenne estimée

de 1" infection, jours 48 (27-17) >4 (19-153) i
CV moyenne, log,, ¢/ml 6,3 (4,8-7,0) 5,6 (3,1-6,4) 0,17
CD4/mm?, moyenne 405 (305-524) 539 (230-1 066) 0,15

» Critére principal : indétectabilité a S48 (test Roche Amplicor/TagMan 1.0
[limite détection : 48/50 c/ml] et test ultrasensible a 1 ¢/ml)

Markowitz M et al. CROI 2011, Abs. 148LB



Tritherapie vs pentatherapie
dans une infection VIH aigué ou récente

) . 3 ARV 5 ARV
Résultats a S48
(n=11) (n=23)

CV < 48/50 c/ml 11/11 (100 %) | 20/23* (87 %) | 0,53

CV <1 c/ml 3/11 (27 %) 9/21 (43 %) | 0,46

* 3 échecs virologiques dans le bras 5 ARV : 2 CV toujours détectables a S36,
1 CV indétectable a S12 mais rebond a bas niveau a S48

% CV < 48/50 c/ml . ADN proviral
1001 peopis 10° { (copies ADN-VIH/106 CD4)
80
104 -
60 © 3 ARV
40 @5 ARV
108 -
20 -
0 T T T T T 102 t t t t t t
0 12 24 36 48 60 0 10 20 30 40 50
Semaines Semaines

Décroissance plus rapide de la CV. Effet significatif sur le % de pts <50cp/ml jusqu’ a S12
Pas de différence sur I” ADN proviral

Markowitz M et al. CROI 2011, Abs. 148LB



Trithérapie vs pentatherapie
dans une infection VIH aigue ou récente
Résultats a S96

O CV ultrasensible: 3/11 vs 9/18 détectable (p=0,21)
O ADN proviral: pas de différence

O ARNm cellulaire: niveau plus faible sous pentathérapie (en prenant seult pts
en succes)

0 Pas de différence sur les marqueurs immunologiques (CD4, CD8, sCD14)

0O Pas de différence sur la reconstitution immune dans le GALT (CDA4,
activation, prolifération)

O Le réservoir viral a S96 est corrélé a1’ ADN proviral et est inversement
corrélé au % de CD4 , avant traitement

» Bénéfice d’ un traitement précoce sur la taille du réservoir

Markowitz M et al. Fifth HIV Persistence Workshop 2011, Abs. 31



Tritherapie vs pentatherapie
dans une infection VIH aigue ou récente

O 60 patients avec infection aigué (3-4 premieres semaines)
0 Randomisation (1:1)

Trithérapie TDF/FTC/EFV ou RAL

Pentathérapie TDF/FTC/EFV/RAL/MVC

O 35 patients analysables de sous-type CRFO1 AE; CV=5,5 log cp/ml; CD4=
409/mm?3

O Pas de différence entre les 2 groupes sur la baisse de la CV et sur I’ ADN
proviral (sang et sigmoide)

O L’ ADN total au moment de la primoinfection est d” autant plus faible que
I” infection est récente

0 L’ ADN total au moment de la primoinfection prédit le réservoir viral aprés
24 semaines de tt

» Bénéfice d un traitement précoce sur la taille du réservoir,
confirmé sur cette 2% étude

Ananworanich | et al. Fifth HIV Persistence Workshop 2011, Abs. 32



MARAVIBOOST : essai randomis¢ évaluant TDF/
FTC + RAL + MVC en traitement de 1° ligne

0O Etude ouverte espagnole, 30 patients naifs, en infection récente (<6 mois)

avec souche VIH-1 RS

TDF/FTC + RAL
+ MVC
(n=15)

TDF/FTC + RAL
(n=15)

Caractéristiques a I’ inclusion

CD4 médiane/mm? [IQR] 428 [327-606] 421 [311-617] 0,71
CD8 médiane/mm? [IQR] 1 123 [975-1 624] 1024 [719-1 973] 0,24
CV médiane, log,, c/ml [IQR] 4,8 [4,3-5,5] 5,1 [4,2-5,3] 0,95
CV <50 ¢/ml, n (%) 11 (73 %) 13 (87 %) 0,36
Gain en CD4 a S12 (/mm?) + 142 + 283 0,01
Gain en CD4 a S24 (/mm?) +152 + 226 0,11

Massanella M, CROI 2011, Abs. 547
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MARAVIBOOST : essai randomis¢ évaluant TDF/FTC +
RAL + MVC en traitement de 1° ligne

O Diminution significative de I’ ADN proviral entre JO et S48 dans les 2
groupes.

Différence entre les groupes a S24 (p= 0,034). Pas de différence entre les
groupes a S48.

0O Diminution significative de I’ ADN intégré entre JO et S48 seulement dans
le groupe intensifi¢ avec le MVC

O  Augmentation transitoire de I’ ADN épisomal juste aprés 1 initiation du TT
dans les 2 groupes

Meilleure baisse et plus précoce de I’ ADN épisomal dans le groupe
intensifi¢ avec le MVC

» Absence de bénéfice majeur sur le réservoir viral

Puertas MC et al. Fifth HIV Persistence Workshop 2011, Abs. 41



MARAVIBOOST : essai randomis¢ ¢évaluant TDF/FTC + RAL + MVC
en traitement de 17 ligne

Gain en CD4/mm? Activation CD8
mémoires et naives a S12 (% CD38+CD45R0O+)
[ ] TDF/FTC + RAL
400 CD45RA-CD4+ (mémoires) [l TDF/FTC + RAL + MVC
CD45RA+CD4+ (naives) p=0,0005
=2=0.0001
300 0 = 00039
100 0.< 00001
200 80 g o
I:II:| [m] -
607 o 8%
] DED ]
b 40 DED o d:'ljg gl:l o DD
m] (] Og O ]
20 o HEE EE
0 = o S
TDFIFTC  TDF/FTC 0"
+ RAL + RAL 0 12 24 Semaines
e Conclusions + MVC

— Gain en CD4 major¢ transitoirement par MVC (CD4 mémoires) a S12. Pas de différence a S48.

— Réduction de I’ activation lymphocytaire similaire dans les 2 bras
Massanella M, CROI 2011, Abs. 547
Puertas MC et al. Fifth HIV Persistence Workshop 2011, Abs. 41
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Purger les réservoirs cellulaires de VIH :
le valproate n'est pas effseaee de Iétude

=7 16 semaines (groupe 1) 32 semaines (groupe 1)
O  Critéres d'inclusion
= CD4>200/mm?3
= HAART depuis > 12 mois n=29
16 semaines (groupe 2) 32 semaines (groupe 2)

O Intervention

= Ajout valproate (VP) po
500 mg bid

= pendant 16 ou 32 semaines, par
randomisation

O Résultats

= Absence de diminution significative des
cellules CD4 mémoires ADN VIH+

O Conclusion
m Tolérance VP acceptable

m Pas d'efficacité sur les réservoirs
cellulaires

% de sujets avec réduction significative
des cellules CD4 mémoires ADN VIH+

50
40
30

20
10

p=0,13
ARV seul ARV + VP ARV + VP ARV + VP
(Groupe 2) (Groupe 1) (Groupe 2) (Group 1 et 2)

Routy JP, CROI 2010, Abs. 496
Archin NM et Al. AIDS 2008. Plos One 2010
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Effet du Vorinostat (SAHA)

0 In vitro, puissant inducteur de 1" expression et de la production
virale dans les cellules T CD4+ au repos des patients TT et
avirémiques (0.25-0.5 uM- 40 fois plus puissant que 1" acide
valproique)

O Phase I/I « proof of concept » une dose de 200 mg, 400 mg ou
600 mg de VOR

Evaluer ex vivo la modification de 1" expression ARN dans les cellules T
CD4+ au repos

Evaluer la tolérance

O Reésultats:

Augmentation significative de I’ expression ARN viral (4,4x en moyenne)
dans les cellules T CD4+ au repos

Bonne tolérance d’ une seule dose

O Mais, il s” agit d’ un mutagéne. Effet d” une exposition prolongée ?
Margolis D et al. Fifth HIV Persistence Workshop 2011, Abs. 40
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Greffe de cellules CD4+ a CCRS 1nactive
Technologie « Zinc Finger Nuclease »

La ZFN va cibler une région du géne CCR5

O  « Zinc Finger Nuclease (ZFN) » en amont de celle concernée par la delétion A 32
comprend une enzyme de L’ activité de ZFN va aboutir
restriction (nucléase Folk) et une a un géne CCR5 non fonctionnel
protéine en doigt de Zinc (ZFP)
qui cible spemﬁque,me.nt des 1 CCR5 endogéne
séquences (12 nucléotides)
d” ADN ZFP

M\%R\iﬁx?ﬁ 2 %@: Hybridation ZFN
@M'M'M'\ﬁf V

ADN
@ / » 3 Réparation
ZFP
4. - Géne CCR5S

non fonctionnel

June C et al. Fifth HIV Persistence Workshop 2011, Abs. 45



Greffe autologue de cellules CD4+ a CCRS 1nactivé
chez des patients sous traitement ARV avec CV <48 ¢/ml,

et CD4 entre 200 et 500/mm?

Augmentation du nombre de cellules CD4 dans le sang périphérique
aprés une injection de cellules a CCR5 modifié

Cohorte 1 Cohorte 2 Cohorte 3
B 102 0 201 B 303
1200 © 103 ® 203 © 304
A 104 A 302 A 305
1000
—®— \Médiane
800
600
400
200
+ 100/ mm3
0 |
-200 I I I I I I I I I \ \ \ \

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 Jours
June C et al. Fifth HIV Persistence Workshop 2011, Abs. 45



Interruption des ARV apres greffe autologue
de cellules CD4+ a CCRS5 1nactive
chez des patients sous traitement ARV avec CD4 > 450/mm?

Augmentation du nombre de cellules CD4/mm3 dans le sang peripherique apres une
injection de cellules a CCRS5 modifi¢

Arrét ARV
< >
3500
Patients
3000 —
2 500 - @ 201
O 203
2 000 A 204
A 205
1 000 | O 253
500 —@®— Médiane
0 —© — +100/ mm?3
500
1000 —

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 Jours

June C et al. Fifth HIV Persistence Workshop 2011, Abs. 45



| "

Interruption des ARV apres greffe autologue
de cellules CD4+ a CCRS5 1nactive
chez des patients sous traitement ARV avec CD4 > 450/mm?

Pendant I’ interruption des

Evolution de la charge virale (c/mlg
ARYV, 3 des 6 patients ont

atients

106 Arrét ARV ; zg; une diminution de CV d’ au
moins 0,8 log par rapport
A 204 au pic de rebond
105 A 205
O 251 Le patient 205 ayant une
104 M 253 délétion hétérozygote
\ A 32 sur gene CCR5 a une
CV qui devient indétectable

Le pourcentage de cellules

Q\.‘\ CD4 a CCR5 modifié bi-

s O alléliques est corrélé a la

ha N reduction de la CV lors de
0 14 28 42 56 70 |@B 112 126 140 188 182 I" interruption

Jours

June C et al. Fifth HIV Persistence Workshop 2011, Abs. 45
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virale

O  Objectifs ?
Eradication totale du virus
« Cure fonctionnelle »: stabilité clinique en 1" absence de tt
Reéduction de la virémie résiduelle
Reéduction du réservoir latent dans les compartiments

O  Criteres de jugement ?
Effet quantitatif sur le réservoir
Absence de virémie apres une interruption des ARV

O Rebond vs absence de rebond
u Délai jusqu’ au rebond
u Niveau de la virémie a 1’ état d’ équilibre

O  Population cible ?
Pts avec CV controlée
« Elite controllers »
Pts en primoinfection
Pts nécessitant une greffe de moelle
O Typed essais ?
Phase 3 randomisée ou non
Durée ? Réponse a S24 aprés 1 arrét du TT (modéle VHC)

Kuritzkes D et al. Fifth HIV Persistence Workshop 2011, Abs. 37
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Questions

0 Dans la stratégie du « Shock and Kill »

Faut-il mieux induire 1" expression virale, voire la réplication virale ou
la diminuer complétement jusqu’ a une latence compléte? (stratégie
anti-latence ou stratégie latence)

Le virus produit sera-t-il forcément ¢limin¢ si la latence est perturbée ?

0 Dans la stratégie d’ éradication

Quels sont les effets d” une ou de plusieurs expositions a ces composés
qui perturbent la latence et le fonctionnement cellulaire ?

L’ évaluation clinique doit étre bien toléré et sans risque en raison du
succes des traitements ARV et de 1" espérance de vie actuelle des
patients infectés



