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De I'usage des co-récepteurs
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e Quelques aspects physio-pathologiques

 Rble du laboratoire de Virologie



Les trois étapes de I'entrée
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\Transduction du signal

I-Docking ll-Liaison aux corécepteurs Ill-Fusion
Insertion

Phénomene tres rapide dont la cinétique et I'efficacité dépendent :

e de la qualité des boucles variables V1,2 et V3,
e de la gp4l

e de la densité et de la qualité des corécepteurs
e des signaux transmis.
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Classification des VIH-1

Laboratoire de Virologie

HIV-1 Variants

TCL-tropic
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Berger, Nat, 98
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Classification des VIH-1
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HIV-1 Variants

TCL-tropic

Z8s ﬁ# itit

T-X4

CXCR4

Taraet Cell T Berger, Nat, 98

CDA4 Tg,ra SONt CCRS ++ mais ne sont infectables que par des virus
X4 (Oswald-Richter, PLoSPatho 07)

Yi, J Virol 05; Ghaffari, J Virol 05; Oswald-Richter, PLoSPath, 07; Xu, J Inf Dis, 08; Yi, J Virol, 09



La nature et le contexte cellulaire de
I’expression des co-récepteurs
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 Conformations variables de CCR5, état métabolique de la
cellule, cholestérol... (Lee, s8¢, 99)

e Densité des récepteurs a la surface (Lin, Aibs, 06), polymorphisme
des co-récepteurs, expression des ligands (Gonzalez, science, 05)

e Signalisation relayée par CCR5 ou CXCR4 (wWeissman, Nat, 97)

— Mobilisation du Ca++ (arthos, J virol, 00), PI3K (non bypassé par VSV)
(Francois, J Virol, 03)

— G-protein signaling via ERK (Lin, J virol, 05; AIDS, 06; Mettling, AIDS, 08)

— Bloc post-entrée levé par CXCR4 mais pas par CCR5 (oswald-Richter,
PLoSPatho, 07)
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Les cibles du VIH-1
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CD4 T-cells

Naives CXCR4
Mémoires CCR5/CXCR4

Les naives dominent en début d’infection et
décroisent ensuite tandis que les mémoires
croissent durant I'infection

L’activation des cellules augmente I'expression
de CD4 et CCR5

CD4 Ty ra sONt CCR5 ++ mais ne sont
infectables que par des virus X4 (Oswald-
Richter, PLoSPatho 07); quand les CD4+ Tcells
sont-elles susceptibles a I'infection par X4 ou
R5 ? D’ou proviennent les cellules mémoires ?
Des effectrices ou des resting naives ?

Macrophages / cellules dendritiques

CCR5 / CXCR4 (monocytes)

— Réservoir (stade tardif sous HAART ?)

Autres cellules



Le switch des co-récepteurs
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Figure |. Kinetics of RS and X4 virus variants during the course of infection. RS
virus variants are present throughout the infection. In ~580% of infected
individuals, X4 viruses emerge, typically several years after seroconversion.

Stade précoce R5: réplication dans un site riche en CCR5, le tractus intestinal
Evolution de la quasi espece virale de R5 vers X4 ?

Contréle immunitaire ?

Evolution des populations cellulaires cibles ?

Souches X4 sont plus virulentes (plus cytopathogenes ou plus grand nombre de
cellules infectées), plus fréquentes pour les sous types B que C, A que D...

Regoes, Trends in Microbiol, 05



Les populations virales
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Table 1. The prevalence of both R5 and X4 viruses in treatment naive and
treatment experienced HIV-1 infected patients

DUAL/MIXED

STUDY POPULATION NO. PATIENTS R5 VIRUS VIRUS X4 VIRUS
Homer cohort* Naive 979 82% 18% <1%
Chelsea Cohort® Naive 402 81% 18% <1%
ACTG 521%° Experienced 391 50% 46% 4%
MOTIVATE 1 & 22 Experienced 2,560 56% 41
Antiretroviral-naive Antiretroviral-experienced

(n=1428) {n=2,560)

X4 y
10.3%)

){4*”

(2.6%)




Les mécanismes du switch
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T-X4 D-X4 D-R5X4 M-R5

Target Cell Types

* Phénomene complexe passant par des intermediaires R5X4 moins
performants, plus sensibles aux inhibiteurs d’entrée et aux anticorps
neutralisants.

 Participations de plusieurs domaines de la gp120 dont notamment
les boucles variables, V3 mais aussi V1,2, 5, mais aussi de gp41.
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Regoes Bonhoeffer, Trends in Microbiol, 05;Ghaffari, J Virol, 05; Tasca, J Virol, 08; Huang, J Virol, 08



Les spicules du VIH-1
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Zhu, Nat, 06; Magnus, J Virol, 09
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Structures de la gp120
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Pantophlet, Annu Rev Immunol, 06
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Une structure de gp120
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Huang, Science, 05
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Données de tomo-cryo-électro-
microscopie
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Roux, Science, 07
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Données de tomo-cryo-électro-
microscopie
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Roux, Science, 07
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Liaison de la gp120 a CCR5
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Huang, Science, 07
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La boucle V3
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o résidus 11, 25, 30 (regle 11-25)

» charge nette globale; faible R5 (<5), forte X4 (>5)

* score spécifique des aa (glycosylation, N301, absence en faveur de X4)
» modele de structure tridimensionnelle

* MAIS rble d’autres domaines de gp120 et gp41.

Huang, Science, 05 et 07
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Agonistes et antagonistes de CCR5
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Agonistes

Antagonistes

Activent CCR5
Internalisation

Absence
d’'expression

Transduction ?
Résistance ?

PSC-RANTES

Occupent le site
Pas d'internalisation

Bloqués a la surface

Pas de transduction
Résistance ?

MVC, VWC
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Les antagonistes
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Maraviroc (MVC)

1’;&“&{} % @“‘;Cr“chlq

Vicriviroc (VWC) TAK-779

Omm?{@‘?

TAK-220



Fixation des antagonistes (MVC)
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MARAVIROC
aa CCR5 NIC., si A
E283 (H7) 2000x
T198 (H5) 89x
Y108 (H3) 70x
Y251 (H6) 12x

VICRIVIROC
aa CCR5 NTC.,si A
E283 (H7) 700x
Y108 (H3) 60x
T198 (H5) 25x
Y251 (H6) 18x

APLAVIROC
aa CCRH5 NTCr,si A
F109 (H3) 158x
E283 (H7) 61x
W86 (H2) 39x
T198 (H5) 35x

Kondru, Mol Pharmacol, 08
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Efficacité du maraviroc

Laboratoire de Virologie

» 63 patients, CCR5

 MVC monothérapie, pendant 10 jours

» deux changements de tropisme, dont un présent avant le traitement,
augmentation des D/M (70% et 40%)

* R5X4 non liés génotypiguement aux R5

 réponse au MVC identique

* “réversion” partielle apres arrét du traitement

Fatkenheuer, Nat Med, 05; Westby, 06
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Efficacitée du Maraviroc
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D/M quasispecies

—— PBO + OBT (N=58)
—— MVC QD + OBT (N=57)
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Goodrich JM et al. 45th IDSA 2007
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Les tests phénotypiques de
détermination du tropisme
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* Cellules rapportrices, U87, astrocytome
» faisabilite, 1000 copies
* sensibilité, 0,3% X4 ou D/M



Les tests de phénotypage
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Test Trofile TRT Antivirogram PhenX-R
Société Monogram VirAlliance Virco BVBA InPheno
. Région Gpl160 V1-V3 NH2-V4 V2-gp41
Amplicon 1= iile (pb) 2500 900 1307
PCXAS-env + pHXB2
Vecteur HIVgenomic-luc PNL4-3 delta V eGFP dans Nef PNL4-3
Stock viral défectif repliquant repliquant repliquant
. Enzyme de . . .
Construction du vecteur L Recombinaison Recombinaison | Recombinaison
restriction
Cellules productrices 293T 293T 293T Dérivé d'HelLa

Cellules cibles

U87-CD4-CCR5
U87-CD4-CXCR4

U373-CD4-CCR5
U373-CD4-CXCR4
HIV LTR-lacZ

U87-CD4-CCR5
UB87-CD4-CXCR4

SX22-1

Géne reporter

luciférase

B-galactosidase

eGFP

B-galactosidase

U87, U373, SX22: glioblastome, ostéosarcome
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Analyses génotypiques
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TTTT TTTTT T T 1T T 1 T T T T T 1 GENOMIACS geno2| PSSM |Toulof TROF
G|1234 5 678910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35|C4.5 PART SVM[11/25|net

ADA_FAI B |C|T|R|P| S |[N|N|T|IR|R G 1 H 1 G|P|G|R|A|F|Y| A|T| G D 1 1 G|D|I|R|Q|A| H|C]| RS R5 | RS R5 5 R5 R5 R5 R5
JAN_CYR B [C|T|R|P| N |[N|N|T|IR[R S 1 H 1 G|P|G|K|A|F|Y|T|T - D 1 \ G |D|I|R|Q|J]A| H|C] RS R5 | R5 R5 5 RS R5 RS R5
LAU_FRA B |C|T|R|P| N |[N|N|T|IR|R G 1 N [MV| G|P|G|R|A]|F|Y|T|T| G E/G V |[I/N| G |D|I|R|K|A|Y|C]| RS R5 | R5 R5 4 X4 R5 R5 R5
SAM_RAP IB C|T|R|P| N |[N|N|T|R| K G 1 H 1 G|P|G|R|A|V|Y|] VIR D R 1 1 |[R/GID|1|R|K|A| H|C]| R5 X4 | X4 X4 9 X4 X4 X4 DM
ROU-and |B C|T|R|P| N [N[N|T|R|K S 1 |H/P| | |A/GIP|G|R|A|F|[Y| A |T| G QE 1 1 G |N|IT|R|Q|AJH/Y|C| R5 R5 | R5 R5 7 R5 R5 R5 R5
CHA-mar B |C|I|R|P|S/G|N|N|T|R| K G 1 H 1 [A/G|P|G|R|A/S|F|Y|T/A|T| G D 1/v| 1 G |D|IT|R|K|[A|] H|C]|] RS R5 | RS R5 6 R5 R5 R5 R5
NOI-dom B |C|T|R|P| N [N|N|T|R| K G 1 H 1 G|P|G|S|T|F|Y]| A|T| G E 1 1 G |D|I|R|K|A|H/Y|C]| RS R5 | R5 R5 5 R5 R5 R5 R5
ALI-hen AG[C|T|R|P| G |NIN|TIR| T S 1 H M G|P|G|K|A|F|Y]| A|T| G D 1 \ G|IN|IT|R|Q|A| H|C]|] R5 R5 | R5 R5 5 R5 R5 R5 R5
OUD-dom B |C|A|R|P| N [N|NIT|IRIK S 1| S M G|P|G|IR|A]|JL|Y| A|T| G A 1 1 G |D|IT|R|Q[A|] H|C]|] RS R5 | X4 R5 5 R5 R5 R5 R5
GER-jea B |C|I|R|P| G |[N|N|TIRIK S§ 1] S 1 G|P|G|R|A|F|Y| T|T| G Q 1 1 G |D|I|R|[Q|J]A| H|C] RS R5 | R5 R5 5 X4 R5 R5 R5
AND-dom B |C|I|R|P| N |[N|N|T|IR|K S V|P/S| 1 G|P|G|R|A|IL|Y]|A|T| G A 1 1 G |D|I|R|R|A| Y |C]| RS R5 | X4 R5 5 X4 R5 R5 R5
FLO-hen B |C|T|R|P|S/G|N|N|T|S|K G 1 H 1 G|P|G|IR|A|F|Y| A|T| R H 1 1 G |D|IT|R|K|[A|] H|C]|] RS R5 | RS X4 8 X4 R5 R5 R5
BRA-seb |B C|T|R|P| N |N|N|T|R| K G 1 H 1 G|P|G|G|A|F|F| T |T| G Q 1 1 G |N|I'|R|K|A|] Y |C]|]R5 R5 | R5 R5 6 R5 R5 R5 DM
I0R-sar F |C|T|R|P| N |[N|N|T|IR| T S 1 |N/S| 1 G|P|G|R|A|F|Y| A|T| D T/A 1 1 G |D|I|R|K|A|H|C]|] R5 R5 | R5 R5 4 R5 R5 R5 DM
VIL-joe B |C|T|R|P|N/S|N|N|TIRIR S 1| N 1 G|P|G|IR|A|JF|Y| T |T| G H 1 1 G|N|IT|R|Q|J]A| H|C] R5 R5 | RS X4 7 R5 R5 R5 DM
MIL-jac B |C|T|R|P| Y |[N|N|T|IRIK S 1| H 1 G|P|G|R|A|F|F| T |T| G S} \ 1 G |D|IT|R|Q|A|] Y |C]|]R5 R5 | R5 R5 5 X4 R5 R5 DM
PEG-gui B |C|T|R|P| S |N|N|T|R| K R/G 1 |H/R|I/M| G |1 |G |R|A/G|F|Y | T |T|krec E/G I [I/V| G |[D|1|R|Q|A| H|C| X4 X4 | RS X4 7 X4 R5 X4 DM
DUC-ala B |[C|T|R|P| N |[N|N|T|IR[R S 1 H 1 G |P|G|R|A/N|F|D| A1 G K 1 \ G |D|IT|R|R|[A| H|C]|] RS R5 | X4 X4 7 X4 X4 X4 DM
Toulouse: 11K/|R et/ou 25K ou 25R + ch nette>:5| ou c‘h nette>=6
charge (+) KR (H), () D E] [T T [ ‘ [ [

* Regle 11-25 (24): de charge — (D,
11 charge + (K, R)
» charge nette globale <5 ou > 5, R5 et X4 respectivement

» glycosylation en N301, absence > X4

E)a+ (K, R,N)en25>R5a X4 ousien

* Neural network, matrice de score specifique PSSM, support vector machine
SVM = supports informatiques
* POUR LES SOUS-TYPES B (sauf PSSM)
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Conclusions provisoires et
partielles
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e Intérét physiopathologique évident, développements attendus
* ROle du laboratoire de virologie, prédiction du tropisme ?

 problemes a venir avec les virus résistants sélectionnés
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