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Cet article est une fiction, décrivant une présentation de plan d’entreprise tel qu’il pourrait étre réalisé.
Si le fonds scientifique est réel, tout le reste n’est qu’un exercice de style — consultez la présentation de
I'U. E. 15, en début de numéro, pour plus de détails.

Résumé

Si les stratégies thérapeutiques contre le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) n’ont cessé d’évoluer
ces dernieres décennies, proposant aux patients des thérapies toujours plus efficaces, le cas des patients atteints de
lymphome induit par le VIH reste un défi thérapeutique. Loin d’étre une problématique isolée, les lymphomes
constituent une complication majeure de I'infection par le VIH et la deuxieme cause de mortalité par cancer dans
cette population. Deux priorités s'imposent : la charge virale plasmatique du VIH doit étre indétectable tandis que
le lymphome, pathologie pouvant engager le pronostic vital, nécessite une prise en charge thérapeutique optimale
et similaire a celle proposée chez les patients non infectés par le VIH. Dans le cas de lymphome réfractaire ou
résistant aux chimiothérapies, la greffe autologue de cellules souches hématopoiétiques (CSH) peut étre envisagée.

Les patients de Berlin et de Londres représentent aujourd’hui deux preuves vivantes qu’il est possible de
guérir du VIH. Ces patients séropositifs au VIH ont présenté une charge virale indétectable aprés une greffe
allogénique de cellules souches hématopoiétiques provenant de donneurs préalablement sélectionnés et porteur
d’une délétion naturelle, homozygote A32 sur le gene CCR5. Cette mutation confére une résistance des cellules au
VIH-1, car le virus ne peut pénétrer et se multiplier dans les cellules immunitaires telles que les lymphocytes T
CD4+ et les macrophages, menant les patients a la guérison. Notre équipe s’appuie sur ces données et saisit
Popportunité offerte par le protocole d’autogreffe pour proposer un médicament de thérapie innovante (MTI)
dans T'objectif de guérir du VIH-1 les patients atteints de lymphome VIH-induit, réfractaires ou résistants aux
chimiothérapies et éligibles a une autogreffe. L.’objectif est d’utiliser une partie des cellules souches prélevées pour
l'autogreffe pour les modifier génétiquement afin de les rendre résistantes a 'entrée du VIH-1.

L’objectif de notre travail est de proposer une peut conduire au syndrome d.’im.munodéﬁcience
stratégie de développement d’'un médicament de acqu1se_(SIDA). Il existe deux principaux génotypes
thérapie innovante composé de cellules souches de.ce Vvirus, le type 1 (VIH-1) et le type 2 WIH‘Z):
hématopoiétiques (CSH) autologues génétiquement qui se dlst.n.)guent par leur composition protéique,
modifiées pour rendre les lymphocytes T CD4+ et leur répartition géographique et leur prévalence. Le
VIH-1 est prédominant en Europe [1] alors que le

les macrophages résistants a l'infection pat le VIH-1.
VIH-2 sévit principalement en Afrique de 'Ouest

Des preuves de concept 7z vitro et in vivo ont déja été

publiées sur la modification génétique choisie et des 2]

essais cliniques sont actuellement en cours. Nous La disparité de structure influence la sensibilité

réaliserons le développement de notre MTI aux traitements existants et impose l'utilisation de

Cellfivent® selon une approche fondée sur le risque. méthodes diagnostiques différentes selon le type de
VIH. Le VIH-1 possede un temps de réplication plus

Contexte court, sa virulence et sa transmissibilité sont plus

importantes que celles du VIH-2, c’est pourquoi
, . . . S nous nous concentrerons sur le traitement du VIH-
est un rétrovirus ciblant les cellules immunitaires,

notamment les macrophages et les lymphocytes T L o
auxiliaires CD4+. La destruction de ces cellules Les sous-types du VIH-1 n’utilisent pas les

immunitaires entraine une immunodépression qui mémes voies de fusion cellulaire pour débuter leur
cycle d’infection. Le VIH a tropisme R5 se lie au

Le virus de 'immunodéficience humaine (VIH)
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corécepteur cellulaire CCR5 pour pénétrer dans la
cellule tandis que celui a tropisme X4 se lie au
CXCR4. Des virus a double tropisme ont été
recensés et la grande variabilité génomique du VIH
peut induire un changement de tropisme. Cette
variabilit¢é peut étre a lorigine de résistances
médicamenteuses et complique le développement de
thérapeutiques antirétrovirales [3]. Un vaccin anti-
VIH n’est a ce jour pas encore développé car les
anticorps produits par lorganisme infecté ne
neutralisent pas convenablement ’agent infectieux et
n’offrent ainsi pas de protection optimale [4].

La combinaison de trois médicaments
antirétroviraux (ARV) est actuellement la seule
thérapie permettant la réduction de la charge virale,
la stabilité du taux circulant de lymphocytes T CD4+
et ainsi la restauration de I'immunité. Les trithérapies
sont utilisées pour agir a différents niveaux du cycle
de réplication virale afin de garantir lefficacité
clinique et de limiter I'apparition de résistances.
Cependant, bien qu'elles aient permis une
augmentation de lespérance de vie et une
amélioration considérable de la qualité de vie, les
trithérapies ne permettent pas d’aboutir a une
guérison complete de Iinfection par le VIH-1. De
plus, malgré les trithérapies, des pathologies induites
peuvent se développer. Le VIH est notamment
associé a la survenue de nombreux cancers. Parmi
eux, le lymphome non hodgkinien (LNH) représente
le cancer le plus fréquemment induit par le VIH [7]
et est la premiere cause de mortalité chez les patients
séropositifs  [5,0]. Par rapport a la population
générale, le risque de développer un lymphome non
hodgkinien pour une personne infectée par le VIH
est multiplié par 200 [8] et dans le cas du lymphome
hodgkinien, le risque est multiplié par 20 [8]. Les
antirétroviraux, bien qu’ayant diminué lincidence
des lymphomes non hodgkinien, ne protegent que
partiellement les patients contre ce risque apres
plusieurs mois de traitement [7].

Les patients de Berlin et de Londres sont a ce
jour les seuls patients considérés
comme ayant guéri du VIH, suite a
une allogreffe de cellules souches

hématopoiétiques pour le traitement 1.
de leur hémopathie — maligne  opisme
respective. RS

Le patient de Berlin était atteint
d’une leucémie aigué myéloide, pour
laquelle il a été traité par allogreffe de
cellules souches hématopoiétiques
issues d’un donneur volontaire sain
[9] présentant naturellement la
délétion homozygote A32 du gene
CCR5 qui a permis d’induire une
résistance au VIH-1. Dix ans plus
tard, le patient de Londres lui aussi
porteur du VIH-1 et atteint d’un
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Double Tropisme

lymphome hodgkinien, regoit a son tour une
allogreffe de cellules souches humaines portant la
méme mutation et présente aujourd’hui une charge
virale nulle [10].

Afin de mieux comprendre 'impact de cette
délétion initialement présente dans les cellules
souches hématopoiétiques des donneurs, il convient
d’étudier plus en détail le mécanisme de pénétration
du VIH dans les cellules immunitaires.

La fusion de lenveloppe virale avec la
membrane des cellules telles que les lymphocytes T
CD4+ ou les macrophages nécessite ’action de deux
glycoprotéines (gp) d’enveloppe virale : gp-120 et gp-
41 (figure 1). La protéine gp-120 se fixe au récepteur
membranaire CD4 exprimé a la surface des
lymphocytes T auxiliaires. Cette liaison entraine un
changement de conformation de gp-120, qui peut
ensuite se lier soit au corécepteur CCR5, soit au
corécepteur CXCR4 [11]. La liaison de gp-120 a
CCRS5 correspond aux virus a tropisme R5 (figure 1-
1) et la liaison de gp-120 2 CXCR4 correspond aux
virus a tropisme X4 (figure 1-2). Il existe également
des virus a double tropisme R5 et X4 (figure 1-3).
Une fois la liaison avec les corécepteurs CCR5 ou
CXCR4 effectuée, la protéine gp-41 permet la fusion
entre l'enveloppe virale et la membrane cellulaire
entrainant la pénétration du virus dans les cellules
[12].

Les patients de Berlin et de Londres étaient
porteurs de VIH-1 a tropisme R5 [9,10] (figure 1-1).
Les cellules souches hématopoiétiques regues dans le
cadre de leur allogreffe provenaient de donneurs
sains porteurs d’une délétion homozygote (A32)
naturelle du gene codant pour le corécepteur CCR5.
Une fois greffée, les cellules souches se différencient
in vivo en lymphocytes T CD4+ et macrophages qui
n’expriment pas le corécepteur CCR5 a leur surface.
Cette délétion confere alors une immunité naturelle
contre le VIH-1 en empéchant la fusion du virus avec
la. membrane des lymphocytes T CD4+ et
macrophages. Ces deux preuves vivantes de guérison

Patients de Berlin et Londres

LT CD4+ {
Macrophage

gp-41 2;
> Tropisme
CXCR4 § S VIH -
gp120

QO Fixation a la cellule cible
VIH -

W Fusion des membranes

Figure 1: Schéma du mécanisme de fusion du VIH-1 aux cellules
cibles immunitaires avec ’exemple des patients de Berlin et de



du VIH-1 offrent des perspectives thérapeutiques.
Cependant, cette mutation naturelle est rare (1 % de
la population caucasienne [13]) et ne protége que
contre le VIH a tropisme R5. De plus, Iallogreffe de
cellules souches hématopoiétiques impose de trouver
un donneur qui serait a la fois porteur de cette
mutation et HLA-compatible avec le patient, ce qui
diminue encore la probabilité de trouver un donneur
potentiel pour tous les patients atteints de lymphome
VIH induit. Ainsi, des stratégies alternatives doivent
étre envisagées pour tenter de reproduire le
mécanisme de résistance naturelle des cellules
immunitaires et ’étendre a tous les patients atteint de
lymphome induit par le VIH et ultérieurement a tous
les patients atteints par le VIH pour leur proposer
une cure.

L’objectif de notre projet est de développer un
médicament de thérapie innovante (MTI) composé
de cellules souches hématopoiétiques autologues,
génétiquement modifiées, pour les rendre résistantes
a la pénétration du VIH-1. Nous estimons la
population cible a environ 40 000 patients VIH-1
positif atteints de lymphome VIH-induit résistant ou
réfractaire aux chimiothérapies et éligibles a
lautogreffe [23,24,25,26].

Choix de notre
développement

stratégie de

Plusieurs parametres ont été étudiés afin
d’établir le profil de notre candidat MTT.

Choix: de la composante cellulaire

Nous avons étudié les différents types de
cellules que nous pourrions utiliser pour notre
médicament. L’option de modifier génétiquement
des cellules différenciées du patient telles que les
lymphocytes T CD4+ apporterait une résistance aux
seuls virus encore présents dans le réservoir viral du
patient. Toutefois, ces cellules différenciées sont
dénuées de capacité d’auto-renouvellement et ont donc
une durée de vie limitée, ce qui ne permettrait pas
une réponse au long terme et impliquerait la nécessité
de ré-administration du médicament.

La seconde option consisterait a modifier
génétiquement les cellules souches hématopoiétiques
du patient car, a la différence des lymphocytes déja
différenciés, elles sont dotées d’une capacité d’auto-
renouvellement, illimitée 7 vivo, et de différenciation
pour  redonner  lensemble  des  cellules
hématopoiétiques [14]. Le renouvellement des
cellules souches hématopoiétiques génétiquement
modifiées ainsi que leur capacité de différenciation
en lymphocytes T CD4+ résistants permettraient
une protection pérenne contre I'infection par le VIH-
1 apres une administration unique de cellules souches
hématopoiétiques modifiées.

L’option d’utilisation de cellules souche de
donneurs allogéniques présente la difficulté de

Cellules souches hématopoiétiques et lymphome induit par le VIH

trouver rapidement un donneur sain HLA
compatible avec le patient. De plus, la prise en charge
des lymphomes non-hodgkiniens et hodgkiniens
réfractaires aux chimiothérapies prévoit le recours a
Pautogreffe de cellules souches hématopoiétiques.
Ainsi, il serait possible de profiter de l'aphérese
réalisée dans le cadre de lautogreffe, pour récupérer
les cellules nécessaires a la fabrication de notre
médicament, afin d’éviter d’effectuer plusieurs
aphéréses. Enfin, a ce jour il n’existe qu'un faible
recul sur la sécurité et Pefficacité des médicaments
thérapeutiques innovants allogéniques.

Pour toutes ces raisons, nous avons fait le choix
d’utiliser des cellules souches autologues.

La modification génétique

L’inhibition de Pexpression de CCR5 a été
rapidement envisagée du fait de nombreuses preuves
de concept chez I'humain [17]. Cependant, cette
stratégie induit une protection contre l'entrée du
virus dans les cellules cibles qui n’est fonctionnelle
que pour le VIH-1 a tropisme R5, ce qui implique un
risque d'inefficacité pour les patients atteints par le
VIH-1 a tropisme CXCR4 ou a double tropisme
CCR5/CXCR4 ou méme en cas de bascule du
tropisme CCR5 au tropisme CXCR4 (mécanisme de
résistance).

Afin  d'étre  efficace sur les VIH-1
indépendamment de leur tropisme et de limiter les
risques de résistance, il faudrait que la stratégie de
modification génétique prévoit une seconde cible. Le
corécepteur CXCR4 étant impliqué dans des
processus physiologiques importants (migration des
monocytes depuis la moelle), il n’est pas envisageable
de modifier son expression ou son fonctionnement
en réalisant une délétion [18,19]. Comme expliqué
plus haut, la pénétration du virus suppose, apres la
reconnaissance du récepteur CCR5 ou CXCR4, la
fusion avec les protéines gp120 et gp41. Ainsi, une
option serait d’inhiber I’étape de fusion en visant une
cible commune aux deux tropismes, par
I'intermédiaire d’un inhibiteur de gp-41 exprimé par
les cellules CD4+ [20,21,22]. La protéine gp-41 ne
présente aucun role physiologique essentiel.

Ces deux modifications génétiques des cellules
souches hématopoiétiques du patient peuvent étre
réalisées par différentes techniques (vecteur viral,
plasmide et transfection non virale). La stratégie
choisie est lutilisation dun vecteur viral, plus
précisément un lentivirus. Un lentivirus est un sous-
ensemble de rétrovirus, parmi les virus les plus
couramment utilisés pour les procédés de
modifications génétiques. Le lentivirus peut
transduire a la fois les cellules en division et les
cellules quiescentes, sans entralner de réponse
immunitaire significative. Ces virus s'intégrent
également de maniére stable dans le génome de
I'héte, permettant l'expression du transgeéne a long
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Figure 2 : Stratégie de Cellfivent pour viser les étapes de fusion du VIH dans

les cellules au sein du patient

terme et sa transmission aux cellules filles dans le cas
de cellules souches hématopoiétiques génétiquement
modifiées, ce qui en fait un vecteur tres intéressant
en thérapie génique. Un lentivirus de 3¢ génération
est ici utilisé en raison de son faible potentiel de
mutagénese insertionnelle qui permet d’accroitre la
sécurité d’utilisation.

Suite 2 nos recherches bibliographiques, le
vecteur lentiviral choisi pour modifier les cellules
souches hématopoiétiques et ainsi produire notre
médicament, Cellfivent, est le vecteur Cal-1
[20,21,22]. 11 contient deux séquences génomiques
(figure 2) : une séquence codant pour un ARN en
épingle a cheveux qui inhibe la traduction de la
protéine CCR5 (systeme de &nock-out du gene CCR5)
et une séquence C46 codant pour une protéine
exogene C46 qui inhibe gp41 [20,21,22].

Procédé de fabrication de Cellfivent

Toutes les étapes de production, depuis la
modification génétique de nos cellules souches
hématopoiétiques jusqu’a 'amplification des cellules
transfectées, seront réalisées par notre entreprise, au
sein d’un établissement
pharmaceutique autorisé situé en
France.

La premicre étape pour
aboutir a la fabrication du
médicament de thérapie
innovante consiste 4 obtenir le
« matériel cellulaire de départ » en
réalisant la cytaphérese des CSH
du patient nécessitant une greffe
dans le cadre de son lymphome

VIH-induit  (figure 3).  Cette
cytaphérese étant effectuée sur le
sang périphérique apres
mobilisation des cellules

médullaire  du  patient. La
fabrication de notre MTI
nécessite des quantités
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procédé pharmaceutique de
fabrication du MTI et sont
transportées  jusqu’a  notre
établissement fabricant.

Les étapes suivantes, qui seront réalisées dans
Pétablissement de fabrication de la substance active,
concernent le procédé de modification cellulaire. Les
cellules sont décongelées dans un milieu de culture
complété a 5 % par du sérum AB humain. Puis une
mise en contact des cellules a lieu avec des
microbilles d’activation lymphocytaire [27] pour les
préparer a la mise en contact avec le lentivirus (mise
en cycle cellulaire).

Le lentivirus est fourni par un sous-traitant,
Oxford Biomedica, qui s’occupe de sa production.
Apres activation des cellules, le lentivirus, est ajouté
dans le milieu de culture pour effectuer la
transduction des cellules. Enfin, la culture cellulaire
s’effectue dans un bioréacteur qui permet une
amplification cellulaire automatisée et a grande
échelle.

Les cellules transduites et amplifiées sont
ensuite réparties dans des poches plastiques avec une
solution de conservation et un agent cryoprotecteur
et forment ainsi le produit fini. Le produit fini peut
alors étre congelé et cryoconservé dans l'azote

— ) Cytaphérese
o

Patient VIH-1 +
Lymphome VIH-induit
Eligible a I'autogreffe

Cellules pour
modification
génétique
Cellules pour

autogreffe
cryoconservation
< 29
< ©Xe}
060
o
" Lentivi
Culture puis @
cryoconservation
On)
< o(.)Qo Injection
@ du lentivirus

Figure 3 : Stratégie de traitement du lymphome et du VIH chez un patient
atteint de lymphome VIH-induit et éligible a ’autogreffe



liquide28. La  cryoconservation permet de
s’affranchir du délai de stabilité du produit frais et par
conséquent faciliter le circuit final du médicament de
thérapie innovante avec son transport et sa
distribution vers les différentes pharmacies a usages
intérieur (PUI) des centres hospitaliers en Europe.
L’administration du médicament de thérapie
innovante se fait dans un hopital, qualifié par notre
entreprise, apres un délai d’au moins 21 jours suivant
lautogreffe prescrite pour guérir le lymphome.
Cellfivent® est transporté de notre site fabricant a la
pharmacie a usage intérieur du centre hospitalier, ou
il sera réceptionné, controlé, stocké si besoin puis
décongelé pour étre administré au patient [29].

Dans le cadre de la production de notre
médicament de thérapie innovante, le contrdle
qualité ne peut s’effectuer par des méthodes
classiques de contréle physico-chimique. Notre
médicament étant de nature biologique, il en découle
des méthodes de qualification biologique spécifiques
qui incluent notamment

— un contréle de la viabilité, de la quantité et de la
phénotypie  sur  les  cellules  souches
hématopoiétiques réceptionnées et décongelées
sur notre site fabricant ;

— des controles qualité en cours de production ;

—des controles qualité sur le produit fini Cellfivent®
parmi lesquels des controles phénotypiques, le
taux de transduction, de viabilité cellulaire ainsi
que des tests fonctionnels [30].

Preuve de Concept
Efficacité biologique démontrée chez la souris

L’équipe de Burke a réalisé une expérience
comparant deux groupes de souris humanisées [21] :
le groupe controle recevant des cellules souches
hématopoiétiques humaines non modifiées et le
groupe de traitement (Cal-1) recevant des cellules
souches hématopoiétiques humaines modifiées par le
vecteur Cal-1. Le taux circulant de lymphocytes T
CD4+ ainsi que la charge virale du VIH-1 au cours
des 14 semaines post infection par le VIH-1 sont
ensuite observés dans chaque groupe. Ces
parametres sont ceux utilisés pour le suivi des
patients VIH+ et représentent de bons indicateurs de
Pefficacité du traitement. L’expérience a montré un
taux de LT CD4+ significativement supérieur dans
le groupe Cal-1 par rapport au groupe controle, a
partir de 10 semaines. Ce taux se maintient jusqu’a
14 semaines. Elle a aussi montré un nombre de copie
du virus significativement inférieur dans le groupe
Cal-1 par rapport au groupe controle a partir de 8
semaines et se maintenant stable jusqu’a 14 semaines.

La modification génétique touche les denx tropismes

L’action commune sur les deux tropismes
possibles du VIH-1 (tropisme R5 en (a) et tropisme
X4 en (b)) de cette approche bi-cible est évaluée en

Cellules souches hématopoiétiques et lymphome induit par le VIH

mesurant in vitro la quantité de la protéine virale p24
pendant 12 jours apres transfection des cellules par
Cal-1. Les cellules traitées par le vecteur Cal-1
relarguent une quantité significativement moins
importante de protéines virales que les cellules
témoins et ce pour les deux souches considérées, ce
qui montre que la modification génétique est active
sur les deux tropismes viraux chez la souris [20].

Développement de Cellfivent® selon
une approche fondée sur le risque

Akezo est conscient de la nature particuliere de
sa stratégie. En effet I'utilisation d’'un médicament de
thérapie innovante souleve des questions auxquelles
un plan de développement pharmaceutique classique
ne peut répondre. Conformément a la
réglementation sur les médicament de thérapie
innovante qui permet d’adapter le développement,
compte tenu des spécificités de ces nouveaux
médicaments, nous allons utiliser une approche
fondée sur le risque (Risk Based Approach, RBA) pour
structurer notre développement. Le but de
I’approche fondée sur le risque est d’établir un profil
qui fait la liaison entre les risques potentiellement
attribués a lutilisation clinique du médicament de
thérapie innovante et les facteurs de risque qui
contribuent a leur appatition, permettant d’établir
des plans d’études sur ces risques afin de minimiser
et controler leur éventuelle survenue. Ainsi, nous
développerons nos parties non-cliniques et cliniques
pour étudier plus en détails les risques potentiels
spécifiques de notre médicament de thérapie
innovante.

Développement non-clinique

Le développement non-clinique de Cellfivent ®
s’appuiera sur une approche fondée sur le risque et
évaluera ainsi deux criteres de jugements principaux
: 1a sécurité et la non-efficacité.

11 est a noter que certaines données de sécurité
in vitro et de non efficacité 7 wivo ont déja été
collectées dans la preuve de concept concernant le
vecteur lentiviral Cal-1. En effet, Iéquipe de
recherche s’intéressant a cette approche s’est assurée
que le remaniement génétique n'altérait pas les
capacités fonctionnelles des cellules souches
hématopoiétiques, notamment leur potentiel de
différenciation  vers les  différentes lignées
hématopoiétiques [22].

Les résultats présentés montrent I'absence de
différence significative du taux des cellules nucléées
totales (CD45+), des lymphocytes T totaux (CD3+),
des lymphocytes T auxiliaires (CD4+) et
cytotoxiques (CD8+) entre les souris contréles et les
souris ~ Cal-1. La  modification  effectuée
préalablement a I'injection ne compromet donc pas
la capacité de différenciation des cellules transduites
par le vecteur Cal-121.
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De plus, le risque mutagene de ce vecteur a été
recherché en exposant les cellules souches
hématopoiétiques a de fortes concentrations de
vecteur. Les scientifiques ont calculé la capacité de
recolonisation 7z vitro des cellules aprés transduction,
par le biais d’un critere appelé la fréquence de replating
par nombre de copies du vecteut, et 'ont comparé a
celle obtenue par l'usage de deux virus connus pour
leur capacit¢é a induire des phénomenes
d’immortalisation cellulaire et faisant office de
contrbles positifs. Une fréquence élevée témoigne
d’une immortalisation des cellules. Le vecteur Cal-1
montre une fréquence plus de 10 fois inférieure a
celle obtenue avec les témoins, ce qui est en faveur
d’un faible pouvoir mutagene.

Pour compléter ces données, des études non-
cliniques supplémentaires devront étre réalisées
vitro avec des cellules CD34+ humaines transduites
par le vecteur Cal-1 et 4z vivo sur différents modeles
animaux : la souris BLT en raison de son systeme
immunitaire humanisé et le chimpanzé, seule espece
animale pouvant étre infectée par le VIH-1.

Dans le cas de Cellfivent®, les études
pharmacocinétiques classiques d’absorption,
distribution, métabolisme et excrétion ne sont pas
applicables. Cependant, la biodistribution de
Cellfivent sera évaluées 7z vivo au cours d’études
pivots.

Concernant la sécurité d’emploi, différentes
études seront réalisées. Un test d'immunogénicité est
effectué car la protéine C46 (issue de 'expression du
transgene) est une protéine exogene et pourrait donc
induire une réponse immunitaire inappropriée chez
I'hote. De plus, des études sur le risque pro-
inflammatoire de ces modifications génétiques des
cellules souches hématopoiétiques seront réalisée en
mesurant notamment différents marqueurs de
Pinflammation : interféron v, TNF « et
interleukine 6.

Comme évoqué plus haut, le potentiel
mutagene de  Cal-1  risque de favoriser
I'immortalisation des cellules et d’induire I'apparition
de tumeurs, il est donc particulierement important
d’étudier ce risque selon différents criteres : i vitro,
tests d’immortalisation cellulaire en comparaison a
un autre vecteur rétroviral, tests sur I'apoptose et
recherche de la présence de lentivirus compétent
pour la réplication (RCL) [32]; iz wive, risque de
mutagenése insertionnelle [32] et risque d’intégration
hors cible du vecteur.

Enfin certains tests présents lors d’un
développement classique ne peuvent étre réalisés
dans le cadre du développement de Cellfivent,
notamment des études de carcinogenése ou la
toxicité sur la reproduction [31,32].

Concernant la non-efficacité, différents risques
sont a étudier, notamment le risque de non
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expression a long terme des séquences génomiques
transduites, le risque de perte des capacités
fonctionnelles des cellules souches hématopoiétiques
et bien str le risque de non efficacité d’éradication du
VIH-1.

Grace aux résultats obtenus pendant la phase
non-clinique, nous pourrons demander Pautorisation
de réaliser des phases cliniques dans différents pays
de I'Union européenne via la soumission d’un unique
dossier de demande d’autorisation d’essais cliniques,
sur le portail de TEMA.

Développement clinigne

De par la nature de Cellfivent®, le
développement clinique ne pourra suivre strictement
les regles d’un développement classique. En premier
lieu, comme pour les médicaments anticancéreux, le
médicament expérimental ne peut pas étre
administré a des volontaires sains pour des raisons
éthiques. Ainsi, le développement clinique se
scindera en wune phase I/II incluant environ
20 patients et une phase III incluant 100 patients.
Plusieurs centres seront désignés dans différents pays
de 'Union européenne pour accueillir les patients de
Iétude. L’ouverture de ces centres se fera au fur et a
mesure de I'inclusion des patients.

11 s’agira d’une étude ouverte et a simple bras.
La phase I/1I évaluera la faisabilité et la sécurité du
traitement. I’efficacité du traitement sera évaluée en
critére secondaire.

Les risques principaux de sécurité sont
Poncogenese insertionnelle et la possibilité de la
formation dun rétrovirus compétent pour la
réplication, ceux-ci seront minimisés lors de la
conception de la construction lentivirale et lors du
processus de fabrication [26].

A la différence d’un médicament issu de la
chimie, leffet dose ne pourra étre étudié pour
Cellfivent®, mais il faudra rechercher la dose
(quantité) de cellules a administrer pour obtenir un
effet thérapeutique. Cette recherche de dose se
fondera sur un calcul effectué a partir de données de
la littérature [33]. Finalement, la dose de Cellfivent®
a injecter sera comprise entre 7,5X10° et 2,0X10°¢
cellules par kilogramme. Cependant, les doses réelles
de cellules CD34 + a administrer dépendent du
nombre de cellules récoltées par aphérese et d’autres
parameétres de fabrication qui varient selon les
patients et qui ne permettent donc pas d’imposer une
quantité fixe de cellules-médicament a injecter, mais
plutot une dose cible avec une quantité minimale.

Pour controler Iefficacité antivirale du MTT, les
patients seront suivis pendant 2 ans et continueront
a Pétre 15 ans apres 'administration. Six mois apres
Iinjection, une évaluation de la charge virale, qui doit
étre inférieure a 50 copies/ml, et du nombre de
cellules CD4+, qui doit étre supérieur a 250/mm?,
sera réalisée afin de déterminer si les patients doivent



continuer a prendre leur traitement antirétroviral ou
peuvent Iarréter [26].

Accés au marché

Au vu de la population ciblée et de I'absence de
thérapie semblable sur le marché, nous envisageons
de demander la désignation de «médicament
orphelin ». Ainsi, Cellfivent® obtiendrait plusieurs
avantages comme lexclusivité — commerciale
européenne pendant 10 ans ainsi que des réductions
d’honoraires et des subventions, d’autant plus
qu’Akezo est une petite entreprise (SME). Ce MTI
offre une opportunité de guérison aux patients traités
grace a une unique injection et permet de répondre a
un enjeu majeur de santé publique. Ces
caractéristiques justifient le coat important du
médicament qui seraient compris entre 400 000 et

Cellules souches hématopoiétiques et lymphome induit par le VIH

atteints d’'un lymphome VIH induit et éligibles a
lautogreffe,.

Le développement de ce médicament de
thérapie innovante repose sur des preuves de
concept qui ont été établies 7z vitro et in vivo chez les
souris humanisées comme vu ci-dessus. Cellfivent®
consisterait en la réinjection de cellules souches
hématopoiétiques modifiées génétiquement par un
lentivirus v sh5/C46 (Cal-1) permettant I'inhibition
de la traduction du corécepteur CCR5 ainsi que
I'inhibition de la fusion membranaire par 'expression
de gp-41. Ces deux cibles visent ’étape de fusion du
virus a la fois de tropisme R5 et X4 permettant la
guérison d’une plus large population de patients.

Lefficacité ainsi que la sécurité d’emploi seront

étudiées au travers de différentes études dans
indication précédemment évoquée.

450 000 euros.

Conclusion

médicament de thérapie innovante avec les cellules
du patient qui cible deux étapes majeures de la fusion
du VIH. Ce médicament de thérapie innovante a des
donc pour objectif de guérir du VIH-1 les patients

Lorsque nous aurons le recul pour mesurer
I'impact de Cellfivent®, nous poutrons alors nous
tourner vers de nouveaux marchés, en particulier
I'Amérique et I’Asie, mais aussi vers une indication
élargie : d’abord vers des patients séropositifs atteints
d’autres hémopathies malignes, puis vers 'ensemble
patients  résistants traitements
antirétroviraux.

Notre stratégie est de développer un

aux
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