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Traitements du SIDA :
recherche de nouveaux
médicaments et élaboration
de thérapies géniques

Tout I’arsenal des techniques qui permettent d’élaborer
de nouveaux médicaments est aujourd’hui mis en ceuvre
pour mettre au point une thérapeutique antivirale effi-
cace sur le virus HIV-1. C’est par une approche classi-
que que fut découvert PAZT, seule molécule d’utilisa-
tion médicale courante, mais dont ’efficacité limitée fait
rechercher des dérivés plus actifs et moins toxiques. La
modélisation moléculaire d’inhibiteurs, réalisée a par-
tir d’une structure protéique cible connue, constitue une
approche qui pourrait se révéler extrémement puissante.
Il demeure qu’en dépit de nouvelles pistes prometteu-
ses, la synthése de molécules antivirales complétement
efficaces risque de ne pas étre rapide. L’importance de
Ienjeu justifie donc d’analyser les potentialités offertes
par des stratégies moins classiques, telle la thérapie géni-
que somatique par immunisation intracellulaire ou toxi-
génétique, qui pourrait €tre appliquée en complément
des autres approches thérapeutiques.

duits dont peuvent disposer les labo-
ratoires et industries pharmaceuti-
ques, ainsi que des préparations

a seule thérapeutique anti-
HIV d’utilisation médicale
courante repose actuelle-

ment sur l’administration

de médicaments inhibiteurs
de 'infection virale, dont le chef de
file est la zidovudine (AZT) [1].
L’activité antivirale de ce produit a
été identifiée par la méthode dont
procede classiquement la découverte
de médicaments antiviraux : le cri-
blage systématique de molécules, 2 la
recherche d’une activité inhibant
I’infection virale de cellules en culture
[2]. Des centaines de milliers de pro-

d’extraits végétaux ou de fermenta-
tion ont ainsi fait ’objet de tests au
hasard. Certes le rendement d’une
telle méthode est trés faible mais elle
peut mener a la découverte de séries
moléculaires nouvelles, actives sur
n’importe quel stade de la réplication
virale. Cette stratégie peut &tre com-
plétée par la recherche a partir d’un
produit d’efficacité connue, de molé-
cules plus efficaces et moins toxiques
[3]. Théoriquement d’un meilleur
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rendement, cette méthode a donné
lieu a I’étude de milliers d’analogues
nucléosidiques dérivés de 'AZT, de
la didéoxyinosine (ddI) ou de la
didéoxycytosine (ddC), molécules
inhibitrices de la transcriptase inverse
virale. Cette recherche est cependant
handicapée par le peu d’informations
dont nous disposons sur les raisons
pour lesquelles telle ou telle molécule
est efficace ou toxique. Une troisieme
stratégie pour isoler de nouveaux
médicaments, probablement la plus
prometteuse pour l’avenir mais
encore relativement peu employée en
pharmacologie, est la modélisation
moléculaire ou molecular design. Elle
consiste, une fois la structure tridi-
mensionnelle de la molécule cible éta-
blie et ses zones fonctionnelles iden-
tifiées, a dessiner un inhibiteur théo-
rique capable d’effectuer avec la cible
une liaison stable aboutissant a une
inhibition irréversible, quel qu’en soit
le mécanisme. Appliquée a la recher-
che de médicaments anti-HIV, cette
méthode qui vient de donner des
résultats spectaculaires pour la mise
au point, au moins n vitro, d’inhibi-
teurs de protéase [4-5], nécessite
'identification des diverses cibles
potentielles.

Les cibles possibles
d’un traitement anti-HIV

Le cycle des rétrovirus est bien
connu (figure I, p. 832) et a fait
I’objet de nombreuses revues [6-9].
Le virus, fusionnant son enveloppe
avec la membrane cellulaire, injecte
dans le cytosol, la totalité de sa cap-
side. A Dintérieur de celle-ci, la
transcription inverse est assurée par
la transcriptase inverse du virus,
aboutissant a la synthése d’un ADN
proviral double brin, puis au trans-
port de cet ADN lié aux protéines
capsidiales dans le noyau cellulaire.
La, une endonucléase ou « inté-
grase » permet son intégration dans
le génome cellulaire. Intervient alors
une phase de latence plus ou moins
prolongée, fonction de conditions
encore mal connues et au cours de
laquelle il n’y a pas de traduction du
génome viral. A terme, le cycle viral
se poursuit par la traduction de son
génome (figure 2, p. 833) conduisant
a la production d’ARN viraux qui
vont jouer d’une part le role de
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génome pour les futures particules fil-
les et, d’autre part, celui d’ARN
messagers pour la synthése des pro-
téines virales. Deux protéines jouent
un réle tout a fait particulier a ce
stade : Tat et Rev [10]. Tat, codée
par ’'un des messagers les plus pré-
coces du virus est une protéine tran-
sactivatrice qui semble intervenir 2 la
fois dans la transcription et dans la
régulation post-transcriptionnelle de
I’expression virale. Rev, synthétisée
comme Tat grace a certains des
petits messagers initlaux du virus,
assure de son cOté le passage cyto-
plasmique des grands messagers qui
vont aboutir a la synthése des pro-
téines structurales. Apres la synthese
des constituants protéiques internes
sous forme de longs précurseurs non
clivés, la particule virale bourgeonne
a la membrane cellulaire dans
laquelle viennent s’enclaver ses glyco-
protéines de surface (gp120) et trans-
membranaire (gp41). La maturation
compléete du virion ne s’acheve
qu’apres la séparation de la particule
virale de la membrane -cellulaire,
grace a I’activité de la protéase virale
qui clive les grands précurseurs des
protéines internes. Cela permet la
mise en place des trois protéines
issues du geéne gag (protéines de la
matrice qui sous-tend I’enveloppe
virale, de la capside interne et de la
nucléocapside associée a I’ARN),
ainsi que des enzymes issues du gene
pol, indispensables a la réplication (la
transcriptase inverse, I’intégrase et la
protéase elle-méme). A cOté de ces
données relativement claires, on sait
que d’autres protéines (Vpu, Vpr,
Vif, Nef), interviennent dans le cycle
viral, mais leur role, surtout en ce
qui concerne Vif et Nef, est moins
bien connu. Par conséquent, elles ne
peuvent représenter pour le moment
que des cibles trés incertaines de
médicaments antiviraux.

Les cibles potentielles étant identi-
fiées, on peut en principe concevoir
trois types de médicaments antivi-
raux. (1) Ceux qui bloquent I’infec-
tion de la cellule a quelque stade que
ce soit, entre I’interaction du virus et
de son récepteur a la surface cellu-
laire, et I’intégration du génome.
(2) Ceux qui, a un stade ultérieur,
empéchent la cellule infectée de pro-
duire des particules virales ou ne lais-
sent produire que des particules inef-

ficaces. De tels médicaments pour-
raient agir a2 n’importe quelle étape
entre la transcription et la maturation
complete du virion apres sa sortie de
la cellule. (3) Ceux enfin qui, faisant
la part du feu, détruiraient élective-
ment les cellules infectées, réduisant
ainsi le risque d’extension de l'infec-
tion virale a d’autres cellules.

Médicaments inhibiteurs
de l'infection virale

Comme nous l’avons déja men-
tionné, la famille des nucléosides
inhibiteurs de la transcriptase inverse
(AZT, ddI, ddC), inclut tous les
médicaments qui sont de pratique
médicale courante dans le traitement
de l'infection par le HIV. De nom-
breux analogues des mémes médica-
ments sont actuellement a I’étude
sans qu’a ce jour ait été identifiée
une molécule a la fois plus active et
dépourvue de toxicité médullaire ou
neurologique. Leur mode d’action est
I’inhibition de la transcription
inverse, mais la part respective d’une
inhibition directe de I’enzyme et d’un
arrét d’élongation des chafines reste
imprécise. Les molécules de la famille
des TIBO, dérivés de benzodiazépi-
nes dépourvues d’action sur le
systeme nerveux central et dont cer-
taines sont, in vitro, de puissants inhi-
biteurs de la réplication du HIV-1
(mais non du HIV-2), seraient éga-
lement des inhibiteurs de la trans-
criptase inverse [l11, 12]. Pour
I’heure, les essais cliniques sur
I’homme, des premiers TIBO sont
plutot décevants, mais [’étude de
cette famille moléculaire se poursuit.

En aval de la transcription inverse et
avant l’intégration, on peut imaginer
d’autres cibles de médicaments anti-
viraux, mais tout reste encore a faire
en ce domaine peu exploré. L’inhi-
bition de la ribonucléase H, enzyme
nécessaire a la synthese du deuxieme
brin d’ADN au cours de la transcrip-
tion inverse, est une piste potentielle.
L’intégrase pourrait aussi, en prin-
cipe, constituer une cible importante,
mais cette enzyme virale est encore
mal connue [13]. Quant au role
d’éventuelles protéines cellulaires de
transport interagissant avec des cons-
tituants de la capside ou d’autres
constituants viraux pour assurer le

transfert du complexe acide nucléi- m—
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Figure 1. Cycle du virus HIV-1 et »
cibles potentielles d‘une thérapie
anti-HIV-1. A. Etapes précédant
I'intégration virale dans le génome.
1 : le virus reconnait la molécule CD4
et se fixe a la cellule. Les CD4 solu-
bles, des polysaccharides ou des anti-
corps dirigés contre des protéines de
I’enveloppe virale peuvent empécher
la reconnaissance et/ou la fixation du
virus a la cellule cible. 2 : aprés fusion
des membranes virales et cellulaires,
la capside pénétre dans le cytoplasme.
3 : & l'intérieur de la capside s’effec-
tue la synthése de I’ADN proviral par
transcription inverse de I’ARN génomi-
que a l'aide de la transcriptase inverse
virale. Cette étape peut étre bloquée
par les inhibiteurs de la transcriptase
inverse : AZT, ddl, ddC, etc. 4:
I’ADN proviral pénétre dans le noyau
et 5: s’intégre au chromosome de
I’héte grace & I'action d’une intégrase
virale. On ne dispose pas & l’heure
actuelle d’inhibiteurs d’intégrase.
B. Etapes postérieures a l'intégra-
tion virale. 6 : la transcription du pro-
virus, stimulée par la protéine Tat,
conduit a la formation d’'un ARN de
35S (ARN génomique). Des inhibiteurs
de Tat ou des leurres la détournant de
son activité normale pourraient blo-
quer la transcription du virus. 7 : la
maturation de I’ARN viral, le transfert
vers le cytoplasme et |I’'équilibre entre
les différents ARN sont sous le con-
tréle de la protéine Rev. On ne con-
nait pas d’'inhibiteurs de Rev mais des
leurres constitués de la séquence
reconnue par Rev (RRE, Rev respon-
sive element), pourraient la détourner
de son activité normale. 8 : traduction
des diverses protéines virales. Les
messagers viraux pourraient étre
détruits par des ribozymes spécifiques
ou inactivés par des ARN antisens. 9 :
la maturation des protéines virales
comporte des étapes de glycosylation
et myristylation qui pourraient étre
inhibées, rendant les protéines inaptes
& former un virion fonctionnel. 10 :
dimérisation de I’ARN génomique viral.
11 : I'assemblage et le bourgeonne-
ment des virions pourraient étre
I’étape cible de linterféron. 12 : la
maturation des virions est sous
I’'action de la protéase virale. La
recherche d’inhibiteurs de protéase est
activement engagée.
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Figure 2. Le génome du virus HIV-1 et la particule virale. Les génes de
régulation sont en grisé. LTR : long terminal repeat, longue répétition terminale.

que/intégrase, du cytoplasme vers le
noyau, il reste pour le moment incer-
tain et donc tres en aval de nos pos-
sibilités d’intervention.

En revanche, en amont de la trans-
cription inverse, de multiples pistes
sont actuellement explorées, dans le
but d’aboutir a des médicaments
inhibiteurs soit de I’adhérence du
virus a son récepteur, soit de la
fusion de I’enveloppe virale et de la
membrane cellulaire. Dans l'un et
I’autre cas, I'infection serait bloquée
avant la pénétration du virus dans la
cellule. Trois groupes de molécules
intervenant a ces étapes font ’objet
d’études intensives sans que pour
autant on puisse envisager a breve
échéance une utilisation a large
échelle en clinique humaine.

Les anticorps neutralisants consti-
tuent 'un des moyens naturels de
défense contre le virus. Qu’il s’agisse
de protéines obtenues a partir du
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sérum ou du placenta humain, ou
d’anticorps monoclonaux préparés in
vitro, leur role principal dans le cas
du HIV-1 semble étre de bloquer la
fusion de I’enveloppe virale et de la
membrane cellulaire aprés que le
virus s’est fixé sur son récepteur
CD4, et non !’'inhibition de cette
fixation. Des anticorps monoclonaux
bloquant la fixation existent cepen-

dant aussi et pourraient agir en coo-

pération avec les précédents. L’utili-
sation de tels anticorps a été propo-
sée [14], a un stade avancé de la
maladie, pour reconstituer partielle-
ment les défenses antivirales de mala-
des. Les résultats préliminaires indi-
quent un effet bénéfique bien que
modéré, qui a récemment été con-
firmé dans le cas du SIDA pédiatri-
que. D’un autre c6té, on pourrait
imaginer d’avoir recours systémati-
quement a cette thérapeutique dans
le cas d’infections de laboratoire,

immédiatement apres leur survenue
accidentelle. D’une facon générale,
I'utilisation prolongée se heurte aux
obstacles habituels a I’emploi des
anticorps en thérapeutique humaine :
la nécessité d’injections répétées par
voie veineuse, ’efficacité limitée de
ces anticorps et l’immunisation
secondaire aboutissant a la produc-
tion d’anti-anticorps qui en inhibent
les effets. Leur avenir thérapeutique
semble donc limité en dehors de cas
particuliers.

Les polysaccharides sulfatés ont un
mécanisme d’action mal connu. On
admet en général qu’ils interagissent
de facon non spécifique avec I’enve-
loppe virale et bloquent sa capacité
de réaction avec les récepteurs cellu-
laires, mais une action sur la cellule
cible est également possible. Ces
médicaments, dont le modele initial
a été le sulfate de dextran [15], ont
une efficacité antivirale modérée exi-
geant d’importantes concentrations
sanguines ; ils doivent étre injectés
par voie veineuse et ont une activité
anticoagulante de type héparine, ce
qui en limite I’emploi. Les produits
actuellement existant ne semblent pas
destinés a un avenir thérapeutique
notable, mais la poursuite des études
autour de cette famille moléculaire
est certainement justifiée.

Les molécules CD4 solubles. La
molécule CD#4 est le récepteur prin-
cipal du virus a la surface des cellu-
les hématopoiétiques. Il a donc été
imaginé de préparer des molécules
CD#4 solubles, débarrassées de leur
région transmembranaire d’ancrage
cellulaire pour s’en servir de leurres
destinés a bloquer les molécules
gp120 a la surface du virus [16]. On
espere ainsi empécher I’acces du
virion a la cellule. Il semble bien que
Pefficacité de telles molécules soit fai-
ble et en fait surtout liée a leur capa-
cité de séparer la protéine gp120 du
virion. La durée de vie plasmatique
réduite a quelques minutes et sa fai-
ble efficacité, ont fait que le CD4
soluble a di étre abandonné.
D’autres molécules, dont la durée de
vie peut aller jusqu’a 48 heures, ont
été synthétisées en combinant les pre-
miers domaines de la molécule CD4
a d’autres protéines telle 1’albumine
ou des régions Fc d’immunoglobuli-
nes, pour constituer alors ce que I’on  m—
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appelle une immunoadhésine [17-19].
L’efficacité in vitro de ces dérivés du
CD#4 soluble est claire et leur toxicité
in vivo parait faible malgré les crain-
tes que 'on a pu avoir initialement
d’un effet immunosuppresseur par
interaction de ces molécules avec les
molécules HLA de classe II des cel-
lules immunocompétentes. L’obstacle
principal & leur emploi est cependant
la tres faible activité antivirale obser-
vée in vivo, méme a des concentra-
tions élevées. Pour cette raison, mal-
gré les espoirs initialement mis en
eux, 1l est peu probable que les
médicaments de cette famille puissent
constituer, au moins a breve
échéance, des médicaments impor-
tants dans le traitement de I’infection
par le HIV. Toutefois les travaux se
poursuivent pour tenter d’améliorer
ce systeme particulierement intelli-
gent,

Médicaments susceptibles
de bloquer la production
de particules virales
infectieuses par

les cellules infectées

Les inhibiteurs de protéines virales
Cinqg protéines au moins constituent
les cibles possibles d’une action anti-
virale postérieure a l'intégration du
virus : Tat, Rev, les protéines de la
nucléocapside et de la capside, et la
protéase. En ce qui concerne les trois
premiers, la mise au point d’inhibi-
teurs reste encore du domaine de
I’hypothese. Un produit issu du cri-
blage systématique et supposé avoir
une action anti-Tat pourrait cepen-
dant apparaitre a relativement breve
échéance en expérimentation humai-
ne. Les inhibiteurs de Tat devraient
entrainer une inhibition de Ia
synthése des ARN viraux. Les inhi-
biteurs de Rev quant a eux,
devraient empécher le passage dans
le cytoplasme des grands messagers
viraux et, par conséquent, la synthese
des protéines de structure du virion.
Ceux de la nucléocapside devraient
bloquer tout a la fois la dimérisation
du génome viral (indispensable a la
transcription inverse, donc a I’infec-
tiosité des particules), et I’encapsida-
tion, aboutissant a des particules
vides d’ARN. De trés nombreux tra-
vaux sont consacrés actuellement a
ces protéines, dont la structure tridi-

mensionnelle reste malheureusement
trées incompletement connue. Quant
a l'idée d’inhiber D’infectiosité de
virus par des inhibiteurs de la pro-
téine capsidiale dont les structures
répétitives sont probablement essen-
tielles pour assurer la formation de la
coque interne principale du virus (la
capside), elle reste tres théori-
que [20]. Paradoxalement, la struc-
ture de cette protéine qui est I'une
des plus importantes quantitative-
ment dans le virion, est trés mal con-
nue. La mise au point d’inhibiteurs
de la formation de la capside est une
voie actuellement trés peu explorée.
Les inhibiteurs de protéase sont, au
contraire, des réalités qui arrivent au
stade de I’expérimentation humaine.
Des inhibiteurs peptidiques et surtout
non peptidiques, dont on peut atten-
dre une beaucoup plus grande effi-
cacité en raison de leur stabilité, ont
été mis au point [21-23]. Certains
d’entre eux sont les résultats specta-
culaires des travaux de modélisation
moléculaire [23]. Ils atteignent des
efficacités in vitro de I’ordre du nano-
molaire mais on sait encore peu de
choses de leur toxicité et de leur bio-
disponibilité. Ce groupe de médica-
ments provoque in vitro, la formation
de particules immatures, incapables
d’infecter des cellules parce que les
grands précurseurs protéiques des
produits des geénes gag et pol ne sont
pas clivés, Cette piste est actuelle-
ment 'une des plus prometteuses
pour ’avenir, & bréve échéance, de
la thérapeutique dirigée contre les
lentivirus humains, Reste a démon-
trer s’ils sont actifs et bien suppor-
tés chez le malade.

Les oligonucléotides sens, antisens
et les ribozymes
La thérapeutique antivirale, comme
celle du cancer suscite un nombre
considérable de recherches dont le
but est de mettre au point des oligo-
nucléotides a activité médicamen-
teuse [24]. Ces « anti-acides nucléi-
ques » pourraient en théorie agir de
plusieurs fagons : en tant que neutra-
lisants des ARN messagers et inhibi-
teurs de la traduction dans le cyto-
plasme, en tant que bloqueurs de
I’épissage ou de la maturation des
messagers dans le noyau, en tant que
destructeurs d’ARN viraux, surtout
lorsqu’il s’agit de ribozymes, ou
m/s n® 8, vol. 7, octobre 91



encore, en tant que compétiteurs de
produits d’activation, lorsqu’il s’agit
d’oligonucléotides « sens » et non plus
« antisens » Leur utilisation se heurte
a des difficultés majeures : leur sen-
sibilité aux nucléases, qui semble en
partie résolue actuellement, notam-
ment par ’utilisation de nucléotides o
et de phosphorothioates [25, 26], et
leur pénétration cellulaire pour
laquelle de nombreuses études de
ciblage et de vectorisation sont en
cours. Ce dernier obstacle reste diffi-
cile  franchir. Le maniement des oli-
gonucléotides comme agent thérapeu-
tique comporte encore d’autres incon-
nus dont la plus importante concerne
les possibilités d’atteindre des concen-
trations intracellullaires qui seraient
nécessaires, si bien que I’efficacité que
I’on peut en attendre, en dehors de
systemes trés particuliers, demeure
incertaine. Nous ne saurons vraisem-
blablement que dans quelques années
s’il existe un véritable avenir théra-
peutique pour les oligonucléotides.

Les autres inhibiteurs de la répli-
cation virale

Deux autres types de médicaments
sont en principe susceptibles d’agir
sur des cellules déja infectées : les
interférons et les inhibiteurs de glyco-
sidase. Le mode d’action exact des
interférons sur la réplication des len-
tivirus est mal connu : ils intervien-
nent probablement a plusieurs étapes
et plus particulierement lors de la
formation du bourgeon viral a la
membrane cellulaire [27]. Malgré
une certaine efficacité in witro, les
interférons utilisés in vivo se sont avé-
rés décevants, méme a doses relati-
vement élevées. Cependant, leur uti-
lisation en association avec d’autres
médicaments agissant a d’autres sta-
des de la réplication et susceptibles,
éventuellement, d’en potentialiser
’action reste toujours justifiée. Ainsi
des essais sont actuellement en cours
pour tester [efficacité de la co-
administration d’AZT ou de ddC et
d’interféron .

Les inhibiteurs de glycosidase dont le
modele initial est la castanospermine
[28], semblent dotés d’une efficacité
limitée exigeant des concentrations
cellulaires difficilement accessibles in
vivo. Ils interviendraient en modifiant
la glycosylation de I’enveloppe virale
et pourraient bloquer la réplication
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par deux mécanismes : d’une part,
en limitant la sortie des particules de
la cellule productrice, d’autre part,
en diminuant 'infectiosité des parti-
cules filles. Leur utilisation reste pour
le moment trés théorique et n’a pas
d’application prévisible a court terme
en thérapeutique humaine.

Utilisation

d’autres protéines virales
comme cibles
thérapeutiques

Les lentivirus humains et simiens
sont caractérisés par ’expression
d’une série de protéines que I’on ne
rencontre pas dans les autres rétro-
virus et dont nous ignorons pour
I’essentiel la fonction. On soupgonne
aujourd’hui que Vpu joue un roéle
(exclusivement dans le cas du HIV-1)
dans ’assemblage des particules vira-
les et leur sortie de la cellule. Les
mutants Vpu- produisent trés peu de
particules infectieuses. On peut donc
imaginer en théorie que des inhibi-
teurs de Vpu pourraient aboutir au
méme résultat. De méme, la protéine
structurale Vpr semble intervenir
dans I’activation de genes cellulaires,
trés tOt apres la pénétration du virus
dans la cellule et joue peut-étre un
role a la phase initiale de I’infection.
L’idée d’inhibiteurs de Vpr, et a for-
tior: celle d’inhibiteurs de Vif et de
Nef dont les fonctions sont encore
trés contestées restent pour le
moment complétement théorique.

Médicaments susceptibles
de détruire électivement
les cellules infectées

De tels médicaments auraient en
somme une action analogue a celle
que l'on peut préter naturellement
aux lymphocytes T tueurs qui sont
présents et actifs en grande quantité
chez les sujets porteurs du HIV. La
destruction des cellules infectées
aboutit, ipso facto, a une diminution
de la production virale, tout particu-
lierement si elle peut avoir lieu a un
stade précoce de la réplication, avant
la production de particules complétes.
Deux types d’approches sont théori-
quement possibles :

® ]'’utilisation de médicaments qui
seraient électivement toxiques pour
les cellules infectées tout en respec-

tant l'intégrité des cellules saines.
C’est ce que certains ont cru devoir
trouver dans I’emploi de la trichosan-
tine ou GLQ223, extraite d’un con-
combre chinois [29]. Cette substance
est en fait un poison des protéines
ribosomales, particulierement actif
sur les cellules productrices de virus
mais également trés toxique sur la
cellule saine. Les essais préliminaires
qui ont été réalisés chez ’homme
révelent une toxicité importante,
notamment encéphalique, et une
action antivirale pour le moment
incertaine. La plus extréme prudence
semble indiquée dans I’emploi de tels
médicaments.

® La deuxieme possibilité consiste a
cibler les cellules infectées et a vy
introduire une toxine grace a la
reconnaissance d’un marqueur de
surface de ces cellules. Les immuno-
toxines, associant une toxine comme
celle de la ricine ou du bacille diph-
térique a une immunoglobuline sont
une premiere solution. Une autre
solution consisterait a utiliser une
toxine couplée a une molécule
CD#4 [33]. Dans I’'un et ’autre cas,
le produit pourrait reconnaitre a la
surface cellulaire, la glycoprotéine
d’enveloppe du virus et, injectant la
toxine, détruire les cellules en cours
de synthese virale. Outre un manie-
ment encore trés incertain, ces con-
ceptions se heurtent au fait que les
cellules reconnues sont justement déja
en phase relativement avancée de
production de particules virales
puisqu’elles doivent exprimer la
gp120 pour devenir la cible de ces
drogues. Elles seraient donc le plus
souvent rapidement détruites par le
virus lui-méme. Il serait plus intéres-
sant de pouvoir identifier les cellules
a un stade plus précoce, avant
I’apparition de la réplication, mais
nous ne connaissons pas de mar-
queurs de surface caractéristique de
cette phase de réplication. Cette
approche reste donc pour le moment
expérimentale, mais elle mérite d’étre
poursuivie,

Thérapie génique :
immunisation
intracellulaire

et toxi-génétique

Cette revue des approches médica-
menteuses antivirales

MONtre que e —
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malgré D’existence des nucléosides
inhibiteurs de la transcriptase réverse
virale et de leurs analogues, seules
molécules ayant une relative effica-
cité, et en dépit de nouvelles pistes
prometteuses [31-35, Tableau I,
p. 837], la synthése de molécules
antivirales véritablement efficaces ris-
que de ne pas étre rapide. L’impor-
tance de l’enjeu justifie donc de se
tourner vers des stratégies moins con-
ventionnelles telle la thérapie géni-
que [36]. Certes, I'idée de protéger
un individu contre une infection
virale en modifiant le génome de ses
cellules afin de les rendre résistantes,
peut sembler inadaptée si I’on rai-
sonne en terme d’infections virales
aigués. En revanche, comme le sug-
gérait récemment D. Baltimore [37],
divers éléments rendent cette appro-
che envisageable dans le cas d’une
infection par le HIV. En effet cette
infection induit une maladie chroni-
que qui, en moyenne, n’aboutit a
I’explosion du syndrome d’immuno-
déficience qu’en dix ans ou plus. Au
cours de cette longue latence, le
répertoire des cellules T est progres-
sivement détruit et I’on peut donc
imaginer qu’une thérapie génique
pourrait au moins sauver une partie
des cellules immunitaires. Cela ne
permettrait pas de régler tous les pro-
blémes qui surviennent au cours de
I'infection, notamment [’atteinte du
systtme nerveux central ou le déve-
loppement des lymphomes, mais la
thérapie génique pourrait limiter
I'importance de I'immunodéficience
qui est finalement a I’origine du
déces de la majorité des patients. Par
ailleurs, I’approche se trouve facilitée
par le fait que le virus atteint les cel-
lules T et les monocytes qui sont
parmi les cellules les mieux adaptées
aux techniques de transfert de genes.

Les cibles possibles d’une thérapie
génique sont celles précédemment
identifiées pour la thérapie médica-
menteuse, mais le principe est bien
différent. Il consiste en I’apport
d’une séquence d’ADN capable de
contrdler la synthése d’une protéine,
ou d’'un ARN qui seront les molé-
cules actives. On peut concevoir deux
types d’approches : I'une basée sur le
concept d’immunisation intracellu-
laire, c’est-a-dire sur l’introduction
dans les cellules T de séquences
d’ADN codant pour des molécules

capables d’inhiber le cycle viral ; la
seconde repose sur l’introduction de
geénes dont ’expression sera toxique
pour les cellules infectées par le HIV.

L’immunisation intracellulaire. Le
concept a été introduit par D. Balti-
more [37] comme une application au
traitement des maladies virales de
I'inactivation fonctionnelle de génes
par mutations négatives dominantes
[38-41]. II pourrait étre appliqué au
traitement de personnes déja infec-
tées, dans le but de rendre une par-
tie de leurs lymphocytes et de leurs
macrophages résistants a I’infection.
Cela induirait alors véritablement un
processus d’immunisation non immu-
nologique permettant a une partie du
répertoire T d’échapper a la destruc-
tion induite par le virus. Aussi long-
temps qu’une greffe autologue de
précurseurs hématopoiétiques modi-
fiés s’avérera nécessaire, et qu’elle
sera accompagnée de traitements
préalables par des cytotoxiques ou
par irradiation pour laisser place aux
précurseurs réintroduits, ce traite-
ment restera cependant inacceptable
a titre préventif et méme, peut-étre,
chez les patients récemment infectés.
Néanmoins, il n’est pas exclu que
I'utilisation de nouvelles stratégies de
transfert a I’aide de virus recombi-
nants directement injectables puisse
modifier les données du probléme.
Ainsi, des rétrovirus ou adénovirus
recombinants qui peuvent infecter les
lymphocytes T et qui ne provoquent
pas de maladies graves chez
I’homme, pourraient étre utilisés. De
tels vecteurs pourraient étre employés
pour limiter les conséquences de
Pinfection dans les phases avancées
de la maladie. On peut imaginer, en
théorie, de les utiliser en traitement
curatif plus précoce, avant I’appari-
tion de I'immunodéficience, si tant
est que ces vecteurs aient démontré
leur inocuité. L’utilisation a visée
vaccinale de vecteurs dont I’ADN
s’integre dans le génome de I’héte,
pouvant ainsi provoquer des muta-
tions insertionnelles déléteres, reste
plus problématique.

Comme !’ont proposé Herskowitz
[38] et Baltimore [37], au moins
deux types de protéines virales pour-
raient étre inhibées par I’introduction
de geénes mutants transdominants
dans les cellules T : des génes codant
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Tableau |

THERAPIES ANTIVIRALES : APPROCHES CONVENTIONNELLES

Niveau de blocage Cible Produit Efficacité
Interaction virus/récepteur cellulaire Gp120 CD4 soluble Tres faible
Polysaccharides
Anticorps
Fusion de |’enveloppe virale avec la membrane Gp120 Anticorps Treés faible
cellulaire Gp41
Transcription inverse Transcriptase inverse Nucléosides AZT Réelle
TIBO mais
limitée
Transport de I’ADN viral au noyau ? ? —
Intégration du provirus Intégrase ? -
Provirus Provirus Antisens ?
Transcription Tat Inhibiteur de Tat ?
ADN viral Antisens ?
Traduction ARNm Antisens ?
Assemblage du virion p24 ? ?
Bourgeonnement viral ? Interféron Faible
Vpu ? —
Encapsidation et dimérisation des ARN viraux Nucléocapside P15, P7 ? —
Glycosylation de |'enveloppe Glycosidases cellulaires Castanospermine ?
Maturation du virus Protéase virale Inhibiteur des protéases ?
Cellules infectées Immunotoxines

Tableau |l

THERAPIES GENIQUES ANTIVIRALES POTENTIELLES

Niveau de blocage Cible Transgéne codant pour
Interaction virus/récepteur cellulaire Gp120 CD4 soluble
Formation de syncitia Gp120 CD4 piégé dans le réticulum

endoplasmique

Suicide des cellules infectées

Cellule infectée

Toxine conditionnelle

Assemblage du virion

Protéines de structure multimériques

Mutants transdominants

Maturation et transport des ARN viraux

Rev

Mutants transdominants

Transcription

Tat

Mutants transdominants

Traduction des protéines virales

Messagers viraux

Antisens ribozyme
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pour des protéines structurales oligo
ou multimériques (figure 34, p. 838)
et des génes codant pour des protéi-
nes régulatrices polymériques ou
monomériques (figure 3B, 3C, p. 838).
Apres la démonstration initiale par
Friedman et al. [39] que I’expression
d’une protéine virale transactivatrice
tronquée du virus Herpes simplex de
type 1 (HSV-1) pouvait empécher
I'infection lytique des cellules traitées
par le HSV, deux groupes ont rap-
porté des résultats préliminaires sug-
gérant une application possible au
HIV-1. Malim et al. [40] ont mon-
tré qu'un mutant du géne rev pou-
vait inhiber de facon transdominante
la fonction normale de la protéine
Rev, a savoir le transport des ARNm
viraux du noyau vers le cytoplasme,
dans un systeme d’expression transi-
toire. La cotransfection par le géne
mutant, induit un effet inhibiteur
marqué sur l’expression des génes
viraux. Les résultats de ces expérien-
ces peuvent étre interprétés comme la
manifestation d’une compétition exer-
cée par la protéine mutante qui
aurait gardé la possibilité de s asso-
cier 2 ’ARN viral, mais aurait perdu
son site fonctionnel, comme cela
avait été suggéré dans le modele de
la protéine VP16 modifiée du virus
herpes [39]. Cet effet n’a cependant
pas été testé dans des cellules infec-
tées par le HIV-1 et nous ignorons
par conséquent si le niveau de pro-
téine Rev mutante produite serait
suffisant pour avoir un effet protec-

teur anti-HIV. De la méme facon,
Green et al. [41] ont montré que
dans des cellules Hela dans lesquel-
les un géne rapporteur chloramphé-
nicol acétyl transférase (CAT) con-
tr6lé par les séquences régulatrices
(LTR) du HIV avait été introduit,
des mutants de Tat pouvaient inhi-
ber par compétition la transactivation
du LTR induite par la protéine Tat
normale, La-encore, nous ignorons si
un tel geéne serait efficace dans des
cellules infectées, mais 1’ensemble de
ces expériences suggere que l’intro-
duction de genes codant pour des
protéines régulatrices mutées pourrait
avoir, comme dans le cas du virus
Herpes, une réelle efficacité
antivirale.

Une autre possibilité serait l'intro-
duction de geénes viraux codant pour
des protéines structurales multiméri-
ques mutées. Comme I’ont proposé
Trono et al. [42], une expression
modérée de telles protéines pourrait
avoir un puissant effet inhibiteur.
Cette idée a été appliquée par ces
auteurs pour bloquer la réplication
du HIV apres transfection des génes
gag pl7 et p24 mutés. Ils ont, en
outre, montré que dans des cellules
exprimant de facon constitutive la
protéine de capside Gag p24, le virus
avait une capacité réplicative affai-
blie. Il est possible de concevoir que
la réplication virale puisse étre inhi-
bée a différent niveau incluant
I’assemblage, le relargage, la stabilité
des virions, voire méme la pénétra-

«Figure 3. Exemples d‘immunisation intracellulaire antivirale. 3A : trans-
geéne « mutant transdominant » codant pour une protéine structurale multimé-
rique. L’association des monomeéres normaux codés par le géne viral et des
monomeéres mutés codés par le transgéne entraine la formation de structures
instables incompatibles avec la production d’un virion infectieux. 3B : trans-
géne « mutant transdominant » codant pour une protéine régulatrice monomé-
rique. 3C : transgéne codant pour un « leurre ». La protéine virale Rev indis-
pensable au transport des divers messagers du noyau dans le cytoplasme agit
en reconnaissant une séquence RRE sur les messagers (rev responsive ele-
ment). La production massive de séquences cibles RRE pourrait détourner la
protéine Rev de son site d’action normal et empécher I’expression des protéi-
nes virales. 3D : transgéne codant pour un récepteur CD4 muté comportant
un signal de rétention dans le réticulum endoplasmique. La protéine virale
Gp 120 synthétisée dans les cellules infectées exprimant le transgéne, s’asso-
cie a la molécule CD4 modifiée et se trouve piégée dans le réticulum. La for-
mation des syncitia, liée 3 la présence de molécules Gp120 a la surface des

cellules infectées, ne peut avoir lieu.
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tion ou la décapsidation dans une
seconde génération de cellules infec-
tées. Ces résultats encourageants
basés sur une immunisation intracel-
lulaire, doivent maintenant étre com-
plétés par des études in vivo.

La synthese intracellulaire d’un
récepteur viral modifié a été propo-
sée par Buonocore et Rose [43] pour
tenter de contrecarrer la réplication
virale dans les cellules infectées
(figure 3D). Ces auteurs ont utilisé un
géne CD4 muté codant pour une
forme soluble modifiée du CD4 com-
portant un signal de rétention dans
le réticulum endoplasmique (séquence
KDEL). Dans les cellules exprimant
ce mutant, la protéine d’enveloppe
gp120 qui s’associe au CD#4 se trouve
piégée dans le réticulum et n’appa-
rait donc pas a la surface des cellu-
les. De plus, la fusion avec d’autres
cellules exprimant le CD4 a leur sur-
face qui provoque nombre des effets
cytopathiques du virus, est inhibée.
Il est a remarquer qu’étant donné
I’extréme conservation du domaine
d’association de la protéine gp120 au
CD4, de nombreux isolats pourraient
étre inhibés par la méme protéine
mutante.

L’utilisation d’oligonucléotides, de
messagers antisens ou de ribozymes
et les problemes que posent leur uti-
lisation ont déja été évoqués dans le
chapitre des nouveaux médicaments
potentiels. Ces problemes incluent :
(a) la stabilité des oligonucléotides ;
(b) le ciblage, la pénétration et
I’accessibilité au compartiment cellu-
laire adapté ; (c) I’obtention dans les
cellules infectées de concentrations
suffisantes des molécules choisies, ce
qui semble ’'un des points cruciaux,
particuliéerement en ce qui concerne
'utilisation d’antimessagers. Certains
de ces problemes pourraient étre
résolus par ’obtention d’une expres-
sion stable de génes codant pour des
messagers viraux antisens dans des
cellules souches de la moelle osseuse,
qui pourraient ensuite étre greffées
chez le donneur autologue. Il s’agi-
rait la-encore d’une immunisation
intracellulaire, mais au niveau de
PARN. Il y a encore peu de résul-
tats en ce domaine, néanmoins, Sar-
ver et al. [44] ont rapporté que la
transfection de cellules Hela-CD4 +
avec un gene codant pour un

ribozyme dirigé contre la protéine m—
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Gag, pouvait entrainer une réduction
notable de I’expression des ARN Gag
apres infection par le virus HIV-1.
Dans ces expériences, le niveau de la
protéine p24 Gag était réduit d’un
facteur 50 a 100. De plus, la quan-
titt d’ADN proviral était aussi
réduite d’un facteur 100 suggérant la
capacité du ribozyme non seulement
de diminuer la production virale par
des cellules infectées mais aussi de
protéger la cellule contre une infec-
tion en clivant 'ARN viral dés sa
pénétration. Ces résultats laissent
donc espérer qu’une thérapie génique
pourrait étre réalisée non seulement
avec des geénes mutants négatifs
dominants, mais aussi avec des genes
codants pour des ribozymes ou des
antisens,

Une approche voisine aurait recours
a des ARN « sens ». L’inhibition de
la transactivation par la protéine Tat
a déja été évoquée comme cible pos-
sible de thérapie génique par produc-
tion de protéines mutantes transdo-
minantes. Une autre stratégie pour-
rait étre de piéger la protéine Tat par
une séquence constituée de la
séquence ARN TAR qui est la cible
naturelle de la transactivation des
ARN viraux par la protéine Tat. Un
géne codant pour un ARN « sens »
TAR a ainsi été récemment trans-
fecté dans des cellules CEM par Sul-
lenger et al. [45]. En utilisant un vec-
teur rétroviral dans lequel une
séquence hybride tARN-met-TAR
était insérée dans les deux LTR, ces
auteurs ont obtenus de trés hauts
niveaux d’expression de la séquence
TAR et une inhibition de pres de
99 % de I’expression de la protéine
de capside p24 apres infection des
cellules par le HIV. La-encore, cette
stratégie ne se heurterait pas a la
variabilité du virus puisque les pro-
téines Tat des virus HIV-1, HIV-2
ou SIV, interagissent toutes avec la
séquence TAR du HIV-1.

La thérapie génique par toxi-
génétique. L’élimination sélective des
cellules infectées par le HIV-1 est
délicate et la production de molécu-
les qui ne seraient toxiques que pour
les cellules infectées reste probléma-
tique. Certes, les immunotoxines ou
toxines associées a la molécule CD4
précédemment évoquées, pourront
peut-étre étre utilisées mais leur spé-

cificité comme leur efficacité in vivo,
est loin d’étre démontrée. Enfin, les
marqueurs membranaires connus
comme étant spécifiques des cellules
infectées, spécialement les molécules
Env, apparaissent tardivement a la
surface cellulaire ; par conséquent,
seules des cellules largement engagées
dans la production virale pourraient
étre éliminées. Une autre approche
pourrait étre basée sur la toxi-
génétique, c’est-a-dire une thérapie
génique liée a I’expression condition-
nelle, dépendante de la présence du
virus, d’une toxine cellulaire. Il s’agi-
rait en quelque sorte de la program-
mation d’un ordre de suicide donné
aux cellules infectées. On peut pour
ce faire, introduire dans des cellules
CD4 + un géne hybride codant pour
une toxine, placé sous le controle de
séquences régulatrices virales
(figure 4). Un tel géne devrait rester
silencieux en 1’absence de protéine
transactivatrice. Tat induirait son
expression et par conséquent le sui-
cide des cellules infectées. Une sécu-
rité supplémentaire limitant les ris-
ques d’élimination de cellules non
infectées comportant des protéines
cellulaires a activité de type Tat,
pourrait étre apportée en incluant
dans le géne codant pour la toxine,
une séquence de rétention nucléaire
des messagers et une séquence cible
de la protéine virale Rev (RRE) [46]
(figure 4). Ainsi en ’absence de Tat
et de Rev, la toxine ne pourrait pas
étre synthétisée. Une telle stratégie
pourrait permettre de limiter consi-
dérablement la propagation du virus,
en particulier chez les malades
récemment infectés. En outre, I'intro-
duction dans I’organisme de vecteurs
viraux recombinants tels les adénovi-
rus, permettant une thérapie génique
directe sans passer par une greffe de
moelle, pourrait rendre cette appro-
che plus opérationnelle. Récemment,
Venkatesh et al. [47], ont montré
qu’il était possible de transférer a
P’aide d’un adénovirus recombinant
un gene de toxicité conditionnelle (le
géne codant pour la thymidine kinase
(TK) du virus herpes), sous contréle
du LTR du HIV-1 (LTR-
HIV/HSV-TK). Lorsque des cellules
Hela exprimant la protéine Tat sont
infectées par cet adénovirus recombi-
nant LTR-HIV/HSV-TK et mises
en présence de gancyclovir, elles
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Figure 4. La thérapie génique antivirale par toxigénétique repose sur
I'expression conditionnelle, dépendante de la présence du virus, d'une
toxine. Le géne codant pour la toxine est placé sous la dépendance des
séquences régulatrices virales (LTR du virus HIV-1) dont I’activité nécessite
la présence de la protéine transactivatrice virale Tat. En principe, la toxine ne
sera exprimée que dans les cellules infectées et les détruira donc spécifique-
ment. Il existe cependant, dans certains types de cellules non infectées, des
protéines capables de transactiver le LTR viral. Afin d’éviter une expression
de la toxine dans ces cellules on peut introduire dans le transgéne des séquen-
ces qui conditionnent I’'expression de la toxine & la présence d’une seconde
protéine virale : la protéine Rev. Il s’agit d’'une séquence de rétention nucléaire
et du RRE (Rev responsive element). Ainsi, dans une cellule non infectée mais
possédant une protéine de type Tat, le messager est transcrit mais reste dans
le noyau et n’est pas traduit. En revanche, dans une cellule infectée la pré-
sence de Tat et de Rev aboutit a la production de la toxine et la cellule est

détruite.

métabolisent cet analogue nucléotidi-
que et en meurent dans 98 % des
cas. Il reste cependant a résoudre
divers problemes : (a) des résultats
moins spectaculaires ont été obtenus
dans d’autres types cellulaires dont
des cellules T ; (b) une toxicité nota-
ble a été observée vis-a-vis de cellu-
les non infectées ; (c) nous ignorons
enfin si les cellules infectées pour-
raient &tre éliminées avant la produc-
tion de particules virales. Néanmoins,
ces résultats suggerent qu’un adéno-
virus pourrait permettre le transfert
et 'expression d’une toxine, entrai-
nant la destruction de cellules infec-
tées, des la production des messagers
viraux précoces.

Les thérapies géniques du SIDA sont
manifestement a un stade précoce de
leur élaboration, mais les premiers
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résultats obtenus ex vivo montrent les
potentialités d’une telle approche thé-
rapeutique. II reste que leur efficacité
doit étre maintenant testée in vivo sur
des modeles murins, des macaques
ou des chats infectés par des lentivi-
rus. La réalité de leur application
future sera aussi fonction du succes
ou de I’échec des approches conven-
tionnelles et restera probablement
complémentaire de ces derniéres. Si
I’ampleur des enjeux justifient
d’ajouter aux stratégies plus classi-
ques d’élaboration thérapeutique
anti-SIDA cette voie potentielle
qu’est la thérapie génique, il faut
néanmoins souligner que son appli-
cation a grande échelle dans les pays,
et particulierement en Afrique ou des
millions de personnes sont concer-
nées, pourrait encore rester trés long-
temps une utopie Ml

Summary

Therapy of AIDS : towards new
drugs and strategies including
gene therapy

Since the discovery of human
immunodeficiency virus (HIV) as
the primary cause of AIDS, a
number of potential strategies for
antiretroviral therapy of this
disease have emerged. A classical
approach, relying on random ex
vwo screening for potential anti-
HIV activity of number of mole-
cules, has led to the identification
of AZT as a therapeutic agent
against HIV-1. It has been the
first drug tested in individuals
with AIDS and remains the only
molecule currently used. Other
nucleoside typc drugs and AZT
derivatives are tested in the aim
to found more active and less
toxic molecules. Furthermore,
enough insight has been gained
into some of the virus structure
proteins to provide basis for mole-
cular design of antiviral drugs.
Such an approach has been suc-
cessfully used to obtain protease
inhibitors that arc active at least
ex vivo. Nevertheless, despite the
fact that all the stages of HIV-1
replicative cycle are identified and
considered potential targets for
therapeutic intervention, classical
strategics have only provided anti-
viral drugs that remain poorly
efficient. Even if improvements
can be expected with the appea-
rance of new families of molecu-
les, the development of efficient
antiviral therapy of AIDS is likely
to be a very long story. It is the-
refore logical to consider other
approaches such as genc therapy
(intraccllular immunisation or
toxi-genetics), cven though their
eventual application would remain
for a long time difficult at a large
scale and even mythical in under-
developed countries.
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