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INTRODUCTION 

En matiere de SIDA, les propres de la recherche ont abouti a des 
traitements tres actifs associant plusieurs medicaments. Ces traitements 
d'un grand benefice se heurtent, dans nos pays, a des difficultes (jees aux 
resistances acquises par Ie virus ou a des effets secondaires et a une 
precarite des moyens dans les pays en voie de developpernent, 

Un grand espoir est suscite par les resultats experlrnentaux 
prometteurs, chez I'animal de laboratoire, en matiere de theraple genique 
anti-VIH. Ainsi, son objectif consiste a introduire dans l'orqanlsrne des 
cellules modflees par I'adjonction d'un gene d'interet, grace auquel elles 
fabriqueraient et libereraient en permanence des facteurs antiviraux in vivo. 

Les travaux de recherche en cours deflniront les meilleures 
modalites de ce traitement en vue d'une utilisation chez I'homme et dans la 
perspective d'une efflcacite durable. 

Pour des raisons de simplicite, cette mise au point, se basera sur Ie 
schema du cycle viral au sein de la cellule cible tnfectee par Ie VIH. Les 
strategies d'intervention de la therapia genique anti-VIH peuvent etre 
retrouvees grace aux points d'impact indiques dans illustration. 

SCHEMA (en annexe: a incruster) 

Legende : Cibles rnoleculalres pour une theraple genique du SIDA 



50 Volume hors serie, 2001. Seminaire Nationalsur les Biotechnologies 



51 Volume hors sene, 2001. Semlnaire National sur les Biotechnologies 

Chaque etape du cycle du VIH peut constituer une cible 
d'intervention antivirale. Les agents genetiques antiviraux en evaluation 
dans Ie monde sont: etape 1: CD4 soluble, anticorps anti-Env ou secretes; 
etape 2: ribozymes, anticorps intracellulaires antitranscriptase inverse, IFN; 
etape 3: leurres de la sequence TAR, cible de TAT, bwbiteurs 
transdominants de TAT. ribozymes, ARN anti-sens, IFN; etape 4: inhibiteurs 
transdominants REV, leurres de la sequence RRE; etape 5: ARN anti-sens, 
ribozymes; etape 6: inhibiteurs transdominants GAG, CD4 intracellulaires, 
IFN; etape 7: anticorps anti-Env, " suicide induit ". 

1.- DIVERSES STRATEGIIES O'INTERVENTION 

a.- Reconstitution glmetique des mecanlsmes naturels de defenses 

Son objectif est de transferer un gene, connu pour la production d'un 
facteur antiviral dans des cellules (moelle osseuse, lymphocytes, cellules 
fibroblastiques) prelevees chez Ie sujet infects par Ie VIH et ensuite 
reinjectees. Des petits organes artificiels (sponges ou organo"ides) incluant 
des genes therapeutiques peuvent, aussi, etre construits et irnplantes chez 
Ie patient. lis fonctionnent comme une entlte autonome capable de llberer Ie 
facteur ou la proteine therapeutique. 

La therapia gsnique experimentale par apport de molecules ayant 
un effet antiviral est illustree par les resultats des travaux suivants: 

- Molecule CD4 soluble (sCD4): II s'agit d'une protelne leurre du virus, car Ie 
CD4 est Ie recepteur naturel du VIH (gpI20) a la surface des cellules 
cibles. Les performances de cette proteine therapeutique ont ete 
ameliorees en lui associant d'autres fragments de proteines telle la chaine 
lourde des immunoglobulines G. Alnsi, l'irnrnunoadhestne sCD41gG a 
I'avantage d'etre deqradee plus lentement dans I'organisme que sCD4. 

- Anticorps neutralisants: Ce sont des anticorps diriges contre I'enveloppe du 
virus. Beaucoup de ces anticorps, en particulier anti-gpI20, sont 
inefficaces acause des nombreuses mutations du VIH. Un anticorps (2F5) 
dirige contre la gp41, protelne de fusion du VIH aux cellules cibles, semble 
etre interessante car il est doue d'un fort pouvoir neutralisant vis a vis du 
virus. II est speclfique d'une region assez conservee de la gp41 du VIH 1. 

Ces deux molecules (sCD4-lgG et 2F5) liberees dans Ie systerne 
d'organo'lde ont ete testees dans Ie modele de ia souris tmrnunodeflciente 
SCID "hurnanisee" (protocole de greffe de souris avec un mini systerne 
immunitaire humain dite souris SCID-Hu). Le suivi de la charge vira!e 
plasmatique et cellulaire et de la replication du VIHI apres culture de celtules 
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prelevees chez la souris SCID-HU alnsl traltee a permis d'observer une tres 
forte reduction, de 1 000 a 1 00 000 fois, de la charge et de la propagation 
virales in vivo. 

- Interferons (IFN), interleukines (IL): II est bien connu que I'IFN constitue 
I'un des plus pulssants systernes de defenses developpees par la cellule 
contre les infections virales. Dans Ie cas du SIDA, Ie VIH contourne les 
defenses immunitaires de l'hOte par destruction des lymphocytes 'r4 et 
aussi par repression de la synthese des IFN. 

L'actlvlte anti-VIH des genes des IFN , et a ete testee dans Ie 
modele de la souris SCID-HU lnoculee avec Ie virus in vivo. L'infection par 
VIHI chez souris SCID-HU est associee a une forte induction de la 
production des IFN et inhibant la replication et la charge virale, alors 
que I'IFN n'inhibe presque pas I'infection, bien qu'i1 soit efficacement 
exprime. lei, la synthase des IFN est inductible par Ie VIH. Elle est sous Ie 
controle du gene TAT du VIHI. En consequence, la synthese de I'IFN 
s'arrete des que I'infection par Ie VIH disparalt. 

Une autre approche a permis de faire exprimer constitutivement I'IFN 
a des niveaux faibles mals en continuo Ce systerne a permis de rendre les 

cellules resistantes a une penetration du VIH. Cependant, une expression 
constitutive des IFN pourrait etre ell I'origine d'une limitation potentielle ell une 
future evaluation clinique. L'impact d'une expression in vivo continuelle de 
I'IFN meme a des doses faibles devra etre attentivement evalue avant une 
application chez I'homme. 

Le gene de I'IFN a ete selectionne comme meilleur candidatanti-
VIH. Un protocole, chez Ie singe, devrait etre finalise. 

On peut , aussi, envisager d'amplifier grace aux genes de certaines 
interleukines des fonctions immunitaires ayant pour consequence de 
combattre la multlpllcation du virus. La strateqie des IL n'est pas celie qui 
est la plus favorisee. Le reseau de ces cytokines est tres complexe. 

b-Inhibition de certaines fonctions regulatrices du cycle VIH 

L'objectif de cette approche est de creer dans I'organisme des cellules 
incapables de multiplier Ie virus tout en restant vivantes et fonctionnelles 
(immunisation intracellulaire). "s'agit d'induire une resistance celfulaire vis a 
vis de I'infection ou de la propagation du VIH par transferts de genes codant 
pour des molecules (ARN ou proteines) inhibant une des etapes precoce du 
cycle viral, telles que la penetration du virus dans la cellule, la transcription 
du genome viral, Ie transport des ARN viraux vers Ie cytoplasme ou encore 
I'accumulation cytoplasmique de ces ARN. On peut citer: 
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- Inhibition des fonctions regulatrices des proteines TAT et REV du 
VIH. : Produites tres precocernent durant Ie cycle viral, les proteines TAT 
et REV sont essentielles a d'activation du VIH: TAT permet I'elongation 
de la transcription des genes viraux et REV favorise Ie transport, vers Ie 
cytoplasme des ARN codant pour les proteines structurales. Les etudes, 
au niveau des gimes TAT et REV, ont permis de demontrer que certaines 
mutations dirigees affectant certains domaines d'activation pouvaient 
engendrer des mutants ayant perdu toute activite activatrice du VIH mais 
surtout capables de bloquer I'action des proteines natives en prenant 
leurs places par phenornene de competition. Ainsi dans nos travaux, ces 
mutants inhibiteurs transdominants TAT et REV exprlmes slmultanement 
in vitro ou in vivo dans Ie modele animal SCID-Hu a permis, d'une 
manlere remarquable, I'inhibition presque totale de la propagation du 
VIHI. t.'equipe G. Nabel de lunlverslte du Michigan a pu, avec un variant 
REV-MLO seul, conferer un etat antiviral aux cellules. Un essai clinique 
de phase 1, chez des enfants infectes par VIH, a ete dernarre par 
l'equipe arnericalne. 

- Transdominant negatif GAG : La production accrue de proteines 
anormales de la structure de la capside du VIH empeche I'association et 
I'assemblage correct des virions. Les experiences in vitro, utilisant des 
transdominants negatifs du gene GAG du VIH, ont montrs "jncapacite de 
ces virus mutants a infecter des cellules cibles. 

- Genes codant pour les ribozymes, les ARN leurres et ARN anti-sens : 
D'autres strategies de theraple genique du SIDA sont egalement I'objet 
d'une intense investigation par de nombreuses equlpes, Certaines de 
ces strategies presentent des avantages particuliers. Les genes codant 
pour des ribozymes ou pour des leurres TAR et RRE sont capables de 
conterer une resistance cellulaire significative a I'infection virale. Ces 
molecules d'ARN, dont les modes d'action respectifs consistent a cliver 
specflquernent les ARN viraux at a neutraliser I'activite des proteines 
TAT et REV par fixation des proteines virales sur ces leurres, ne sont pas 
codantes et ne peuvent done etre a l'origlne d'un rejet immunologique 
des cellules infectees. Les r'ibozymes, en cours d'evaluation, sont diriges 
pour la plupart contre Ie gEme GAG de VIH. La degradation des ARN 
viraux a ici J'avantage d'mterferer. tant avec des etapes precoces du 
cycle viral, qu'avec des etapes tardives. 

Quant a I'ARN antl-sens, Ie gene qu'on veut introduire dans les 
cellules est un geme viral qui fabrique un ARN messager "anti-sens" de 
I'ARN messager du virus. L'avantage de cet ARN messager anti-sens est 
qu'il va se combiner, en s'hybridant, avec I'ARN messager du virus et 
bloquer son fonctionnement en l'empechant de donner naissance aux 
proteines virales. Les ARN anti-sens les plus etudies sont diriges contra les 
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genes TAT, REVet ENV du VIH. Pour une repression virale efficace, leur 
'niveau d'expression dolt etre plus sieve. Leur utilisation paralt, 
lactuellement, mains interessante. 

Dans ce volet, la vole toxiqenetique merite d'etre slqnalee. Elle est 
basee sur I'introduction, dans les lymphocytes T4+ et les macrophages, un 
gene qui fabrique une toxine veqetale, bacterienne ou virale. La fabrication, 
induite par Ie VIH lui-rnerne, d'une tres faible quantite de cette toxine suffit a 
tuer la cellule. Le gene suicide toxique Ie plus couramment utilise est Ie 
gene de I'enzyme thymidine kinase de l'herpes simplex (HSV). Sous Ie 
controle des proteines du VIH et en presence de Ganciclovir ou d'Acyclovlr, 
I'accumulation de produits phosphoryles par la kinase se traduit par une 
toxiclte cellulaire telle que rapportee par les travaux de D. Klatzmann. 

- Cellules suicides: cette approche consiste a modifier les cellules 
hernatopoletlques de rnaniere que I'infection par VIH induise la synthese 
de produit toxique entrainant Ja mort de la cellule avant toute production 
de nouvelles particules virales. Le concept est seduisant et a dernontre 
son efflcacite in vitro et dans Ie modele de la souris SCID-HU in vivo. 
Son application ne peut etre envisagee, actuellement, chez I'homme en 
raison de la necessite d'infecter un tres large pourcentage de la 
population cellulaire cible pour esperer la proteqer. 

2.- L1MITES, MAtS RECHERCIIES EN PROGRES 

a- Vecteurs 

L'insertion d'un ou plusieurs genes dans la cellule constitue une, 
etape primordiale dans Ie transfert gemique. En general, on a recours a des 
vecteurs viraux qui servent de "locomotive" pour vehiculer Ie gene 
thsrapeutlque et l'inserer correctement dans les ce/lules a modifier. Les 
vecteurs qui sont Ie plus souvent utilises sont des fragments de retrovirus 
murins capables d'infecter des cellules humaines. Ce sont des vecteurs 
intsressants rnais n'infectent que les celtules en division .. lis ont ete utilises 
avec succes dans la tMrapie genique chez I'enfant atteint de deficit 
immunitaire primif. En matiere de SIDA, les adenovirus sont des candidats 
dans Ie transfert de genes mais font I'objet d'une reponse immunitaire 
comme c'est Ie cas de la therapia genique de la mucoviscldose, C'est 
pourquoi les vecteurs adenoviraux de nouvelle generation sont envisages. 

La vectorologie, nouvelle discipline, est a I'c.euvre dans la mise au 
point de nouveaux vecteurs (vecteurs synthetiques, Iiposomes ... ). 
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La perennlte de I'expression in vivo d'un gene transfere reste encore une 
inconnue. L'introduction des deux genes therapeutiques sCD4-lgG et anti­
gp41 constitue deja un niveau de secunte eorouve dans Ie modele murin 
SCID-HU. 

a- Cellules souches hematopoietiques 

Introduire un gene therapeutlque dans les lymphocytes CD4+ 
peripheriques ne constitue pas une solution car leur duree de vie est courte. 

Ces cellules sont issues de la moeUe osseuse et sont presentee dans Ie 
sang. Pour des raisons d'ettlcaclte, I'introduction de genes d'interet dans les 
cellules souches hematopoletiques en particulier les cellules CD34+, va 
donner naissance a des cellules dans Ie sang, les ganglions, la rate, Ie 
thymus lndefinirnent protegees. II reste, neanrnolns, difficile d'isoler 
actuellement les cellules souches CD34+ pures. De plus, il est difficile de 
transformer, avec les outils actuels, un nombre suffisant de ces cellules 
souches pour obtenir dans la descendance un grand nombre de 
lymphocytes ou de macrophages resistants. La reconstitution 
hernatopotetique des souris SCID par greffe de fragments thymiques fcetaux 
humains et administration de cellules souches humaines genetiquement 
modlflees constituent une amelioration notable du systeme. 

CONCLUSION 

Bien que certaines strategies de therapie genique aient obtenu in vitro 
des resultats encourageants, iI est evidemment premature de prejuger d'une 
reelle efflcacite clinique, quelle que soit I'approche conslderee, D'autant que 
les evaluations in vivo chez les souris SCID-Hu ou, mieux, chez des 
macaques, sont aujourd'hui encore llmltees. pendant, i.i faut se rappeler que 
des progres significatifs recents dans Ie domaine de la graphie du genome 
humain en general et de la theraple genique en particulier pourront 
profondernent modifier Ie tableau des annees avenir. 


