17

L es stratégies de recherche de molécules antir étrovirales

Le traitement du sida, outre les thérapeutiques immunologiques, passe clairement
par la mise au point de molécules antirétrovirales, capables de bloquer d'une
maniére auss efficace que possible une étape du cycle du virus. Les virus, en tant
que parasites, utilisent largement pour leur propre réplication la machinerie
anabolique cedllulaire - synthese d ADN, d’ARN, de protéines.... Le probléme
consiste donc a obtenir un produit sélectif, agissant sur le cycle viral sans altérer le
bon fonctionnement des cellules de I'hGte. Pour cela, il est indispensable didentifier
clairement des cibles sélectives du virus et impliquées dans les étapes-clés du cycle
viral. On peut distinguer deux types d'approche pour la recherche de molécules,
I'approche de médicaments antirétroviraux classiques et celle sappuyant sur le
concept d'antisens.

Certaines protéines virales de méme que des protéines cellulaires partenaires des
protéines virales saverent étre des cibles potentielles. Dans le cadre de la recherche
de médicaments antiviraux classiques, on peut envisager les molécules selon leur
action sur les différentes étapes du cycle viral.

Quant ala stratégie antisens, elle met en jeu I'éaboration d oligonucl éotide formant
des hétéroduplex avec les ARN viraux, et qui sont donc susceptibles d'intervenir a
différentes étapes du cycle viral, principalement au niveau de |'expression des genes
viraux.

Le génome du VIH est constitué de neuf génes. Trois genes sont communs a tous
les rétrovirus

- gag, qui code pour les protéines de la capside,

- env. qui code pour les protéines d'enveloppe,

- pol, qui code pour la transcriptase inverse et |'intégrase.

Le génome du VIH est d'une complexité inhabituelle aux rétrovirus, car il contient
au moins 6 géenes supplémentaires de petite taille.
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Certains de ces genes (rev, tat et nef) codent pour des protéines qui régulent
I'expression des génes viraux.

Cibles pharmacologiques virales et cellulaires

Transcriptase inverse

La transcriptase inverse, enzyme virae qui catayse la synthese d ADN vira a
partir du génome ARN, est actuellement la seule cible pharmacologique
véritablement utilisée pour combattre le VIH. L'éape de la transcription inverse
conduit dun ARN vira a un ADN double brin qui comprend de nouvelles
structures, les ETR (Long Terminal Repeat), indispensables a la bonne intégration
du génome viral. La transcription inverse reste |'éape la plus importante sur le plan
pharmacologique. Les analogues non hydrolysables de nucléosides, AZT, ddl,
ddC, 3TC et DA4T, constituent la classe thérapeutique actuellement la plus
développée. Sous forme triphosphorylée, ils entrent en compétition avec les
nucléosides naturels et entrainent la terminaison de I'dongation de la chaine
d'ADN.

Le probléme de la phosphorylation est un probléme-clef dans la recherche de
nouveaux analogues de nucléosides anti-VIH. La premiére phosphorylation est
catalysée par une nucléoside kinase cellulaire, puisque le VIH n'en possede pas. Le
composé monophosphate est ensuite transformé en nucléoside di- puis
tri-phosphate par deux autres kinases également cellulaires. Dans le cas de I'AZT
par exemple, ces deux enzymes sont de faible efficacité, ce qui entraine une
accumulation du nucléoside monophosphate dans la cellule, accumulation
compensée par son excrétion rapide, ce qui contribue a diminuer encore I'efficacité
de ladrogue.

Pour évaluer les potentiaités d'un analogue, il est donc important de savoir sil sera
phosphorylé et par quelle kinase il le sera. Cela peut étre réalisé par des éudes in
vitro de phosphorylation des analogues par les divers systémes purifiés. L'autre
facteur limitant I'activité antirétrovirale des analogues de nucléosides se situe au
niveau de l'expression des kinases cellulaires, fonction de I'état métabolique des
cellules en effet, le statut métabolique des cellules cibles en termes de réplication et
dactivité transcriptionnelle conditionne I'activité antirétrovirale des analogues de
nucléosides. De ce point de vue, les lymphocytes quiescents ont un état
métabolique extrémement défavorable a I'activité de ces composés. Le niveau de
phosphorylation des différents substrats varie également d'une espéce a l'autre la
ddC, par exemple, est bien phosphorylée dans les lignées humaines et trés peu dans
les lignées murines.

Afin de se libérer de cette dépendance par rapport a I'état métabolique des cellules,
des composés mono-phosphorylés des molécules AZT, ddC et ddl sous forme
d'esters ont été synthétisés et sont a 1'étude ces ester mono-phosphates présentent
un grand intérét car ils passent tres bien les membranes cellulaires.
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Aprés action des estérases, les composés mono-phosphates sont ainsi obtenus
indépendamment du niveau d'activité des kinases cellulaires. De telles prodrogues
modifiées - esters monophos-phates mais auss dérives lipophiles et molécules
porteuses de radicaux diarylphosphates - font I'objet d'évaluation et de
développement parfois dga cliniques. D'autres voies de recherche sont en cours
d'exploration, comme la mise au point de vecteurs dadministration ou la
pharmaco-modulation contrdl ée génétiquement.

Une deuxiéme approche consiste a associer deux molécules agissant |'une au
niveau vira (inhibiteur de la transcriptase inverse), l'autre au niveau cellulaire. Au
niveau celulaire, la ribonudéotide réductase catalyse la réduction des
ribonudéotides diphosphorylés (ribo-NDP) en désoxyribonudéotides (ANDP). Les
dNDP sont ensuite phosphorylés en dNTP. Le flux de la biosynthese des dNTr est
le facteur limitant la synthese dADN cellulaire et d’ ADN vira lors de étape de
transcription inverse.

Prenons I'exemple de la cytidine: la ribonucléotide réductase catalyse la réduction
de la CDP en dcDr, qui est ensuite phosphorylée en dCTP. L'analogue
nucléosidique ddc est triphosphorylé en ddCTP dans la cellule, et entre aors en
compétition avec le nucléoside normd, le dCTP, pour l'incorporation dans la
chaine dADN. Aing, s l'on parvient a diminuer la biosynthése des nucléosides
endogenes normaux en inhibant la ribonucléotide réductase, on favorise alors
I'incorporation des analogues de nucléoside qui entrainent la terminaison de chaine
et la formation dADN vira tronqué. On obtient cet effet avec I'nydroxyurée,
antitumoral inhibiteur spécifiqgue de la ribonucléotide réductase, ou avec la
thymidine qui inhibe la réduction de la CDP en dCDP par un effet de rétrocontréle
d'une des sous-unités de la ribonucl éotides réductase.

ddc

COP —— = dCDP 7——-» dere ddctr 4

Ribonucléotide réductase

Elongation Terminaison de chaine
normale = compétition

Cette approche expé&imentale est tres intéressante car elle produit un effet de
potentialisation des analogues de nucléosides. Cependant, il reste nécessaire de
tester la tolérance des patients a I'hydroxyurée et de vérifier son effet clinique.
Récemment, des composés de la série des hydroxamates d'aminoacides ont
également éé proposés comme potentialisateurs des analogues de nucléosides et
semblent également agir en inhibant la ribonucl éotide réductase. Tres intéressant en
théorie, ce mécanisme dinhibition reste cependant encore loin d'une application
pratique optimale.
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En fait, la mise en place de protocole de polychimiothéraphie associant un
inhibiteur de la biosynthése des dNTP, par essence cytotoxique, avec un analogue
de nucléoside reste trés délicat. Néanmoins, les résultats obtenus actuellement sur
la potentialisation de la ddl semblent prometteurs.

Une autre famille d'inhibiteurs de I'é&ape de transcription inverse sont les
inhibiteurs non nucléosodiques de I'enzyme, qui agissent vraisemblablement par
inhibition alostérique. Ils présentent une bonne activité in vitro mais ne semblent
pas présenter dintérét clinique majeur, particuliérement en raison de |'apparition
précoce de résistance. Un inhibiteur sélectif et tres actif de la transcriptase inverse,
utilisable en clinique, reste a découvrir.

Intégrase

Danslacdllule, | ADN viral peut se trouver sous forme linéaire ou circulaire, a une
ou deux extrémités LTR (Long Terminal Repeat). La forme linéaire est considérée
comme la forme pro-intégrative. Le processus dintégration est indispensable a
I'expression des génes viraux e, de ce fait, est une des étapes-clés du cycle viral.
Elle conditionne la progression de I'infection virae (fig. 17-1).

POL

ENV GAG
ADN VIRAL LINEAIRE
CAGT ac 16
GT CA TG AC
us us U

3 Us

ADN CIBLE

intégrase 1

16 GAG POL ENV cA
e JUSEN S B I b S
U3 us u3 us

GENOME VIRAL INTEGRE

130 Figure 17-1 - Intégration de 'ADN rétroviral du Mo. MLV dans I’ADN cible
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Figure 17-2 - Motif en doigt de zinc de I'intégrase du viH-

L'intégrase, protéine de 32 KD codée par le géne pol (Panganiban et Temin, 1984),
catayse | insertion du génome vira ADN dans le génome de la cdllule cible. La structure
du site de I'intégrase, qui appartient a la famille des polynucléotidyl-réductases, est connue
depuis peu (Dyda et coll., 1994). La séguence primaire de la protéine présente du coté
N-terminal un motif trés conservé de type histidine-histidine-cystéine-cystéine (HHCC)
(fig. 17-2). Comparées aux caractéristiques canoniques des motifs en doigt de zinc, celles
de I'intégrase différent sur trois points: I’ orientation est HHCC au lieu de CCHH, la boucle
liant la séquence H ala séquence C apparait particuliérement longue (23 acides aminés) et,
enfin, le motif est unique. Bien quindispensable a I'activité enzymatique, ce motif ne
semble pas étre impliqué dans la fixation de la protéine sur I’ ADN.

L'intégration seffectue en deux éapes I'une est la coupure sélective de deux nucléotides
aux extrémités LTR situées sur I’ADN vird, I'autre est | insertion de ces LTR dans|’ADN
delacdlulecible.

La voie thérapeutique d'inhibition de I'éape dintégration est encore trés expérimentale en
dépit de recherches actives dans ce domaine, il n'existe a ce jour aucun inhibiteur
spécifique de I'intégrase du VIH susceptible d'entrer en clinique. Le meilleur composé
actif in vitro reste la suramine qui inhibe les deux étapes de l'intégration a des
concentrations pratiquement stochiométriques a celles de I'enzyme. La suramine présentant
six charges négatives se fixe par interactions éectrostatiques sur la partie N-terminae
cationique de I'enzyme.
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Cette fixation perturbe la fixation non spécifique de I’enzyme sur I’ ADN viral. Un
certain nombre de composés présentent un effet inhibiteur sur I'intégrase in vitro,
mai s & des concentrations peu compatibles avec un effet pharmacol ogique sélectif.

Il semble cependant que des composés hétérocycliques présentant des structures de
type orthadiphénols ou ortho-phénol-carboxylates soient des inhibiteurs
potentiellement intéressants. Dans presgue tous les cas, ces composés sont inactifs
sur le cycle vira ex vivo. La détermination récente de la structure tridimensionnelle
de la partie catalytique de I'intégrase du VIH-1 donne acceés a des études
structurales prédictives et rationnelles pour définir de nouveaux inhibiteurs
spécifiques. Il faut enfin mentionner que I’ inhibition de I'intégration peut ére
obtenue in vitro par une stratégie anti-sens, en ciblant les séquences
polypurines/polypyrimidines des extrémités LTR de |’ ADN viral par des
oligonucléotides formant des triples hélices. Ces oligonucl éotides sont actifs a des
concentrations inférieures a 1 mM et inhibent le cycle vital ex vivo a des
concentrations identiques.

Protéase

Une fois traduites, les protéines virales vont sassocier au génome vira compose
d'un dimere dARN pour produire de nouvelles particules infectieuses, qui quittent
la cellule infectée par bourgeonnement au niveau de la membrane. L'étape finale de
maturation des virions (assemblage de ses différents composants, constituants de la
capside, de la nucléocapside et enzymes virales) implique une aspartyl-protéase
virale, produit du géne pol. La structure tridimensionnelle de cette enzyme est
connue celle-ci clive spécifiquement les liaisons Phe-Pro et Tyr-Pro, qui par
contraste ne sont pas hydrolysées par les protéases des mammiféres.

Les inhibiteurs peptidiques de protéases comportent une ségquence peptidique
analogue au substrat naturel, mais possede en P1 un acide aminé non hydrolysable
il peut sagir de peptides courts ou de peptidomimétiques. Premiere molécule de
cette famille, le saquinavir vient de recevoir une autorisation de mise sur le marché
aux Etats-Unis. D'autres molécules prometteuses sont en développement, comme
I'indinavir et le ritonavir.

Il existe également beaucoup de recherches sur des inhibiteurs non peptidiques, de
faible poids moléculaire, susceptibles dinhiber la protéase en perturbant sa
structure tridimensionnelle.

Protéine de nucléocapside

Diverses protéines virales peuvent a plus long terme devenir des cibles potentielles
d'agents antirétroviraux. La nucléoprotéine NCP7, par exemple, assume un réle
fondamental dans le cycle viral, comme protéine de structure, cofacteur de la
transcriptase inverse et vraisemblablement dans la facilitation de I'intégration.
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Par ses fonctions d'hybridase et de transfert de brins, elle assure la dimérisation et
la stabilisation du génome ARN viral et participe a l'initiation de la synthese du
provirus, au cours de la phase de transcription inverse. La nucléoprotéine, dont la
structure est connue, est trés basique et possede deux doigts de zinc. Des
prodrogues stables et de faible toxicité, capables dinhiber cette protéine par
déplétion de son cofacteur, le zinc, sont actuellement en cours de développement.
L'étude de ses fonctions in vitro permet également d'envisager le criblage d'agents
inhibiteurs spécifiques, qui pourraient, une fois identifiés et testés, étre indiqués en
association avec d'autres agents anti-transcriptase inverse et anti-intégrase.

Tat et Rev

Tat et Rev, protéines de la phase précoce, sont traduites a partir dun ARN
doublement épisse.

Tat joue le rdle d'un transactivateur absolument nécessaire pour laréplication virale
et I'expression des protéines de la phase tardive (gag, pol et env). De plus, il
augmente la production de Rev. Tat exerce ses fonctions de transactivateur en
agissant directement sur la séquence d ARN TAR (poly-Tat Activation Response).
Rev facilite | exportation vers le cytoplasme et la traduction des ARN messagers
contenant la séquence RRE (Rev Responsive Element). Rev agit également sur des
séquences répressives pour lever I'inhibition de latraduction.

Phase précoce Phases tardives

ARN doublement épissé ARN non maturé Gag/Pol ; maturation simple Env
Traduction de Tat et Rev Traduclion des protéines de structure dépendante de Rev
induction de la production de Tat et de Rev par Tat

La séquence des événements peut se schématiser de la maniére suivante:
Vif (Virion I nfectivity Factor)
Vif est une protéine de 23 kDa codée par un transcrit de 5 Kb issu d'un épissage
simple régulé par Rev. Sa localisation est essentiellement cellulaire. On détecte des
anticorps anti-Vif chez les patients infectés par le VIH et ceci a tous les stades de
I'infection. Le phénotype associé a I'expression de la proténe Vif est parfaitement
défini. Les virions n'exprimant pas cette protéine présente un caractére infectieux
environ mille fois plus faible que les virions exprimant Vif. Vif semble également
impliquée dans la transmission de l'infection d'une cellule a l'autre. Vif n'est pas
impliquée dans la production de particules viraes. Vif ne semble pas agir sur la
transcription ou la traduction des protéines virales mais plutot sur la maturation ou
I'assemblage des protéines de structure. Une anomalie de l'incorporation de la
protéine d'enveloppe dans le virion a été observée dans des virus présentant une
mutation de Vif. Ceci se traduit pas des anomalies de I'architecture nucléoprotéine,
ce qui peut perturber des événements tels que la décapsidation ou le début de la
transcription inverse.
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Un fait intéressant est que la dépendance de Vif est conditionnée par |e phénotype
de lacdlule cible. Vif est indispensable pour laréplication du virus dans certaines
lignées cellulaires, dont les lymphocytes circulants, mais ne l'est pas dans d'autres.

Il reste des inconnues sur la structure et la fonction de Vif, en particulier sur
|'association de sa partie C-terminale avec des protéines de la membrane plasmique
et sur lafonction de ses séquences conservées 103-115 et 142-150.

Vpr (Viral Protein R)

Vpr est une protéine de 14 kDa qui confére un avantage de réplication significatif
pour les virus qui I'expriment. Cet effet, négligeable dans les cellules en voie de
multiplication active devient important dans les monocytes et macrophages en
phase Go. Les virions exprimant Vpr présentent un cycle réplicatif plus rapide et la
production de particules est elle-méme légerement augmentée. Cette augmentation
de production est nettement prononcée pour HIV-1 et HIV-2 dans les
macrophages. Parmi toutes les protéines accessoires, Vpr est la seule qui soit
incorporée dans le virion, probablement par une interaction avec le précurseur Gag
p55 et la protéine p6. L'association de Vpr avec le virion indique clairement son
niveau d'intervention dans les étapes précoces du cycle viral. On envisage que Vpr
pourrait agir au niveau des étapes de transcription inverse, de translocation ou d
intégration en stabilisant les structures de type ADN-ARN ou ADNADN. Un effet
de Vpr al’ éape de préintégration a é&té suggéré récemment en l'identifiant comme
composant nadéophile participant avec la protéine de matrice Gag p17 au transport
vers le noyau du complexe préintégratif dans les macrophages a |'état stationnaire.
Dans les celules infectées, Vpr a une localisation essentiellement nucléaire. Vpr
semble interagir spécifiquement avec une protéine cellulaire et est transportée vers
le noyau selon un mécanisme différent de celui observé en présence d'un signa de
localisation. Vpr pourrait enfin agir également en transactivant modérément le LTR
et augmenter aing le niveau de |'expression des genes viraux.

La question de I'éventuelle formation d'un hétérodimére “ leucine zipper ” avec une
protéine cellulaire reste non résolue.

Vpu (Viral Protein U)

Vpu est une protéine de 16 kDa exprimée par HIV-1 et non exprimée par HIV-2.
Son principal effet semble se situer au niveau de la production de particules viraes
en augmentant la vitesse d'expulsion des particules virdes de la membrane
cellulaire. L'absence de Vpu se traduit par la production de virus d'architecture
anormale et par le bourgeonnements de virions dans des vacuoles intracellulaires.
L'expression de Vpu est associée a une réduction de la formation de syncytia,
probablement en relation avec la vitesse d'expulsion des particules virales.

134



Il a é&té montré récemment que Vpu dégrade d'une maniére spécifique le récepteur
CD4 au niveau du réticulum endoplasmique. Des séquences sensibles a Vpu
semblent présentes dans la partie cytoplasmique du récepteur CD4. L'effet de Vpu
se Situe cependant essentiellement au niveau de la membrane cytoplasmique. La
phosphorylation de deux résidus sérine (52 et 56) affectent I'activité de Vpu. En
fait, la phosphorylation affecte partiellement I'effet sur la production de virions au
niveau membranaire mais est absolument indispensable a la dégradation du
récepteur CDA4. 1l est intéressant de noter que sur le plan structural et biochimique,
Vpu présente des analogies avec la protéine M2 du virus influenga. Comme la
protéine M2, Vpu est capable de se multimériser au niveau membranaire.

Nef (Negative Factor)
Nef est une protéine de 25 kDa pouvant se trouver sous une forme myristylée de
27 kDa. Le géne codant pour Nef est localisé a I'extrémité 3' du génome vird et
recouvre partiellement le début du LTR U3. Il existe quelques zones tres
conservées dans la séquence de Nef une séquence signal de myristylation ala partie
N-terminale, une séquence répétée de praline (PXX), flanquée de résidus acides et
une séquence de 30 acides aminés (120-150).
Comme Tat et Rev, Nef est exprimée précocement. Cependant, cette protéine n'a
pas d'effet notable sur laréplication virale in vitro. Initidlement, Nef était considéré
comme un éément de régulation négatif de I'expression des genes viraux agissant
éventuellement sur | activation transcriptionnelle du LTR. A cause de la trés
grande variabilité de la séguence de Nef, de nombreuses controverses sont
apparues concernant les effets de cette protéine. Actuellement, un certain nombre
de faits semblent ére acquis. Nef semble avoir une action facilitatrice de la
réplication virale en particulier dans des lymphocytes primaires infectés en phase
Go puis stimulés apres infection. De plus, des mutants Nef du virus de
I'iTmmunodéficience simienne (SIV) ne peuvent développer un effet pathogéne que
Sils sont capables d'effectuer une réversion de leur mutation. Nef induit également
Iinternalisation et la dégradation des récepteurs CD4. La courte queue
intracytoplasmique de 38 acides aminés du récepteur CD4 est indispensable a I'effet
de Nef. Lamyristylation de Nef d'autre part est indispensable a l'interaction avec le
récepteur CD4. En diminuant le nombre de CD4, Nef inhibe la surinfection des
cellules et facilite la dissémination de particules viraes plutt qu'elle ne facilite la
réinfection des cellules.
L'interaction avec une sérine protéine kinase cellulaire est a démontrer. D'autre
part, la fonction des séquences conserveées reste a étre identifiée. En résumé, les
perspectives pharmacologiques se situant au niveau des protéines virdes se
présentent d'une maniére treés différente en fonction des protéines concernées. Dans
le cas de Tat, Rev, NcP7 et de I'intégrase, on peut raisonnablement espérer obtenir
des inhibiteurs spécifiques dans les cing ans a venir.
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Cela provient du fait que, d'une part, I'on connait relativement bien les fonctions
biologiques de ces protéines et que, d'autre part, leur structure tridimensionnelle
compléte ou partielle est connue. Dans le cas de la protéine de matrice p17 et de la
protéine du core p24, la situation est moins favorable. Les structures ne sont pas
déterminées et les tests pharmacol ogiques inexistants. Ces protéines sont
cependant des cibles potentielles devant étre explorées. Enfin, dans |e cas de Nef,
Vif, Vpr voire Vpu, la situation est véritablement défavorable. Les fonctions
biologiques de ces protéines restent ambigués et leur structure encore plus mal
connue. Seules des recherches along terme pourront conduire a un éventuel
ciblage pharmacol ogique.

Protéines cellulaires partenaires

L'étude des protéines cellulaires partenaires des composants viraux devient
actuellement une voie de recherche importante pour déterminer de nouvelles
perspectives thérapeutiques. Ainsi, plusieurs protéines ont été identifiées comme
tenant des roles parfois majeurs au cours du cycle de réplication virale.

Il existe a n'en pas douter des effecteurs protéiques cellulaires agissant au niveau
des étapes précoces du cycle des rétrovirus. Ces effecteurs peuvent agir soit au
niveau de I'étape mal connue de la décapsidation, soit au niveau du processus
d intégration. Concernant I'intégration, quelques éléments de réflexion peuvent étre
proposes. Deux proténes semblent pouvoir étre considérées comme des effecteurs
potentiels de l'intégration. |l sagit de la polyADP-ribose polymérase et de la
topoisomérase Il. La premiere protéine, par ces propriétés dinteraction avec les
histones, module I'accessibilité génomique qui semble étre I'un des ééments
déterminants de I'efficacité de I'intégration des génomes viraux. Son action est
couplée avec les mécanismes de réparation de I'ADN. Cet aspect devrait fare
I'objet de recherches actives a court terme. Latopologie de I'ADN génomique de la
cellule semble égaement étre un parametre important dans le contréle de
I'intégration des génomes viraux. Il a éé observé que l'intégration de rétrovirus
recombinants de type MoMLvV était pratiquement nulle dans des lignées cellulaires
sous-exprimant I'isoforme a de latopoisomeérase 1.

Récemment, la protéine Inil (Integrase Interacting protein | ) a été identifiée gréce
au systeme de criblage en double-hybride comme se liant a l'intégrase. Elle ferait
probablement partie du complexe de préintégration et interviendrait dans la
sélection des sites nucléiques pour I'intégration de I’ ADN viral.

Etant donné les réles potentiels de la protéine Nef dans le phénomene d'endocytose
des récepteurs CD4 et dans I'augmentation de la production des particules virales
par les cellules infectées, des recherches ont é&é menées visant a identifier ses
partenaires cellulaires.
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| dentifiée également en systéme double-hybride, la protéine b-COP impliquée dans
le transport intracellulaire des composants membranaires, semble interagir avec Nef
(Benichou et call., 1994).

Le repliement de la protéine Gag lors de I'assemblage des particules infectieuses
semble requérir l'intervention d'une protéine cellulaire connue, la cyclophiline A.
Inhiber cette protéine, cible de la ciclosporine A, pourrait concourir a limiter la
production de particules viraes infectieuses. Des inhibiteurs dérivés de la
ciclosporine A, dénués toutefois d'activité immunosuppressive, font actuellement
I'objet de recherches (Franke et coll., 1994).

Une autre protéine, la TDP-43, a récemment été identifiée comme interagissant
avec des motifs TAR sur la molécule d ADN vira (Ou et coll., 1995). Cette
protéine serait capable de bloquer I'assemblage de complexes de transcription
impliqués dans |'activation effectuée par Tat.

Les inhibiteurs de glycosydases cellulaires, largement expéimentés in vitro,
semblent d'application trés limitée in vivo, mais de nouvelles séries sont a l'étude.
D'un point de vue pharmacologique, I'identification de cibles cellulaires dans le but
dinhiber e cycle viral pose le probléme de la séectivité de I'effet. Il n'est pas exclu
cependant que des polychimiothérapies associant des concentrations subtoxiques
de composés actifs sur des cibles cellulaires a des antiviraux spécifiques puissent
avoir un intérét thérapeutique.

Stratégie antisens

Une autre voie d'approche de I'inhibition du cycle de réplication virale consiste a
inhiber I'expression des génes viraux. On peut ains avoir recours a une stratégie
dite “ antisens ”, qui consiste a agir sur la transcription ou sur la traduction des
acides nucléiques, par différents moyens.

- Des oligoméres complémentaires des ARN messagers viraux peuvent perturber la
traduction. Le GEM 91 (phosphorothioate) est un oligomeére antisens (25 bases
complémentaires d'une séquence du géne vira gag). || empéche la synthése de la
proténe virale en formant un hétéroduplex avec I'ARN messager. Théoriquement,
il peut également shybrider au génome du virus, bloquant ainsi ou limitant I'action
de la transcriptase inverse et peut-étre I'encapsidation. Le GEM 91, qui fait I'objet
d'un de toxicité (phase ). se révele bien toléré. Les effets virologiques des
phosphorothioates paraissent actuellement trés limités. Cependant, leur stabilité
pourrait ére améliorée par la formation de phosphadiesters protégés contre les
nucléases, quil conviendra de tester. D'autre part, la “ vectorisation ” de ces
composeés pourrait ére un autre moyen d'augmenter leur stabilité et d'améliorer
leur biodisponibilité. Des travaux importants de galénique restent a faire dans ce
domaine.
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Il faut noter que les phosphorothioates ont par ailleurs un effet antiviral de type “
polyanion ” en interagissant de maniére non spécifique avec la membrane
plasmique et diverses protéines.

Différentes voies peuvent théoriquement étre envisagées pour inhiber la
transcription des genes viraux.

- 1l est possible de recourir a des anti-sens ADN, natifs ou modifiés, danomérie b
ou a. Ces ADN, généraement courts (20 a 30-mer), forment avec la séquence
ARN-cible un hétéroduplex, suivi probablement par une dégradation subséquente
du brin ARN par la RNase H. sauf dans le cas des ADN a qui donnent des
hétéroduplex insensibles a cette enzyme.

- On sait que les facteurs transcriptionnels cellulaires, notamment NFkB, régulent
le niveau d'expression des genes viraux. Une action a ce niveau, par exemple par “
piégeage ” du facteur transcriptionnel NFkB, a été envisagée. La stratégie antisens
reste I'approche la plus prometteuse en la matiére.

Il est envisageable de cibler les ARN au niveau nucléaire, sur les sites d'épissage,
ou au niveau cytoplasmique, par exemple sur le site dinitiation de la traduction.

- Le géne tat est une bonne cible, car son produit exerce une double action,
intracellulaire (régulatrice de l'expression virde et de la réplication) et
extracellulaire (transactivatrice dans le sarcome de Kaposi). Différentes séquences
peuvent étre ciblées la région de transactivation de tat et la séquence acceptrice
d'épissage.

- L’interaction entre la protéine Rev et sa cible sur I'ARN vird (RRE: Rev
Responsive Element), et par conséquent les étapes de transcription dépendantes de
Rev, peuvent ére diminuées en présence d'un oligodésoxynucléotide antisens
compétiteur de la séquence RRE.

- Dans la stratégie triple hélice (ou anti-géne), I'oligonucléotide se fixe sur I’ADN
et par formation locale d une triple hélice, empéche la transcription d'un gene.
Différents sites du géne peuvent étre choisis pour cibles, selon que I'on désire
inhiber la fixation de facteurs de transcription ou empécher | initiation ou |
élongation de I’ARN messager transcrit. Les oligonucléotides triple hélice, qui
ciblent les séquences LTR trés conservées de I'ADN viral, sont tres efficaces in
vitro dans l'inhibition de l'intégration et présentent une bonne sdectivité. lls
congtitueraient actuellement le seul moyen d'@iminer un provirus intégré dans une
celule.
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Par ailleurs, les triples hélices peuvent étre utilisées comme anti-messagers lorsque
ceux-ci forment une structure en épingle en cheveux.

Les ribozymes sont quant a eux des oligoribonucl éotides possédant des structures
tridimensionnelles particuliéres, contenant une séguence consensus a activité
nucléasique. Apres leur fixation, ces structures sont capables de River I’'ARN
messager.

La stratégie anti-sens constitue une approche nouvelle en thérapeutique humaine,
puisgu'il sagit dutiliser un acide nucléique comme médicament, sur une cible qui,
ellee-méme, est un acide nucléique et non plus une protéine. Les essais qui viennent
davoir lieu ont été les premiers a utiliser un antisens par voie générae chez
I'nomme, quelle que soit la pathol ogie concernée.

Les deux problemes majeurs de la“ stratégie antisens ” sont d'une part la stabilité
des oligonucléotides et d'autre part le ciblage d'une séquence dARN appropriée.
Une deuxiéme stratégie consiste a faire synthétiser dans la cellule un ARN antisens
vrai (beaucoup plus long) par exemple en introduisant un vecteur rétrovira qui
code pour |'anti-messager. |l est possible de déterminer les séquences devant étre
ciblées par criblage systématique en utilisant la technique des genetic suppressor
elements (OSE). Cette approche reléve cependant de la thérapie génétique et non
de la pharmacologie.

En résumé, se dégage une série de pistes qui, sans avoir toujours d'application
immeédiate, représente a court, moyen ou long terme des espoirs sérieux. Les pistes
plus accessibles semblent porter sur des inhibiteurs de proténes virales, intégrase,
Rev, Tat et nucléocapside.
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