
V
oilà bientôt treize ans que
l’agent étiologique du
SIDA a été identifié et
onze ans que l’action anti-
rétrovirale de la zidovudi-

ne (AZT®) a été mise en évidence.
Depuis, malgré l’accumulation
impressionnante des connaissances
concernant l’organisation génétique
et la biologie du VIH-1, et malgré les
efforts investis dans le développement
de nouvelles molécules antivirales,
aucun médicament réellement satis-
faisant n’a encore été trouvé. Si
d’autres inhibiteurs de la transcriptase

inverse (ddI, ddC) ont bien été
découverts et sont aujourd’hui propo-
sés pour une utilisation combinée à
l’AZT®, leur toxicité à long terme et
l’apparition durant le traitement de
variants viraux résistants limitent leur
utilisation. Une nouvelle génération
de molécules antivirales a été plus
récemment développée et est en éva-
luation clinique ; ce sont les inhibi-
teurs de la protéase virale. Cependant,
l’importance des doses thérapeu-
tiques requises (2,4 g/jour/patient,
soit environ un kg par an), associée à
la difficulté de leur synthèse et de leur
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Thérapie génique
de maladies infectieuses :
le modèle du SIDA(1)

L’absence actuelle de médicaments efficaces contre la mala-
die mortelle qu’est le SIDA a fait s’orienter vers un nouveau
mode thérapeutique, la thérapie génique. Le VIH-1 infec-
tant surtout les cellules du système hématopoïétique, les cel-
lules souches sont les candidates naturelles pour accueillir
les gènes à visée thérapeutique. La définition de ces der-
niers n’est pas achevée. Les gènes codant pour les interfé-
rons constituent aujourd’hui la voie la plus prometteuse car
la synthèse de ces antiviraux est inhibée dans le SIDA. Une
astuce intéressante consiste à placer les gènes transférés
sous la dépendance d’un promoteur activé par la protéine
TAT de VIH-1, si bien que seules les cellules infectées par le
VIH-1 synthétisent les interférons ; sécrétés, ils protègent les
cellules avoisinantes. De nombreuses autres stratégies sont
en cours d’évaluation, grâce à l’utilisation de modèles ani-
maux (souris scid infectée par le VIH-1, macaques infectés
par SIV). Un préalable aux études cliniques reste de savoir
manipuler correctement les cellules souches sanguines.
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production en quantité satisfaisante,
ainsi que l’apparition de mutants
viraux résistants à l’ensemble des anti-
protéases existantes [1], limitent sévè-
rement leur évaluation. Cette absence
de traitements du SIDA réellement
efficaces à long terme impose la
recherche de thérapies alternatives, et
ouvre la voie à l’évaluation d’ap-
proches moins conventionnelles, telle
la thérapie génique somatique.
Bien qu’initialement proposé pour le
traitement de maladies héréditaires
ou de certains cancers [2], ce
concept de thérapie génétique a vu
son champ d’application potentiel
étendu aux maladies virales, parmi
lesquelles le SIDA s’est évidemment
imposé comme une cible prioritaire
en raison de son caractère létal et de
sa chronicité [3]. Par ailleurs, le tro-
pisme particulier du VIH-1 pour les
cellules hématopoïétiques est égale-
ment un élément en faveur d’un pos-
sible traitement par thérapie

génique, les cellules souches hémato-
poïétiques étant, en effet, des cibles
privilégiées pour l’introduction d’un
gène thérapeutique. La différencia-
tion et la prolifération de ces cellules
après modification génétique
devraient pouvoir engendrer une
descendance hématopoïétique diffé-
renciée, résistante à l’infection et/ou
à la réplication virale. L’administra-
tion aux patients de leurs propres
cellules souches ainsi manipulées
pourrait, théoriquement, permettre
une repopulation permanente de
leur système hématopoïétique par
une population cellulaire « immuni-
sée » contre le virus, suivant le
concept défini par D. Baltimore [4],
avec pour conséquence un possible
ralentissement in vivo de la propaga-
tion virale (figure 1). Naturellement,
si l’absence actuelle d’antiviraux
satisfaisants justifie amplement la
recherche de thérapeutiques alterna-
tives innovantes, le développement et
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Figure 1. Principe d’une thérapie génique du SIDA. Les cellules cibles (cel-
lules souches hématopoïétiques ou lymphocytes CD4+ circulants) de patients
séropositifs sont prélevées, purifiées et modifiées génétiquement ex vivo par
un vecteur rétroviral leur conférant une résistance à l’infection et/ou à la pro-
pagation du VIH-1. La réadministration autologue de ces cellules devrait per-
mettre une repopulation du système hématopoïétique du patient par des cel-
lules mûres résistantes au virus.



l’évaluation de nouvelles molécules
antivirales restent évidemment une
priorité, en raison même du caractè-
re innovant et de la complexité de la
thérapie génique, et des nombreuses
incertitudes qui y sont associées.

Stratégies d’intervention
antivirales et cibles
moléculaires

Une thérapie génique du SIDA ne
peut être sérieusement envisagée
qu’à la condition de lever les nom-
breux obstacles scientifiques et tech-
niques qui en font encore une théra-
pie expérimentale. Le premier de ces
obstacles est de disposer de stratégies
antivirales qui soient non toxiques et
efficaces. Une résistance cellulaire vis-
à-vis de l’infection ou de la propaga-
tion virale peut théoriquement être
obtenue par transfert de gènes
codant pour des molécules (ARN ou
protéines) inhibant une des étapes
précoces du cycle viral, telles que la
pénétration du virus dans la cellule,
la transcription du génome viral, le
transport des ARN viraux vers le cyto-

plasme, ou encore l’accumulation
cytoplasmique de ces ARN (figure 2).
Des étapes plus tardives du cycle viral
peuvent également être ciblées : ainsi,
le transfert de gènes dont les produits
répriment la néoformation de parti-
cules infectieuses ou confèrent aux
cellules voisines un état réfractaire à
l’infection devrait permettre un blo-
cage efficace de la propagation virale
(figure 2). Étant donné la complexité
moléculaire et biologique du VIH-1, il
est cependant difficile de prédire
quelle stratégie de thérapie génique
sera la plus efficace. C’est pourquoi le
développement et l’évaluation paral-
lèle in vitro et in vivo de plusieurs
approches complémentaires sont
essentiels. Il est possible, en outre,
qu’une seule approche ne puisse
complètement bloquer la réplication
virale et qu’il soit nécessaire d’asso-
cier plusieurs inhibiteurs génétiques.
Cet article a pour objet de faire le
point sur les différentes stratégies
actuellement en cours d’évaluation
dans divers laboratoires, dont le
nôtre, et de mettre en relief leurs
avantages et limitations respectifs. 
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Figure 2. Cycle de réplication du VIH-1 et cibles moléculaires pour une théra-
pie génique du SIDA. Chaque étape du cycle viral peut constituer une cible
d’intervention antivirale. Les agents génétiques antiviraux en évaluation dans
le monde sont : étape 1 : CD4 soluble, anticorps anti-Env intracellulaires ou
sécrétés ; étape 2 : ribozymes, anticorps intracellulaires antitranscriptase in-
verse (anti-RTase), IFN ; étape 3 : leurres de la séquence TAR, cible de TAT, in-
hibiteurs transdominants de TAT, ribozymes, ARN antisens, IFN; étape 4 : in-
hibiteurs transdominants REV, leurres de la séquence RRE de réponse à REV;
étape 5 : ARN antisens, ribozymes ; étape 6 : inhibiteurs transdominants GAG,
CD4 intracellulaires, IFN ; étape 7 : anticorps anti-Env, « suicide induit ».



Reconstitution génétique
des mécanismes
cellulaires naturels
de défense antivirale :
le cas des interférons

La synthèse des interférons (IFN)
constitue l’un des puissants systèmes
de défense développés par la cellule
contre les infections virales [5].
Cependant, dans le cas du SIDA, le
VIH-1 contourne ces défenses immu-
nologiques de l’hôte par destruction
des lymphocytes CD4+ [6], mais aussi
par répression de la synthèse des IFN
par des mécanismes transcriptionnels
et/ou post-transcriptionnels encore
mal compris [7]. Or, il a été démon-
tré par plusieurs équipes que l’ajout
d’IFN exogènes, notamment des
IFNα et β, pouvait efficacement
contrôler la réplication virale dans
différents systèmes d’infections chro-

niques et aiguës [8, 9]. Sur la base de
ces observations, plusieurs protocoles
cliniques visant à évaluer chez des
patients séropositifs les propriétés
antivirales des IFN ont été lancés. Ces
études ont permis de démontrer,
après administration sous-cutanée
d’IFNα, un effet antiviral significatif,
ainsi qu’une action antitumorale dans
le cas du sarcome de Kaposi associé
au SIDA, chez les patients ayant un
nombre élevé de cellules CD4+

(> 200) et dont le système immunitai-
re est encore relativement fonction-
nel [10-13]. Cette action antivirale est
en revanche inexistante chez des
patients à un stade plus avancé de la
maladie. Par ailleurs, malgré des
conclusions parfois contradictoires en
raison de protocoles en nombre limi-
té et souvent différents, aucun effet
antiviral clair n’a été associé à l’admi-
nistration d’IFNβ ou d’IFNγ. Les IFN
constituent donc des molécules anti-
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Figure 3. Reconstitution génétique de défenses cellulaires antivirales natu-
relles : le cas des interférons (IFN). Bien qu’étant in vitro de puissants inhibi-
teurs de la réplication/propagation du VIH-1, les IFN ne peuvent limiter la ré-
plication virale car leur synthèse est réprimée par des mécanismes encore
mal compris. Ces défenses peuvent être reconstituées par un transfert dans
les cellules des gènes IFNα, β ou γ dont l’expression a été placée sous le
contrôle de la protéine virale TAT. Toute infection par VIH-1 devrait, en
conséquence, réprimer les gènes IFN cellulaires mais induire l’expression
des gènes transférés. Les IFN relargués dans le milieu extracellulaire de-
vraient également induire un état de résistance au VIH-1 des cellules avoisi-
nantes non génétiquement modifiées. 
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virales à considérer avec attention,
mais dont les conditions optimales
d’utilisation sont encore à finaliser.
Cela d’autant plus que la relation
entre les interférons et la pathogénie
du SIDA est complexe et reste mal
comprise. Les patients présentent en
effet une augmentation sérique d’une
forme aberrante d’IFNα, qui est de
mauvais pronostic. Cette forme labile
à pH acide, également décrite dans
certaines maladies auto-immunes
[14], est inactive vis-à-vis du VIH-1
mais conserve une activité antivirale
normale vis-à-vis d’autres virus. La
nature précise de cette inactivation
n’est pas établie.
Une approche potentielle de théra-
pie génique du SIDA peut consister
en une reconstitution génétique de
ce système naturel de défense antivi-
rale. Cela peut théoriquement être
réalisé par un transfert dans les cel-
lules hématopoïétiques des gènes
codant pour les IFN humains, mais
en plaçant ceux-ci au préalable sous
le contrôle de séquences régulatrices
contenues dans la région LTR (long
terminal repeat) du génome VIH-1.
L’activité promotrice de ces séquen-
ces étant spécifiquement réglée par
la protéine TAT de VIH-1 [15],
l’infection virale devrait réprimer les
gènes IFN cellulaires et, au contraire,
induire la synthèse et la sécrétion des
IFN codés par les gènes transférés
(figure 3). Cette production d’IFN
consécutive à l’infection virale
devrait conférer aux cellules ayant
intégré les gènes transférés et aux
cellules voisines une résistance à la
réplication et à la propagation du
VIH-1. Une validation de cette hypo-
thèse nécessite de pouvoir intégrer
ces gènes efficacement et de manière
permanente dans les cellules cibles
du virus, ou mieux, leurs cellules
souches. Les vecteurs de transfert
génétique les mieux adaptés à cet
effet étant aujourd’hui les vecteurs
rétroviraux [16], de tels vecteurs,
dans lesquels l’expression des gènes
IFN humains peut être fortement
induite par la protéine TAT du VIH-
1, doivent donc être développés. Une
telle stratégie a été proposée et entre-
prise dès 1989 par l’équipe de P.
Pitha, à l’université Johns Hopkins
(Baltimore, MD, USA), qui a
construit un vecteur rétroviral por-
tant le gène IFNα2 sous le contrôle
des séquences LTR du VIH-1 [17].

Ce groupe a ainsi démontré qu’une
lignée de lymphocytes T CD4+

humaine infectée par ce vecteur
rétroviral était effectivement forte-
ment résistante à la réplication virale,
et une augmentation notable de
l’expression du gène IFNα2 a été
mise en évidence dans ces cellules
après l’infection par le VIH-1. Dans
une étude plus récente [18], cette
même équipe a tenté d’améliorer la
spécificité de la régulation par VIH-1
de l’expression du gène IFNα2 afin
d’éliminer toute possibilité d’induc-
tion de la synthèse d’IFN par d’autres
stimuli que l’infection virale. Ils ont
pour cela inséré le gène IFNα2 sous
le contrôle d’une séquence promotri-
ce hybride dans laquelle les éléments
NF-κB de la région LTR de VIH-1 ont
été remplacés par des éléments de
régulation issus du gène ISG15 induc-
tible par l’IFNα [18]. Si dans un tel
vecteur l’expression du gène IFN
s’avère effectivement toujours induc-
tible par la protéine TAT de VIH-1,
et non plus par un stimulus non spé-
cifique tel le tumor necrosis factor
(TNF), en revanche, le niveau basal
d’IFN en l’absence de TAT reste rela-
tivement élevé. De plus, les titres des
vecteurs rétroviraux utilisés par cette
équipe sont extrêmement faibles
(environ 103 particules virales par
millilitre de surnageant de culture),
limitant sévèrement toute possibilité
d’infecter efficacement les cellules
hématopoïétiques cibles [18].
Pour notre part, nous avons dévelop-
pé une approche similaire, mais en
mettant l’accent sur la nature du vec-
teur rétroviral. Nous avons mis au
point un vecteur à régulation fine
permettant une expression du gène
IFNα qui soit négligeable voire nulle
en l’absence de TAT, mais forte en
présence de cette protéine (figure 4),
et dont le titre est très élevé (supé-
rieur à 106 particules par millilitre).
De plus, nous avons étendu cette étu-
de aux IFNβ et γ, afin d’évaluer les
propriétés respectives de ces diffé-
rentes molécules. Une infection par
le vecteur de lignées lymphocytaires,
promonocytaires, de lymphocytes pri-
maires ou même des lymphocytes
CD4+ purifiés a ainsi pu être réalisée
de façon très efficace et reproductible,
permettant une étude détaillée de la
sensibilité de ces cellules au VIH-1 : si
une infection initiale a bien été systé-
matiquement mise en évidence par
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diverses techniques (PCR, P24...),
aucune réplication et propagation du
virus n’ont été détectées dans les cel-
lules infectées par le vecteur (figure
4B). Ces cellules sont, en outre, tota-
lement résistantes à l’effet cytopatho-
gène du virus, alors que les cellules
témoins sont toutes détruites deux
semaines après l’infection. Cet état

antiviral a pu être corrélé à l’induc-
tion par le virus d’une forte synthèse
d’IFN sécrétés dans le surnageant de
culture des cellules infectées par le
vecteur. Une altération importante
de la maturation des particules
virales a également été observée dans
le cas de cellules ayant intégré le
gène IFNγ, confortant l’hypothèse

d’une implication des IFN dans
l’induction de cet état antiviral ; des
études antérieures avaient, en effet,
démontré un tel mode d’action de
ces molécules [19]. Comme prévu,
ces mêmes cellules sont, en revanche,
totalement permissives au VIH-2 : la
protéine TAT de VIH-2 n’interagis-
sant pas avec les séquences LTR de
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Figure 4. L’infection de lymphocytes
humains primaires par des vecteurs
rétroviraux portant des gènes IFN
dont l’expression est inductible par
TAT leur confère une protection
contre l’infection par VIH-1. A. Une
cassette d’expression contenant les
gènes IFNα, β ou γ sous le contrôle
des séquences de régulation par TAT
(VIH1-mini LTR contenant les élé-
ments NF-κB et Sp1, la boîte TATA et
les séquences TAR) et du signal de
polyadénylation de SV40 (pA) a été
introduite en orientation antisens
dans un vecteur rétroviral murin. Ce-
lui-ci comprend en 5’ la région LTR
du mouse sarcoma virus (MSV-LTR),
dirigeant l’expression du gène de sé-
lection NeoR, et en 3’ la région LTR
du myeloproliferative sarcoma virus
(MPSV-LTR). L’infection par ces vec-
teurs d’une lignée lymphocytaire hu-
maine CD4+ (CEMx174) et l’introduc-
tion dans ces cellules infectées du
gène tat permettent la mise en évi-
dence d’une forte induction de la sé-
crétion d’IFN uniquement dans les
cellules génétiquement modifiées.
B. Des lymphocytes primaires infec-
tés par les vecteurs rétroviraux por-
tant les gènes IFNα, β ou γ ont égale-
ment été infectés in vitro par VIH-1
(isolat clinique BX08) au jour 0, et la
réplication virale a été déterminée
par dosage de l’activité transcriptase
inverse (RTase) dans les surnageants
de culture. Une inhibition totale de la
réplication virale est observée uni-
quement dans les lymphocytes infec-
tés, mais pas dans les lymphocytes
témoins (–).



VIH-1 [20], la synthèse des IFN ne
peut en effet être induite par l’infec-
tion par le VIH-2.
Le large spectre d’action des IFN en
fait des molécules très attrayantes
pour une thérapie génique du SIDA.
En effet, non seulement les IFN
réduisent très fortement la quantité
absolue de particules virales pro-
duites, mais l’intégrité et le pouvoir
infectieux de ces particules sont éga-
lement altérés. De plus, les IFN étant
des molécules sécrétées pouvant
conférer un état antiviral aux cellules
avoisinantes, il est fort probable qu’il
ne soit pas nécessaire de transduire
toutes les cellules cibles pour proté-
ger la globalité de la population cel-
lulaire. Ce point est essentiel car il
n’est techniquement pas possible
aujourd’hui d’espérer modifier géné-
tiquement toutes les cellules CD4+ du
patient, même après infection par le
vecteur des cellules souches hémato-
poïétiques. Par ailleurs, contraire-
ment aux autres protéines antivirales
considérées pour une thérapie
génique du SIDA, ce sont des pro-
téines de l’hôte contre lesquelles
aucune réaction immunitaire pou-
vant entraîner le rejet des cellules
manipulées ne peut théoriquement
se développer. De plus, la synthèse
de ces molécules étant ici inductible
par l’infection virale, elle devrait être
faible et localisée, et donc reproduire
une situation physiologique normale.
Malgré évidemment de nombreuses
inconnues quant à la réelle efficacité
in vivo d’une telle approche, celle-ci
nous paraît néanmoins constituer
aujourd’hui la stratégie de thérapie
génique du SIDA la plus prometteu-
se. Une approche relativement sem-
blable est actuellement également
développée par le groupe du
Pr E. DeMayer, à l’Institut Curie
(Paris, France) : cette équipe a
démontré que des lignées lymphocy-
taires et promonocytaires exprimant
constitutivement IFNβ humain à des
doses faibles sont résistantes à une
pénétration du VIH-1 [21]. Cepen-
dant, une expression constitutive de
IFNβ pourrait constituer une limita-
tion potentielle à toute future évalua-
tion clinique. L’impact d’une telle
expression in vivo, faible mais consti-
tutive, de IFNβ devra probablement
être attentivement évalué avant une
application chez l’homme.

Inhibition des fonctions
régulatrices des protéines
virales TAT et REV

Produites très précocement durant le
cycle viral, les protéines TAT et REV
sont essentielles à la réplication de
VIH-1 : TAT permet l’élongation de
la transcription des gènes viraux (m/s
n° 6, vol. 5, p. 344 ; n° 10, vol. 5, p.
791) et REV favorise le transport vers
le cytoplasme des ARN codant pour
les protéines structurales (m/s n° 6,
vol. 5, p. 423) [15]. Le rôle primor-
dial de ces deux protéines virales
régulatrices en fait évidemment des
cibles de premier choix pour la mise
au point de molécules antivirales, ou
pour le développement de proto-
coles de thérapie génique. Depuis la
démonstration en 1988 que l’expres-
sion intracellulaire du variant tron-
qué d’une protéine régulatrice du
virus Herpes simplex de type 1 pouvait
protéger ces cellules contre une
infection lytique [22], plusieurs
équipes, dont la nôtre, ont tenté
d’appliquer une approche similaire
au VIH-1. 
Les protéines TAT et REV sont des
protéines nucléaires organisées en
domaines biologiques distincts (figu-
re 5), dont notamment un domaine
de localisation nucléaire et de fixa-
tion aux séquences virales cibles, un
domaine de dimérisation (TAT) ou
de multimérisation (REV), et un
domaine de transactivation impliqué
dans l’interaction de ces protéines
avec des protéines cellulaires essen-
tielles à la fonction de TAT et REV
[15]. Cette caractérisation fonction-
nelle fine de TAT et REV est l’abou-
tissement de nombreuses études sys-
tématiques des propriétés biologiques
de variants protéiques engendrés,
soit par mutagenèse dirigée, soit par
production de peptides correspon-
dant à des fractions successives des
protéines TAT et REV [23-28]. Ces
études ont permis de démontrer que
certaines mutations affectant les
domaines d’activation pouvaient
engendrer des mutants ayant perdu
toute activité régulatrice mais
capables de bloquer en trans l’action
des protéines virales natives. Nos
propres travaux ont confirmé ces
observations et mis en évidence une
localisation bien définie des acides
aminés dont la mutation permet la
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production d’inhibiteurs transdomi-
nants (figure 5).
L’activité antivirale des mutants inhi-
biteurs transdominants a été démontrée
in vitro par une analyse de la sensibi-
lité au VIH-1 de lignées lymphocy-
taires exprimant de manière perma-
nente les variants TAT et REV. Les
équipes de B. Cullen à l’Institut
médical Howard Hughes de Caroline
du Nord, de G. Nabel à l’université
du Michigan et de E. Bohlein de la
société Progenesys (Palo Alto, CA,
États-Unis) ont ainsi démontré que la
production d’un variant bien défini,
REV-M10 dont les acides aminés Leu
et Glu en position 78 et 79 ont été
respectivement modifiés en Asp et
Leu (figure 5), pouvait conférer à dif-
férentes lignées de lymphocytes T
humains une forte résistance à la
réplication virale [23-25]. De maniè-
re similaire, l’expression de mutants
TAT a également été associée à un

effet inhibiteur de la réplication de
VIH-1 [26-28]. Nous avons entrepris
pour notre part de comparer les pro-
priétés antivirales respectives d’inhi-
biteurs de TAT et REV, et d’évaluer
l’intérêt d’une association des deux
mutants. Si nous avons effectivement
également observé un effet antiviral
significatif dans des clones cellulaires
sélectionnés pour leur fort niveau
d’expression du mutant TAT, aucune
résistance à la réplication virale n’a
été détectée dans une population cel-
lulaire génétiquement modifiée non
clonale. En revanche, une popula-
tion de cellules T exprimant le
mutant REV est initialement réfractai-
re au virus, avec cependant un échap-
pement viral important trois
semaines après le début de l’infec-
tion. De manière remarquable,
l’expression simultanée des mutants
TAT et REV inhibe presque totale-
ment la réplication virale. Ces résul-
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Figure 5. Production d’inhibiteurs transdominants de TAT et REV. La muta-
tion systématique de chaque acide aminé des domaines de transactivation
(domaines TA) des protéines TAT (A) et REV (B), et l’analyse in vitro des pro-
priétés des variants ainsi produits permettent l’identification des acides ami-
nés (lettres rouges) dont la mutation permet de créer des mutants inhibiteurs
transdominants. Ces mutants ont perdu leur activité biologique mais sont ca-
pables d’inhiber en trans l’activité biologique de protéines TAT et REV non
modifiées. Les domaines de localisation nucléaires (NLS), de fixation aux sé-
quences ARN cibles (TAR et RRE) et de dimérisation/multimérisation sont
également représentés.



tats sont cependant légèrement diffé-
rents de ceux du groupe de G. Nabel,
car leur mutant REV confère seul un
état antiviral aux cellules infectées
par le vecteur, encourageant cette
équipe à proposer et démarrer un
essai clinique de phase I [29].
Bien qu’attrayante, une telle
approche comporte de nombreuses
limitations : (1) seule une co-expres-
sion des deux mutants TAT et REV
permet, dans nos expériences,
d’obtenir un état antiviral satisfai-
sant ; or la production d’un vecteur
rétroviral de titre élevé, capable
d’exprimer simultanément les
variants TAT, REV et un gène de
sélection (exemple : gène de résistan-
ce à la néomycine) n’est pas chose
aisée ; (2) la résistance à la réplica-
tion virale des cellules co-exprimant
les mutants TAT et REV n’est en fait
possible que pour des doses virales
relativement faibles, bien inférieures
à celles utilisées pour les cellules por-
tant les gènes IFN (voir ci-dessus) ; (3)
malgré la mutation de leurs
domaines d’activation, l’absence de
toxicité de variants TAT et REV n’est
pas établie : dans une étude antérieu-
re, nous avions démontré que
l’expression ubiquitaire des pro-
téines TAT ou REV natives pouvait
induire, chez des souris transgé-
niques, des manifestations patholo-
giques semblables à celles observées
chez des patients sidéens [30] ; il est
donc important de s’assurer, avant
tout développement clinique, que ces
mutants sont dépourvus de ces pro-
priétés ; (4) les variants TAT et REV
n’étant pas des protéines du soi, ils
seront probablement reconnus par le
système immunitaire des personnes
traitées ; bien qu’autologues, les cel-
lules exprimant ces molécules ris-
quent donc d’être rapidement reje-
tées. En conclusion, malgré son
élégance, l’intérêt thérapeutique
d’une telle stratégie reste très incer-
tain, sinon controversé.

Production constitutive
in vivo de molécules
solubles antivirales

Plusieurs expériences avec des
modèles simiens ont démontré la pos-
sibilité de protéger ces animaux
contre une infection par le VIH-1,
VIH-2 ou SIVsm par immunothérapie
passive [31, 32]. Cependant, l’applica-

tion à l’homme de ce type d’approche
est limitée par la nécessité de produi-
re l’anticorps neutralisant ou l’immu-
notoxine à une échelle industrielle, et
par le fait qu’un tel traitement néces-
sitera probablement des injections
multiples. Ces limitations peuvent
éventuellement être contournées par
l’utilisation de la technologie des néo-
organes [33] afin de délivrer de façon
permanente des molécules solubles
antivirales dans la circulation de
patients séropositifs. Une molécule
particulièrement intéressante est
l’anticorps monoclonal 2F5 isolé par
l’équipe du Pr H. Katinger (Institut
d’immunologie appliquée, Vienne,
Autriche). Cet anticorps d’origine
humaine reconnaît un épitope très
conservé de l’enveloppe virale, et pos-
sède un pouvoir de neutralisation vira-
le de très large spectre [34-36]. Des
néo-organes ont été, dans un premier
temps, constitués selon la technique
décrite par P. Moullier et al. [33], en
utilisant des fibroblastes murins pri-
maires autologues infectés par un vec-
teur rétroviral portant les ADNc
codant pour les chaînes légère et lour-
de de l’anticorps 2F5. Dans ces pre-
mières expériences, malgré un trans-
fert génétique très efficace dans des
fibroblastes et une implantation et
une vascularisation des néo-organes
satisfaisantes, la concentration des
anticorps humains circulants chez des
souris scid immunodéficientes [37]
n’a jamais dépassé quelques ng/ml de
sang, ce qui est probablement insuffi-
sant pour une neutralisation virale
efficace. Afin de valider in vivo ce
concept d’immunothérapie passive
génétique, cette expérience a été
répétée en utilisant, non pas des cel-
lules autologues, mais la lignée fibro-
blastique murine NIH-3T3. Des néo-
organes constitués de cellules 3T3
préalablement infectées ex vivo ont été
implantés à des souris scid auxquelles
40 x 106 cellules CD4+ humaines ont
été administrées par voie intrapérito-
néale trois à cinq semaines après
l’implantation ; ces souris ont été
éprouvées une semaine plus tard par
injection intraveineuse, soit de l’isolat
VIH-1LAI, soit de l’isolat VIH-1MN, et les
cellules humaines ont été récupérées
une semaine après pour analyse (figu-
re 6A). Sur les vingt souris ainsi traitées
et analysées, dix-huit se sont avérées
contenir des cellules humaines qui
avaient été protégées contre l’infec-

tion virale (figure 6B). Ces expériences
suggèrent que des concentrations
sériques d’anticorps 2F5 supérieures à
1µg/ml pourraient être capables de
protéger in vivo des cellules humaines
contre une épreuve virale.
Une telle approche comporte natu-
rellement de nombreux inconvé-
nients : ainsi que cela a été mention-
né, la constitution de néo-organes
contenant des fibroblastes primaires
autologues infectés ne permet pas
d’atteindre des niveaux circulants
thérapeutiques ; or il est évidemment
exclu d’utiliser chez l’homme une
lignée cellulaire établie, en raison du
pouvoir tumorigène de celle-ci. De
plus, la forte variabilité du virus aura
probablement pour conséquence
l’apparition de variants viraux résis-
tant à cet anticorps ; il sera donc
nécessaire d’associer plusieurs molé-
cules antivirales. Par ailleurs, il s’agit
d’une technologie lourde, chirurgica-
lement invasive, et faisant intervenir
de nombreux paramètres et compo-
sants biologiques difficiles à maîtriser
à l’échelle industrielle (collagène, fac-
teurs angiogéniques, cellules, gènes
thérapeutiques...). Si l’évaluation
d’une telle approche d’immunothé-
rapie passive génétique doit être
poursuivie en raison des résultats
encourageants de cette étude prélimi-
naire réalisée avec l’anticorps 2F5,
ainsi que des récents travaux de Valè-
re et al. démontrant une sécrétion de
la molécule CD4 soluble dans la cir-
culation sanguine de souris ayant
reçu l’implantation de néo-organes
modifiés génétiquement [38], il est
important de tenter de simplifier la
procédure. L’utilisation des vecteurs
de transfert de gènes pouvant être
directement administrés in vivo et
permettre la production stable à forte
concentration de protéines circu-
lantes constituerait une alternative
plus adaptée. De nouvelles généra-
tions de vecteurs adénoviraux à
immunogénicité réduite sont actuel-
lement en cours de développement
par plusieurs équipes, dont la nôtre,
et pourraient, dans un proche avenir,
constituer une telle alternative [16].
Il sera également intéressant d’éva-
luer le pouvoir de synergie obtenu
par la production simultanée de plu-
sieurs molécules solubles antivirales
affectant différentes étapes de la
réplication virale.

21m/s n° 1, vol. 12, janvier 96



Autres cibles
moléculaires
de thérapie génique

Plusieurs autres stratégies de thérapie
génique du SIDA sont également
l’objet d’une intense investigation par
de nombreuses équipes (figure 2). Par-
mi ces stratégies, certaines présentent

des avantages particuliers. Ainsi, les
transferts de gènes codant, soit pour
des ribozymes anti-VIH-1, soit pour
des leurres TAR et RRE, sont capables
de conférer une résistance cellulaire
significative à l’infection virale [31-
33]. Ces molécules d’ARN, dont les
modes d’action respectifs consistent à
cliver spécifiquement les ARN viraux
et à neutraliser l’activité des protéines

TAT et REV par fixation des protéines
virales sur ces leurres, ne sont pas
codantes et ne peuvent donc être à
l’origine du rejet immunologique des
cellules infectées. Les ribozymes en
cours d’évaluation sont dirigés pour la
plupart contre le gène gag ou contre
la région 5’ non codante du transcrit
viral. La dégradation des ARN viraux
a ici l’avantage d’interférer, tant avec
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Figure 6. Production permanente in
vivo de molécules solubles antivi-
rales par implantation de fibro-
blastes génétiquement modifiés. A.
Des néo-organes constitués de fibro-
blastes 3T3-NIH infectés par un vec-
teur rétroviral portant les ADNc co-
dant pour les chaînes lourde et
légère d’un anticorps monoclonal
humain neutralisant vis-à-vis du VIH-1
(anticorps 2F5) sont implantés dans
la cavité intrapéritonéale de souris
scid. Trois à cinq semaines après
l’implantation, les cellules-cibles du
VIH (cellules CEMA3) sont adminis-
trées par voie intrapéritonéale, puis
une injection intraveineuse de
1 000 TCID50 VIH-1 (isolats Lai ou MN)
est réalisée une semaine plus tard.
Les cellules CEMA3 sont extraites de
différents organes (rate, foie, tu-
meurs, …) huit jours après l’épreuve
et mises en culture pour une analyse
détaillée de leur état viral. B. La répli-
cation virale est régulièrement déter-
minée par la mesure de l’activité
transcriptase inverse (RTAse) dans le
surnageant cellulaire : les cellules is-
sues de la souris n’ayant pas reçu
l’implantation (témoin) peuvent être
infectées par le VIH-1, alors que les
cellules issues de 18 souris ayant
reçu l’implantation du néo-organe
(sur 20 animaux testés) sont proté-
gées contre une infection in vivo (les
cellules isolées de la rate de deux
souris sont présentées).



des étapes précoces du cycle viral, par
clivage de l’ARN viral génomique,
qu’avec des étapes plus tardives, par
dégradation des ARN néosynthétisés.
L’activité catalytique des ribozymes
permet, en outre, de diminuer les
concentrations intracellulaires
requises pour une activité optimale de
ces molécules.
A l’opposé, bien qu’également fon-
dée sur l’utilisation d’acides
nucléiques, l’expression intracellulai-
re d’ARN antisens dirigés contre les
gènes TAT, REV, ENV, la séquence
TAR ou le signal d’encapsidation
virale Psi paraît moins intéressante
en raison des niveaux d’expression
très élevés requis pour une répres-
sion virale efficace [42-44]. 
Quant aux inhibiteurs GAG transdo-
minants [45, 46], dont l’expression
intracellulaire permet d’interférer en
trans avec la néoformation de virions
infectieux, les limitations sont relati-
vement proches de celles décrites
précédemment pour les inhibiteurs
transdominants TAT et REV. Bien
qu’une action antivirale intéressante
ait été associée aux mutants décrits, il
s’agit de molécules d’origine virale
caractérisées par la présence de nom-
breux épitopes immunodominants,
dont l’expression intracellulaire
entraînera probablement in vivo le
rejet des cellules infectées.
Une des première stratégies propo-
sées pour un traitement du SIDA par
thérapie génique est l’introduction
dans les cellules cibles du VIH d’un
programme génétique de « suicide »
induit par l’infection virale [47, 48].
Cette approche consiste à modifier
les cellules hématopoïétiques de
manière que l’infection par VIH-1
induise la synthèse d’une protéine
toxique (conditionnelle ou non)
entraînant la mort de la cellule avant
toute production de nouvelles parti-
cules virales. Une population cellulai-
re génétiquement modifiée devrait
donc être globalement résistante,
non pas à la primo-infection, mais à
la propagation virale. Bien que le
concept soit séduisant, et que son
principe ait été démontré in vitro [47,
48], son application ne peut être
sérieusement envisagée en raison de
la nécessité d’infecter un très large
pourcentage (voire 100 %) de la
population cellulaire cible pour espé-
rer la protéger. En effet, la cinétique
du VIH-1 est telle [6] que l’infection

productrice d’une fraction faible de
cellules CD4+ non infectées devrait
suffire à engendrer une charge virale
capable de détruire l’ensemble des
cellules génétiquement modifiées. La
dynamique rapide des virus et des
cellules infectées suggère que seules
des cellules disposant d’un avantage
sélectif par rapport aux cellules infec-
tées devraient pouvoir survivre et
proliférer.
Une stratégie plus récente consistant
à synthétiser de manière intracellulai-
re un anticorps simple-chaîne dirigé
contre une protéine virale régulatri-
ce ou structurale semble être une
voie plus prometteuse, tant en raison
de son apparente efficacité antivirale,
que de la possiblité d’humaniser ces
anticorps afin de réduire leur immu-
nogénicité potentielle [49]. Il reste
néanmoins difficile de comparer
l’efficacité et les avantages respectifs
de cette stratégie par rapport aux
autres, chaque laboratoire utilisant
des réactifs (isolats viraux, cellules...)
non standardisés. De plus, aucune
donnée in vivo n’est actuellement dis-
ponible pour la majorité de ces
approches. C’est pourquoi nous
avons, pour notre part, choisi de
développer et d’évaluer, en parallèle,
dans un même laboratoire, plusieurs
stratégies de thérapie génique, éva-
luation dont il ressort que le transfert
de gènes IFN inductibles par TAT est
probablement aujourd’hui la voie la
plus prometteuse.

Modèles animaux

Le chimpanzé est à ce jour le seul
animal sensible à l’infection par le
VIH-1 [50], mais son prix, son statut
d’animal protégé et l’absence de
développement de signes cliniques
limitent son utilisation pour l’évalua-
tion de protocoles de thérapie
génique. C’est pourquoi, malgré des
insuffisances évidentes, les souris
immunodéficientes scid humanisées
par injection de lignées cellulaires
humaines, de lymphocytes humains
primaires [51] ou par réimplanta-
tion de tissus fœtaux humains [52]
constituent un modèle animal à
considérer avec attention dans le
cadre d’une évaluation préclinique.
Nous avons pu confirmer dans ce
modèle la résistance in vivo des
lignées cellulaires portant les gènes
IFN inductibles par TAT ou expri-

mant simultanément les inhibiteurs
transdominants de TAT et REV.
Cependant, la souris scid étant ici uti-
lisée comme simple « tube à essai »,
ce modèle ne reproduit en aucun
cas un environnement biologique
semblable à celui des patients séro-
positifs. En revanche, la reconstitu-
tion hématopoïétique de souris scid
par greffe de fragments thymiques
fœtaux humains et administration de
cellules souches humaines généti-
quement modifiées, d’après le modè-
le de Péault et al. [53], constituerait
une amélioration notable du systè-
me. Néanmoins, le meilleur modèle
préclinique du SIDA reste probable-
ment l’infection du macaque par le
virus de l’immunodéficience simien-
ne (SIV) [50, 54]. Contrairement au
VIH-1 chez le chimpanzé, SIVmac
peut induire une maladie très
proche du SIDA dans des délais com-
patibles avec l’étude expérimentale.
En outre, de nombreux clones molé-
culaires et biologiques correspon-
dant à plusieurs isolats viraux sont
disponibles, le macaque est d’un
coût bien plus modéré que le chim-
panzé, et l’espèce n’est pas en dan-
ger. Par ailleurs, l’utilisation intensi-
ve de ce modèle animal pour de
nombreuses études vaccinales per-
met aujourd’hui de disposer de
nombreux réactifs biologiques. Nul
doute que malgré la lourdeur de ce
modèle, de nombreuses équipes
impliquées dans le développement
de stratégies de thérapie génique du
SIDA seront progressivement ame-
nées à s’y intéresser. Nous avons
pour notre part démontré, dans le
cadre de la préparation d’un proto-
cole clinique, que des lymphocytes
CD4+ de macaque pouvaient être
efficacement purifiés, cultivés, infec-
tés par les vecteurs rétroviraux por-
tant les gènes IFN humains décrits
précédemment, et réadministrés de
manière autologue aux animaux.
Nous avons ainsi pu observer la per-
sistance in vivo des cellules infectées
durant plus de six mois. 

Évaluation clinique

Les rares équipes en position de pro-
poser aujourd’hui un protocole cli-
nique de thérapie génique du SIDA
ont donc choisi de se focaliser dans
un premier temps sur l’infection par
un vecteur et la réadministration
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autologue des lymphocytes CD4+. Le
seul protocole aujourd’hui en cours
est celui de G. Nabel aux États-Unis,
dans lequel un gène codant pour un
inhibiteur transdominant de REV a
été transféré à des lymphocytes CD4+

isolés de patients infectés [29].
D’autres protocoles américains ont
été proposés et approuvés par les
commissions de réglementation mais
n’ont pas encore débuté [39, 49].
Nous préparons, pour notre part, un
essai clinique de phase I dans lequel
nous procéderons à l’administration
autologue de lymphocytes CD4+

génétiquement modifiés par transfert
rétroviral des gènes IFNα et β
humains à expression inductible par
TAT. Le but de ce protocole sera,
avant tout, d’évaluer sa sécurité et sa
faisabilité, et de déterminer la survie
in vivo des cellules infectées. Bien
qu’aucun bénéfice thérapeutique ne
soit attendu d’un tel protocole, les
informations recueillies seront pré-
cieuses pour la préparation d’un
essai futur dans lequel les cellules
souches hématopoïétiques, et non
plus des lymphocytes CD4+ périphé-
riques, seront infectées ex vivo et
administrées aux patients. Étant don-
né leur capacité d’autorenouvelle-
ment et de différenciation en cellules
hématopoïétiques mûres, les cellules
souches constituent évidemment les
cibles privilégiées pour une thérapie
génique du SIDA. Cependant, mal-
gré des progrès récents indéniables,
la manipulation génétique des cel-
lules souches hématopoïétiques
humaines est encore mal maîtrisée
[55]. Tant que les conditions
requises pour une culture et une
infection optimale de ces cellules
n’auront pas été établies, un tel pro-
tocole clinique sera difficile à mettre
en place. Par ailleurs, l’impact réel
de la maladie sur ces cellules souches
reste peu compris et doit être mieux
défini. 
En conclusion, bien que certaines
stratégies de thérapie génique aient
obtenu in vitro des résultats encoura-
geants, il est évidemment prématuré
de préjuger d’une réelle efficacité cli-
nique, quelle que que soit l’approche
considérée. D’autant que les évalua-
tions in vivo chez des souris scid
humanisées ou, mieux, chez des
macaques, sont aujourd’hui encore
limitées voire souvent inexistantes ■
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Summary
Gene therapy for infectious
diseases : the AIDS model

Gene therapy could be used to in-
troduce either a functional copy of
an altered endogeneous gene into
the target tissue or a foreign gene
coding for a protein with anti-viral
or anti-neoplastic properties. The
absence of efficient therapeutic
drugs makes AIDS one obvious
candidate among the infectious di-
seases which might be treated by
gene therapy. Since HIV predomi-
nantly infects cells of the hemato-
poietic system, pluripotent stem
cells constitute potential targets for
the introduction of foreign anti-
HIV genes. Reimplantation of the
genetically modified stem cells into
AIDS patients should theoretically
allow the repopulation of the host
with mature CD4+ cell populations
expressing novel molecules that
might interfere with viral replica-
tion and slow the progression of
the disease. Identification of effi-
cient and safe antiviral genes is
therefore a critical issue in the suc-
cessfull development of an AIDS
gene therapy protocol. Given the
molecular complexity of HIV repli-
cation, it is important not to focus
on a single antiviral gene therapy
strategy but to test in parallel, both
in vitro and in vivo, several ap-
proaches aimed at targeting mul-
tiple independent steps of the viral
replication cycle. While some of
these strategies proved relatively
efficient in vitro, and several phase
I clinical trials have already been
proposed, evidence for in vivo effi-
cacy is still lacking for most of the
approaches. This review describes
the AIDS gene therapy strategies
currently under evaluation in va-
rious laboratories, with a particular
focus on their respective advan-
tages and limitations.
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