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La vie sur notre planéte presente différents niveaux de complexité d’organisation. Les étres ies plus
complexes sont souvent parasites par des étres plus simpies, qui dépendent des premiers pour leur perpétuation et
leur survie. Les virus sont des éléments de trés petite taille (de la dizaine & la centaine de nanométres),
simplement composés d'un programme genétique au sein d’une coque protéique parfois enveloppée. lls ne sont
pas capables de survivre de fagon autonome : iis dépendent strictement des cellules d’étres vivants qu’ils vont
parasiter, et qui leur fourniront le matériel métabolique et génétique indispensable & leur réplication.

Tous les étres vivants. des bactéries jusqu’a I'homme, en passant par les plantes et ies animaux, ont des
virus qui teur sont propres, mais ceux-ci sont particuliérement nombreux chez les vertébrés 4 sang chaud. 1l existe
une quantité importante de virus capables d’infecter I'espéce humaine et ¢’y induire des maladies souvent graves.
lls sont & I'origine d’environ 60 % des maladies infectieuses connues 4 ce jour et sont impliqués, pour un petit

nembre d'entre eux, dans le developpement de cancers (le nombre de cancers d origine virale est estime a 15 %).

Les rétrovirus ont longtemps été considérés comme des agents pathogénes touchant uniquement le
régne animal. Cette famille de virus se subdivise en trois sous-familles :

- les oncovirus caractérisés essenticllement par leur capacité 4 induire des cancers,

- les spumavirus dont le rdle pathogéne n’est pas connu,

- les lentivirus qui tirent leur nom de leur caractéristique & entrainer des infections virales lentes
st progressives. Le virus VISNA-MAEDI représente te prototype des lentivirus, il est 4 'origine du concept de
« virus lents » évoqué pour fa premiére fois en 1954 par SIGURDSSON.

L intérét pour ies rétrovirus s7est accru avec la découverte, en 1978, du premier oncovirus associé a une
pathologie humaine et responsable de leucémie, le HTLV T (Human T-ceil leukemia virus type 1). Mais c'est
surtout Iisolement en 1983, par I'équipe du Professeur MONTAGNIER, du premier lentivirus humain, le virus
de I'immunodéficience humaine (VIH) responsable du syndrome d’immunodéficience acquise {SIDA), qui
marque un tournant dans lintérét porté a la famille des rétrovirus. L'infection par le VIH pose un véritable
probléme en terme de santé publique ; fa recherche de composés présentant une activité antirétrovirale, et pius
particuliérement anti-VIH, qui soient a la fois efficaces et non toxiques, reste toujours aujourd’hui une urgence.
En effet, malgré des progrés certains depuis la découverte du VIH, 'arsenal thérapeutique se réduit & huit

molecules en pratique clinique ; leurs effets demeurent incomplets et transitoires, surtout en monothérapie, et leur



13

toxicité n'est pas toujours anodine. Plus que jamais. les efforts se poursuivent avec des axes de recherche
multiples. D’une part, par approfondissement des connaissances sur le virus, ses meécanismes de réplication et sa
relation avec le systéme hote, qui permet de mettre 4 jour de nouvelles cibles thérapeutiques et d’orienter la
conception de nouveaux antirétroviraux. D’autre part, par I’évaluation de I activité antirétrovirale d’un trés grand
nombre de composés, que ce soit par un criblage aveugle, sachant que la probabiiité d’obtenir des molécules
intéressantes par cette méthode est trés faible, ou par le criblage de composes sélectionnés, issus d’une recherche
orientée sur une cible particuliére bénéficiant d’un certain niveau de connaissances.

Une présélection est devenue nécessaire parmi la pléthore de molécules produites chaque année dans le
monde entier, la grande majorité d entre elles se révélant inefficace contre la réplication du VIH. L utilisation d¢’un
virus proche du VIH, et non pathogéne pour I'homme, peut représenter un modéle potentiel pour I’évaluation in
vitro de composés susceptibles d'étre actifs sur le VIH. Le virus VISNA-MAEDI, bien que non
immunosuppresseur, a €té proposé pour plusieurs raisons. It appartient comme le VIH & la sous-famille des
lentivirus. Tous deux possédent de nombreuses similitudes dans les sequences et I'organisation de leur génome,
dans leur pathogénése et leurs caractéristiques réplicatives (148, 40). De plus, ils présentent des sensibilités
communes a Uinhibition #17 wire (72, 182). Pour ces raisons, nous avons choisi le virus VISNA-MAEDI pour la

réalisation de notre travail expérimental.

Cette étude comporte trois parties. Dans la premi¢re, nous dressons un bitan des connaissances actuetles
sur e virus VISNA-MAEDI. Ensuite, aprés avoir rappelé queiques données essentielies concernant le VIH, ainsi
que ‘es grandes étapes de I'évaluation de U'intérét de composés 4 visée antivirale, nous passons en revue les
différentes cibles potentielles daction des antirétroviraux dans le cycle de réplication viral. Ces différents niveaux
d’action sont plus particuliérement développés 4 travers le cas du VIH. Enfin, la troisieme partie présente et
discute les résultats de nos expérimentations personnelles portant sur |'évaluation, in vifro, de Pactivité antivirale

de molécules originates sur le virus VISNA-MAEDIL
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Le virus VISNA-MAEDI est un réirovirus de la sous-famitle des Lentivivinae (71} (tableaul). H est

l'agent responsable de deux infections contagieuses affectant ies ovins et les caprins. La maladie se caracterise :

- s0it par une pneumonie interstitielle d'évolution lente et progressive dans la torme MAEDI
{terme qui signifie "dvspnée” en islandais),
- soit par une encéphalopathie d'évolution également lente. dans la forme VISNA (terme

signifiant "dépérissement”) (24).

] - HISTORIQUE :

En 1923 furent décrits pour la premiére tois dans l'état du Montana (V.S .A) des cas de pneumonie
interstitielle chronique sévére entrainant I'épuisement puis la mort des moutons atteints (117).
Dans les années 38-39. survinrent en Islande de nombreux cas de pneumonie progressive du mouton appelée pour
cette raison MAEDI (esscufflement). Des études épidémiologiques montrérent alors que le développement de la
maladie était consécutif & limportation en 1933 de 20 béliers Karakul en provenance d'Aliemagne (199). Dans les
mémes troupeaux ot sévissait le MAEDL on observa également des signes neurologiques d'encéphalite

chronique. Ces troubles furent désignés par le terme VISNA (depérissement).

Durant cette période. MAEDI et VISNA firent Iobjet d'intenses études épidémiotogiques. pathologiques,
virologiques. et clest en 1954 que 'lslandais SIGURDSSON (172} mit en cause une etiofogie virale et definit le
concept de "maladies & virus lents”. Ces matadies se caractérisent en effet par une longue période d'incubation.
s'étatant sur plusieurs mois voire plusieurs années. ainsi que par un développement progressif des signes cliniques.
Par la suite. la maladie fut identifiee dans de nombreux autres pavs (24}

- en Hollande notamment. ol la Zwoergerziekte fut signalée la premiére fois en 1918 et dont les études

ujtérieures (cliniques. histologiques et virologiques) ont moatre en {968 qu'il s'agissait bien du MAEDI,

- aux Etats-Unis ou la "maladie du mouton du Montana" fut également reconnue en 1968 comme étant

due au MAEDI,
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Espece infectée

Pouveir pathogéne

HMTLV 1.0 ... Homme
ONCOVIRES HTLV L. ... Homme

_ . Oncogénese
identitiés selon le néoplasme qu’ils FeLV...... {........ Félins

induisent

BLV ... ... Bovins
....... Homme

....... Homme Syndrome

immunudéficitaire
....... Simiens
......... Felins
........ Bovins ?

Ovinst+, Caprins

Troubles nerveux et pulmonaires

...Caprins Troubles articulaires, nerveux,
pulmonaires et mammaires
........ Equins Anémie infectieuse
SPUMAVIRUS Pratiquement fnconny

toutes les especes

Tableau 1 : classification des rétrovirus ; principaux représentants et pouvoir pathogéne.




- en France ou LUCAM décrivait en 1942 une pneumonie progressive du mouton landais plus
communement appelée la Bouhite,
- en Allemagne et au Canada (1970), en Hongrie (1973). au Danemark et en Norvege {1974}, en Suéde

et en Inde {1975}, en Grande-Bretagne (1979). etc...

La maladie induite par ¢ MAEDI a souvent été confondue avec l'adénomatose pulmonaire (ou
pneumonie catarrhate chronique) observée en Afrique du Sud dés 1915 par MITCHELL. Cette confusion
provenaii apparemment du fait gue certains moutons présentaient & la fois fes deux maladies (47). En fait. ces
deux affections sont trés différentes. la premiére étant une maladie lymphoproliférative Hée a un virus non

oncogeéne et la deuxiénte, une maladie carcinomateuse,

I1- EPIDEMIOLOGIE :

1. 1. Répartition séosraphique :

Comme nous l'avons vu dans Vhistorique. la répartition du virus VISNA-MAEDI est mondiale. On le
rencontre sous tous les climats et pratiquement sur tous les continents © pourtant la maladie n'a jamais été décrite
en Australie. malgré une population ovine trés importante (138).

Dans differents pavs (Danemark. Norvege. Suéde. Hongrie, Canada ...} la maladie est, comme en lIslande,
consécutive & l'importation de noutons.

Cette affection avant éteé découverte dans diverses régions, elle a regu différents noms, évoquant souvent le
symptome dominant (ainsi. en France. on a parlé de Bouhite, vieux mot du patois landais signifiant soufilet) et

parfois le lieu ou elle sévissait {aux USA. la premiére appeliation a été pneumontie du mouton du Montana).

I1.2. Espéces affectées :

Le virus VISNA-MAEDI est un lentivirus qui n'affecte que les ovins et les caprins, les caprins étant

cependant bien moins souvent atteints que les ovins. L'homme n'est pas sensible au virus, et la consommation de



viande de mouton infecté ne semble pas dangereuse pour lui.

Des études sérologiques ont montré une plus forte seroprévalence ainsi qu'une incidence plus elevee des
manifestations cliniques chez certaines espéces ovines {Border Leicester. Finnisch Landrace et Texel) que chez

d'autres (Suffolk. Hampshire et Dorset) (199).

Plus récemment. il a été démontré que le taux dinfection dans ces deux groupes reste identique.
suggérant ainsi une prédisposition génétique non pas A linfection mais au développement des signes cliniques
{1013

D'autre part. la prévalence de la maladie augmente avec 'dge de Yanimal : les ovins sont plus sensibles &
un dge avancé quau début de teur vie (2-3 ans). La presence de lésions mammaires {les mammites sont
fréquemment associées aux auires symptomes de la maladie) est également plus rare chez les jeunes brebis. ce qui

pourrait expliquer pourquoi elles infectent moins leur progeniture (92).

I1.3. Transmission :

La transmission du virus VISNA-MAED! se fait a la fois horizontalemenwt {entre congenéres) et

verticalement (a la descendance).

La transmission horizontale s'effectue par l'inhalation d'exsudats respiratoires contenant ie virus et/ou des
cellules infectees par celui-ci. La transmission par cette voie est accrue par la coexistence dautres agents
infectieux entrainant une augmentation des secrétions puimonaires (le virus de l'adénomatose pulmonaire par
exemple) et par les conditions d'élevage concentrant les animaux dans un endroit clos et ce particuliérement
pendant la période hivernaie (199).

A ce jour. il n'a pas été mis en évidence de transmission sexuelle du virus
]

La contamination de Fagneau par le colostrum maternel renfermant des macrophages infectés est le
principal mode de transmission verticale. Elle est favorisée par l'apparition de mammite. Cependant, l'incidence de

linfection dans le troupeau diminue lorsque l'on sépare les jeunes animaux des meres infectées des la naissance



(33). La transmission /n ulere a travers ia barriere placentaire ou par les cellules germinales est possible mais rare
(46). Dans le cas d'une transmission prenatale, il semble alors que les brebis soient plus jeunes et qu'elles n'aient eu

que peu de grossesses (27).

I - VIROLOGIE :

Clest en 1960 que le virus VISNA est isole pour la premiére fois en culture cellulaire, par
SIGURDSSON et ses collaborateurs, & partir du cerveau d'un mouton atteint par la maladie (173).
Quelques années plus tard, en 1964, SIGURDARDOTTIR met également en évidence un virus dans le pournon

d'un animat infecte par ie MAEDI (171).

Iil. 1. Dimension et morphologie du virus : (190) (figure 1)

Le virus VISNA-MAEDI apparait au microscope électronique sous la forme de particules sensibiement
spheriques de 110 a 130 nm de diametre.

1i est constitué d'un nucigoide central d'environ 30 nm. dense aux électrons, entouré d'une enveloppe
dérivée de la membrane de la cellule hote. Cette enveloppe externe mesure environ 6 nm d'épaisseur, et est

herissee de spicules glvcoproteiques de 8 4 12 min de long.

I . 2. Ultrastructure :

il1. 2. 1. Nature de I'acide nucléigue : {190)

La particale virale contient deux molécules d’ARN monocaténaire, chacune comprenant:
- un composant principal avant un coetficient de sédimentation compris entre 60 et 70 §,

- un composant mineur de faible coefficient de sédimentation (4 S).
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L'ARN 60-70 5 est constitué de deux sous-unités de 36 8. de séquences identiques et de poids

moléculaire 3. 10" daltons. associees par des liaisons non covalentes au niveau des extrémités 5

HI.2.2. Organisation génomique : (figure 2)

Les lentivirus se distinguent des autres rétrovirus par la complexité de leur génome.

En commun avec tous les retrovirus, le virus VISNA-MAEDI contient les trois séquences majeures :
gag. pol et env. A cote de ces genes essentiels. il présente des cadres de lecture suppiémentaires, vif, tat et rev.

qui influencent I'expression geénetique virale, la maturation des ARN. et l'infectivité.

@ les trois génes principaux, gag, pol et env, codent pour des précurseurs qui sont ensuite clivés en
protéines de structure (138). Ainsi
~> le géne gag (group associated antigen) d'environ 1330 nucléotides. code pour les protéines
internes de la nucléocapside. 1l semble nécessaire 4 I'assemblage et & la libération des particules virales (155). La
structure des proteines Gag joue un rdle important pour 'entrée du virus dans la celluie et la libération du core
ainsi que Pimportation du complexe de préintégration dans le novau.
= le géne suivant appele pol (polymeérase). tong de 33135 nucléotides, code pour les protéines
virales, essentielles a la réplication et 4 la maturation : transcriptase inverse, endonucléase/intégrase et protéase.
Ces deux premiers génes se chevauchent dans le génome.
<> Le géne env {enveloppe) constitue un troisiéme cadre de lecture de 2952 nuctéotides. Ce
géne code pour les deux protéines d'enveloppe {une protéine de surface SU et une protéine transmembranaire

TM) nécessaires a la liaison du virus au récepteur cellulaire. a sa neutralisation, et & sa fusion,

& A coté de ces cadres de lecture, le génome du virus VISNA-MAEDI renferme trois petits génes
supplémentaires. codant pour des protéines régulatrices de la transcription (170, 85, 138, 184) :

@ le premier de ces genes est le géne vif (viral infectivity factor) long de 690 nuctéotides. 11

est commun 4 tous les lentivirus excepté VEIAV (34). 1t semble réguler I'expression virale 4 la fin de la réplication,

pendant la formation des wvirions. par son action modulatrice positive de linfection lentivirale (70). 1l
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Figure 1 : representation schématique du virus VISNA-MAEDI (152).
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Figure 2 : oreanisation aénomique du virus VISNA-MAEDI {78).



est capable d augmenter |'infectivité des particules virales. mais cette fonction est dépendante du type celiulaire
infecte (34).

@ le géne régulateur tat (trans activitor of transcription} est situé immeédiatement apres vif. [l
est présent chez tous les lentivirus et long de 288 nucléotides. Il code pour une protéine trans-activairice de
Vexpression virale.

&5 enfin, le géne rev (regulator of expression of virion proteins} comprend deux séquences :
fune situge en 3’ du géne env et l'autre en 5' de ce méme géne. Ce géne. également retrouve chez tous les
lentivirus. est présent dans le novau des cellules infectées. Cependant. des etudes récentes ont démontre sa
capacite a faire la navette entre le noyvau et le cvtoplasme (96. 48). Il code pour une protéine necessaire a

l'expression des protéines de structure car elle permet le transport des ARN messagers (ARNm) incomplétement

épissés du novau vers le cytoplasme.

& A chaque extrémite du géname. des séquences répétitives ou LTR (long terminal repeat) constituées
de 414 paires de bases. jouent également un role essentiel. Elles assurent un contrle de ta transcription et de
I'integration de 'ADN viral au génome cellulaire. Elles contiennent aussi les sighaux nécessaires & la régulation des

ARNM et 4 Yencapsidation des ARN viraux.

.

[1§1.2. 3. Protéines et enzvmes virales : (138}

I1L. 2. 3. 1. Protéines virales :

1H.2.3. 1.1 Protéines d'enveloppe :

On distingue
& une glycoprotéine de surface. gpl35 (de poids moteculaire 135000), qui détermine e
tropisme cellutaire du virus. Elle porte les déterminants antigéniques qui seront les cibles des anticorps
neutralisants et des cellules T cytotoxiques dans Ia réponse immunitaire dirigée contre le virus,
&> une glycoprotéine transmembranaire, gp44, qui participerait, quant & elle, au processus

de penétration du virus dans ta cellule hote.



1H.2.3.1.2. Protéines de capside :

Ces protéines de structure, codées par le géne gag. sont au nombre de trois : pl4. pl6, et p27,

La protéine majeure de cette capside est la protéine p27. elle présente le déterminant antigénique

caractenstique des lentivirus.

[11.2.3.1.3. Awutres polvpeptides :

Parmi ces derniers sont classées les protéines issues des génes vif, tat, et rev. Ces protéines jouent un role

essentiel dans la regulation de linfectiosite du virus et de 'expression génetique viraie.

111, 2. 3. 2. Enzvmes virales :

La premiére enzyme est la transcriptase inverse. c'est-a-dire une ADN polvmerase ARN dependante.
Cette enzyme est un constituant clé dans le cycle de réplication des rétrovirus ; c'est elle qui transcrit 'ARN en
ADN monocaténaire puis bicaténpaire. formant ainsi un provirus, susceptible de s'intégrer dans le génome de la
celluie hote. Les propriétés de cette enzyme font du virus VISNA-MAEDI un lentivirus typique © en effet, son
activite depend strictement de la présence dans te milieu d'un cation métallique divalent, avec une nette supériorité

. 7. < e 2 . . . . . T . .
de l'ion Mg~ par rapport & I'lon M (ce dernier est au contraire necessaire a l'activite de certains oncovirus).

La deuxiéme enzvme est une protéase dont l'activité protéolvtique est essentielie pour la production de

virions infectieux.

La troisiéme enzyme posséde une activité endeonucléasique / intégrasigue. Elle est capable d'introduire
des coupures sur la chaine d’ADN circulaire et participe également au mécanisme d'association du génome viral

avec celui de la cellule hote.
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III.3. Propriétés physico-chimiques : (181}

Le virus VISNA-MAED! est inactivé par P'eéther éthvlique. le chloroforme. l'éthanol, le phenol. ie
formaldéhvde. et la trypsine.

La lumiére ultra-violette lui fait également perdre sa virulence.

Assez fragile dans le milieu extérieur. il se conserve plusieurs mois a -50°C. 1l est inactivé en 10 a 15
minutes a +30°C.

Le virus est inactive rapidement a pH <4.2. L'infectiosité est relativement stable lorsque le pH est
compris entre 3.1 et 10, et plus stable a un pH legerement alcalin.

Enfin. le VISNA-MAEDI n'est ni hémadsorbant. ni hemagglutinant.

1.4 . Tropisme cellulaire : (199 43)

Les celiules cibles du virus VISNA-MAEDI sont essentieilement les cellules de 1a lignée monocytes /
macrophages. Au départ. seuls quelques monocyvtes et promonocytes issus de la moelie sont infectés : la
réplication virale dans ces cellules est limitee et le virus reste sous la forme d'ADN proviral. Au cours de la
maturation et de la différenciation des monocytes en macrophages. la sensibilité & l'infection est augmentee (par
augmentation du nombre de récepteurs viraux) et la production de certains facteurs cellulaires stimule la

transcription virale.

Cependant. s'il est clairement établi aujourd'hui que la principale cible du lentivirus ovin est bien la lignée
monocvtaire, dautres cellules peuvent également étre infectées in vive : cest le cas des lymphocytes (le
pourcentage de lymphocytes infectés reste malgre tout assez faible et la réplication virale au sein de ces celiules
semble non productive) et de certaines cellules du systeme nerveux central telles que les cellules epithéliales et les
fibroblastes de plexus choroides (PC). les astrocytes et les oligodendrocytes de la substance gliale. Le ou les
récepteurs d'entrée du virus dans ces cellules ne sont pas connus. Cependant, la capacité du virus a se répliquer

dans une large gamme de celluies suggére qu'il utilise. soit une molécuie tres commune. soit diftérents recepteurs.
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FI.5. Cvcle de multiplication du virus :

Ce cycle présente les caractéres généraux de replication des Rerroviridae {82) {figure 3}.

Il se divise en trois grandes étapes

> une phase de reconnaissance. de fixation et de pénétration du virus.

> une phase d'éclipse.

> une phase de production virale.

(fiI.5.1. Phase de reconnaissance, de fixation, et de pénétration dis virus :

Le virus VISNA-MAEDI reconnait des récepteurs spécifiques a la surface de ia cellule cible, puis adhére
a 1a surface de cette celiule par interaction entre sa glycoprotéine d'enveloppe gpl35 et te récepteur.
Puis le virus pénétre dans la cellule par un phénoméne de pinocytose : sa capside est dégradee. liberant

ainsi le nucléoide dans le cvtoplasme (figures 4. 5 et 0)

.5, 2. Phase d'éclipse :

Dans le cvioplasme. aprés décapsidation. VARN parental est transerit en ADN grice 4 une ADN
polymérase ARN dépendante (ou transcriptase inverse). Le matériel génétique du lentivirus VISNA-MAEDI est
constitue de deux molécutes simples brin dARN et chacune des molécules génomiques est associée a une

molécule de transcriptase inverse.

[l v a formation d'un hvbride ARN-ADN qui sert de modéle a la svnthése d'un ADN bicaténaire.
transport¢ dans le noyau. Cet ADN tinéaire va alors sintégrer au génome de la cellule héte par I'intermédiaire de
son endonuciease | 'ADN viral ainsi associé a 'ADN cellulaire est transmis aux cetlules fitles lors de la mitose,

permettant ainsi la propagation du virus a l'abri des défenses de I'hote. On parie alors de provirus et cette phase de
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Figure 4 : attachement du virus VISNA-MAEDI a la surface d'une cellule (23).
(x 100.000)

Figure 5 entrée du VISNA-MAEDT dans Figure 6. virus VISNA-MAEDI
{a celiule par pinocytose (23). intraceliulaire (23).

(x £100.000) (x 1G0.000)
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latence peut se poursuivre jusqu'a ce que des facteurs extérieurs ou des signaux physiologiques induisent la reprise
de la transcription,

A la faveur d'une activation. e virus va donc se "réveiller” : la transcription peut commencer. donnant
d'une part un ARN viral monocaténaire et d'autre part des ARNm qui. liés aux polyribosomes cytoplasmiques,

seront traduits en différentes protéines virales.

[If.5.3. Phase de production virale :

A la fin de la svnthése protéique. les différents constituants viraux s'assembient autour des molécules
d'ARN génomique,
Cet ensemble migre ensuite vers la membrane cytoplasmique. et le virion est expulsé par

bourgeonnement. hors de la cetlule ot il va subir des processus de maturation {figures 7. 8 &1 9).

IV - LA MALADIE :

Sur le plan clinique. trois caractéristiques de la maladie sont essentielies :

> l'incubagon est trés longue.

> parmi les animaux infectés. trés peu développent des signes cliniques,

> les animaux qui extériorisent a maladie évoluent inexorablement vers la mort.

IV.1. L'incubation:

Dans les conditions naturelies, il est difficiie de chiffrer avec exactitude la durée précise de lincubation.
Cependant. les signes cliniques de ta forme MAEDI n'apparaissent jamais avant lige de 3oud anset ceux dela

forme VISNA avant 'age de 2 ans (24).
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Figure 7 : bourgeonnement et libération d'un grand nombre de virus VISNA-MAED]
immatures  la surface d'une cellule infectée (139).
{la barre représente | pm)

Figure 8: bourgconnement et libération de virus Figure 9: virus VISNA-MAEDI mature avec
VISNA-MAEDL (139). capside pléomorphe (139).

{Ia barre représente 100 nm) (1a barre représente FX) nm)



1V . 2. Le tableau clinigue de la maladie :

IV.2.1., Laforme MAEDIL : (199 lo4, 147)

Les premiers signes sont d'abord discrets et peu évocateurs : I'¢leveur constate que son animal manque de
vigueur et qu'il présente une toison en mauvais état. Apparait ensuite une géne respiratoire a l'eftort : la frequence
respiratoire est anormalement €levée et I'évolution se fait progressivement vers une polypnée permanente.
observée méme au repos. Cette évolution est totalement apyrétique. Le jetage est absent et la toux seche
inconstante. Malgré un bon appétit. I'animal devenu cachectique ne se léve plus et succombe en anoxie.
généralement a la suite de surintections bactériennes.

La phase clinique peut durer plusieurs mois. parfois plus d'une annee {(en moyenne 3 a 8 mois).

L'evolution fatale est notablement accélérée en cas de gestation. d'allaitement. ou de maladies intercurrentes

microbiennes ou parasitaires.

IV.2.2. Laforme VISNA : (24)

Elle est définie comme une leucoencéphalite enzootique ovine. maladie démyélinisante lente. 4 evelution
toujours fatale.

Comme pour la forme MAEDL on note au depart une altération de I'état géneral. Le mouton traine a
Parriére du troupeau et tombe parfois sans raison. Une légére anomalie de la démarche s'observe au niveau du
train postérieur, lorsque I'animal est amené a trotter. Progressivement la faiblesse des membres postérieurs
s'accentue et la perte de poids saccroit. Le phénoméne est souvent pius marqué d'un cdté. et Ianimal laisse le
membre atteint trainer vers larriére. On observe parfois un tremblement au niveau des lévres et des muscles
faciaux. et les mammites sont des complications observées quelquefois chez les brebis. La parésie progresse
lentement vers une paralysie compléte. L'etat géneral de 'animal se deteriore inéluctablement.

L'évolution clinique, la aussi apyrétique. dure de quelques semaines a pius d'un an. La mort survient

aprés une péeriode de coma.
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IV. 3. Anatomo-histopathologie :

iIV.3.1. Laforme MAEDI:

1¥. 3. 1. 1. Anatomo-pathologie : {164)

A Touverture de la cage thoracique du mouton. le signe le plus frappant est laugmentation considérabie
du velume et du poids (multiplié par 2 ou 3) des poumons. Ces dermers ne s'affaissent pas et présentent une
couleur homogéne gris-jaundtre ou gris-bleuté. Leur consistance est ferme mais garde une certaine élasticité (on
parle de "consistance de caoutchouc”).

La trachée et les grosses bronches demeurent normales. Les ganghions lymphatiques trachéobronchiques

et meédiastinaux sont par contre nettement hypertrophiés, péles. oedémateux et de coupes homogénes.

IV.3. 1. 2. Histologie : {199, 135)

L'examen histologique révéle une preumonie interstitielle avec hyperplasie lymphoide. Les cloisons
interalveéolaires sont épaissies et infiltrées par des cellules mononucleees. surtout des lymphocytes. L'hyperplasie
lvmphoide concerne tout le poumon. mais elle est plus marquee au voisinage des bronches et des bronchioles.

Des altérations identigees (infiltration de cellules mononuciéées, formation de manchons périvasculaires)

ont e¢galement été observées au niveau des mamelles de brebis infectees,

1V, 3.2. Laforme VISNA :

IV, 3. 2. 1. Anatomo-pathologie :

Dans la plupart des cas. on n'observe aucune lésion macroscopique. Cependant, lorsque la maladie évoiue
sur une longue période. on peut noter une atrophie musculaire trés importante sur I'un des membres postérieurs,

volire sur les deux,
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IV. 3. 2, 2. Histologie ; (199, 75}

Les ésions sont celles d'une démvélinisation et d'une destruction de la substance blanche dans le cerveau,
le cervelet et la moelle épiniére. Elles ont été décrites en détail par SIGURDSSON et coli.. surtout sur des sujets

atteints de la maladie expérimentale. Ces lésions sont tout d'abord de nature inflammatoire puis degenerative,

I.a iésion primaire parait se situer sur la névroglie. L'inflammation progresse avec regularite, partant de
ependvme (ventricules cérébraux, aquecuc de Svlvius, canal épendymaire de la moelle} pour s'étendre ensuite en
profondeur dans le parenchyme ou {'infiltration lymphocytaire s'accompagne d'astrocytose (figure 10).

Dans les stades avanceés, c'est la démyélinisation. puis ia destruction de la substance bianche de
l'encéphale, du bulbe, de ia moelie qui domine. Certaines zones de démyélinisation montrent. en leur centre, une
necrose de liquéfaction.

Avant méme l'apparition des premiers symptomes, on observe dans le liquide céphalo-rachidien et le
liquide épendymaire. une pleiocytose prononcée (40 & 2000 cellules mononuciéées / mi avec essentiellement des

lvmphocytes).

V- IMMUNOQPATHOGENESE : (199,71

Un grand nombre d'animaux infectés ne présente pas un taux d'amticorps détectable ou alors développe
une réponse humorale tardive. Ceci est lie 4 la capacité du virus a rester latent dans les cellules hotes immatures,
En l'absence d'expression virale antigénigue. f'organisme est en effet incapable de détecter le virus . la moelle joue
donc le rdle d'un réservoir de virus qui déverse continuellement dans le sang périphérique des monocytes infectes,
lesquels se retrouvent par chimiotactisme au niveau des tissus cibles, Quand les cellules deviennent matures dans
ces tissus, le systéme immunitaire de l'animal est exposé a lantigéne viral : cependant. les anticorps produits
n'entrainent pas la disparition du virus ni une amélioration des signes cliniques et ceci semble en partie s'expliquer

par le fait que la propagation du virus d'une celfule a {'autre est plus rapide que la cinétique de neutralisation.
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Figure 10 : intense inflammation de la substance blanche cérébrate avec
d’importants infilirats périvasculaives (x 240) (77).



D'un autre coté, les cultures cellulaires comme les études /v vive démontrent que l'interaction entre les
macrophages infectés et les lymphocytes se traduit par la production d'un interféron LV-IFN. Cet interféron induit
I'expression d'antigénes de classe 1T du complexe majeur d'histocompatibilité sur les macrophages ceci augmente
la présentation d'antigénes viraux aux lymphocytes T helper qui sécrétent alors une grande variété de cytokines
nro-inflammatoires, Ces cytokines possédent une activité chimiotactique vis-a-vis des monocytes et des

tvmphocytes du sang périphérique et contribuent donc a l'intense infiammation dans les tissus infectés.

VI- DIAGNOSTIC :

V1. 1. Diagnostic clinique :

Il est souvent difficile compte tenu de la superposition dans un méme troupeau de pathologies
d'éticlogies diverses (parasitaires, bactériennes ou virales).
@ Ainsi. 1a forme MAEDI peut étre confondue avec d'autres affections cachectisantes presentant également
des symptdmes pulmonaires (164) :
= 'adénomatose pulmonaire se différencie par ta présence de rdles humides ; le jetage non purulent
est abondant. la toux est grasse et la fiévre & un caractére constant.
= la tuberculose ovine. la strongylose. les broncho-pneumonies infectieuses et les  mycoplasmoses
sont aussi des pathologies pulmonaires. L'examen clinique est généralement insuffisant pour les différencier de la

forme MAEDL.

& Le méme risque de confusion existe avec la forme VISNA dont les manifestations nerveuses ne sont pas
typigues
w= la forme paralytique de ta "tremblante” (autre maladie virale des petits ruminants), est ams:
pratiquement impossible 2 distinguer de la maladie VISNA sans examen histologique.
w |3 coenurose (ou tournis) peut étre difficile a distinguer du VISNA si les vésicules de coenure ont

une localisation medultaire : dans ce cas apparait également une paralysie progressive.



-+ de nombreuses maladies bactériennes peuvent aussi avoir des complications nerveuses. C'est le cas
de la forme encéphalitique de la listériose : cependant son évolution rapide et d'autres signes cliniques

(avoriements. diarrhées.. ) permettent de taire la distinction assez facilement.

V1. 2. Diagnostic virologigue :

L'analyse microbiologique classique permet d'évaiuer la part de responsabilité revenant aux parasites

et/ou aux micro-organismes dans la survenue des symptomes pulmonaires ou nerveux.

Quant 4 lisolement du virus & partir d'un organe de mouton malade, il s'agit d'une procédure longue. 1l

est donc préférable de recourir aux tests sérologiques. rapides et relativement fiables.

V1.3 . Diagnostic sérologique :

Trois tests sont généralement utilises :
- le test d'immunodiftusion sur gélose (IDG),
- le test ELISA,

- et plus rarement le test d'immunofluorescence indirecte.

Le test ELISA est plus spécifique et plus sensible. Les nouveaux kits mis au point permettent de limiter
le nombre de résuitats équivoques et done le nombre de tests de confirmation nécessaires (197).

Cependant le faible cott de la technique IDG. associe a sa simplicité d'exécution en fait un test de choix
dans la plupart des laboratoires vétérinaires. Le principe est basé sur un phénoméne de diffuston en gélose, puis

sur la réaction de précipitation entre 'antigéne et I'anticorps provenant du sérum a tester.



V1.4 . Diagnostic histologique ;

C'est au cours d'examens histologiques que la différence essentielle entre la maladie MAEDIL et
I'adénomatose pulmonaire peut étre mise en évidence. Les lésions microscopiques induites par le MAEDI sont
caractéristiques d'une pneumonie interstitielie avec hyperptasie lymphoide. La formation adenomateuse résulte,
quant a elie. d'une hypertrophie de I'épithélium des bronches et des alvéoles : a la lecture des coupes, on a limage
d'un adénocarcinome { 164).

Ce type de diagnostic permet également de différencier la forme VISNA de la "tremblante”. En eifet. le
tvpe des lésions et leur répartition dans le systéme nerveux central sont totalement différents : il s'agit pour la

"tremblante” de iésions de dégénérescence. sans phénomeéne inflammatoire.

VII - TRAITEMENT :

i n'existe pour le moment aucun traitement specifique de la maladie méme si de nombrauses molecules
sont testées sur ce lentivirus.

Une étude ménée tout d'abord in virro a partir de cellules de plexus choroides de mouton infectées par le
virus VISNA. a ainsi récemment démontré la capacité de la PMEA ou [9-{2-phosphonyiméthoxyéthyljadénine] a
inhiber la réplication du virus. Ce résultat a ete confirme i vivo chez les agneaux infectés expérimentalement et
traités pendant six semaines : en effet, {isolement du virus s'est avéré plus difficile, le nombre de cellules
mononucléées dans le liquide céphalo-rachidien moins important. et I'examen histologique n'a pas mis en évidence
de lésions inflammatoires séveres. De plus. le traitement n'a occasionné aucun effet secondaire significatif (183).

Cependant, si les dérivés nucléosidiques font, a I'heure actuelle, I'objet de recherches intensives et si leur
activité antirétrovirale potentietle est testée sur les lentivirus animaux (et notamment sur le virus VISNA-
MAEDI). clest avant tout en vue d'une application au traitement de limmunodéficience humaine induite par le

ViH.



VIIl - PROPHYLAXIE @

La prophylaxie médicale est pour linstant inexistante. Les tentatives de vaccination menees jusqu'ici ont
échoue. Le virus. inactivé par la chaleur. le formol ou I'éthanolamine. additionne ou non d'un adjuvant tel que
I'hwdroxvde daluminium, et inocule a des moutons. induit ainsi la formation danticorps précipitants qui ne

protégent pas les animaux (47).

La prophvlaxie sanitaire s'avere donc essentielle et cest deés 1978 que les autorités anglaises ont inclus
dans leur réeglement d'importation de reproducteurs ovins. une clause relative a la maladie VISNA-MAEDI. En
France (58). la maladie n'étant pas légalement reconnue contagieuse, la prophylaxie sanitaire résulte dune
démarche volontaire de la part des éleveurs. et l'application des différentes mesures sanitaires se limite
généralement aux troupeaux ovins de sélection (destines 2 ta reproduction). Ces mesures comprennent. tout
d'abord. Yabattage des animaux malades. De plus. le mode de transmission horizontal de la maladie. par voie
respiratoire, justifie la séparasion des animaux seropositifs de leurs congenéres indemnes.

Lisolement des moutons infectés est cependant difficilement réalisable - il implique une vigilance accrue
de ia part des éleveurs ainsi qu'un batiment adapte : pour les petits exploitants. la solution la plus simple et la
moins onéreuse est souvent Pabattage pour la boucherie des quelques animaux infectés ne presentant pas encore
les signes cliniques de la maladie. L'action prophvlactique la plus facile a mettre en oeuvre et permettant, de plus,
de réduire de fagon significative l'incidence de Jlinfection au sein du cheptel. consiste a séparer les agneaux de leur
meére dés la naissance, avant léchage et allaitement {(199). L'élevage "artificiel” permet ainst d'éviter la transmission

veriicale du virus par le colostrum ou le lait.
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[- LE VIRUS DE L’IMMUNODEFICIENCE HUMAINE (VIH) :

[.1. Découverte du virus : (15,98, 131. 132)

En juin 1981, le Center for Disease Control (CDC. centre de controle des maladies) d” Atlanta aux
U S.A. decrivair une série de cas de pneumonies & Preumocysiis carinii chez de jeunes homosexuels de San
Francisco. Ces pathologies semblaient étroitement lices 4 un éiat d'immunodépression des patients qui se
trouvaient la proie d’infections muitipies (candidose buccale, rétinite & cytomégalovirus. herpés chronique...).
Plusieurs cas de sarcomes de Kaposi. affection tres rare jusqu’alors. étaient egalement recensés dans la population
homosexuelle de Los Angeles. San Francisco et New York, Ces pathologies furent alors décrites comme les

manifestations du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA).

Peu aprés 1981, des cas semblables n’ont pas tardé a étre signales dans d’autres pays du monde, touchant
également des toxicomanes CONSOMMAtEUrs de preduits injectables, des hémophiles recevant des facteurs de la
coagulation, les partenaires sexuels de personnes appartenant a ces groupes ainsi que ies enfants nes de meres
infeciées. Les études épidémiologiques montrerent clairement alors que le SIDA était une maladie infectieuse.

probablement virale, et transmissible par voie sexuelle et sanguine.

Plusieurs virus renconirés chez les personnes immunodéprimées. tels que le cytomégalovirus, le virus de
["herpes. le virus de 1"nepatite B. le virus d Epstein-Barr. furent initialement impligués dans 1'étiologie du SIDA.
[ hvpothése du HTLV (Human T Leukemia Virus). basée sur des donnees séroépidémiologiques et aprés
isolement du virus chez un malade du SIDA. mit les américains ESSEX et GALLO sur une mauvaise piste. La
corrélation entre HTLV et SIDA est peu probante : aucun cas de SIDA n'a été decrit chez les populations
infectées par PHTLV au Japon. et inversement. 'infection par le HTLV-1 est trés rare chez les malades

européens atteints de SIDA.

Au méme moment. en 1983, {'équipe de MONTAGNIER. envisageant eile aussi que des rétrovirus
comme PHTLYV pouvaient étre impliqués dans cette maladie. considéra que les meilleures chances d’isoler I'agent

causal existatent. non pas quand la maladie grait trés avanceée (lorsque les cellules supposées étre les cibles du
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virus avaient disparu), mais au début. quand seuls existaient des signes précurseurs tels que des adenopathies et
quand les cellules T étaient encore nombreuses. Les ivmphocvtes d'une biopsie d'un ganglion d'un malade
homosexuel atteint du syndrome dit des lymphadénopathies furent alors mis en culture et permirent d'isoler un
nouveau rétrovirus jusqu'alors inconnu chez I'homme; celui-ci fut appele LAY {Lymphadenopathy assoclated

VITus).

En 1984, plusieurs équipes américaines isolérent des virus similaires ou identiques nomimeés LAY,
HTLV-1H et ARV {Aids related virus). L association causale avec le SIDA fut également deémontreée.
Ce n'est quen 1986 qu'ils furent regroupés sous un méme nom par la communauté scientifique internationale:

virus de 'immunodéficience humaine (ViH).

La mise en évidence de sérologies VIH atypiques chez des habitants de Guinée Bissau et d autres pays
& Afrique de 1'Ouest fit soupgonner {existence d'un second virus du SIDA. Dans un premier temps. furent
rapportés des cas de personnes asymptomatiques présentant des anticorps contre les protéines de capside du VIH,
mais sans anticorps détectzbles contre les protéines d’enveloppe. Indépendamment. des cas de SIDA furent
observés dans la meéme région chez des persomnes a sérologie VIH atypiques ou négatives. Un rétrovirus
morphologiquement semblable au VIH. et partageant le méme tropisme pour les cellutes CD4+. fut isolé de ces
patients en 1986 par MONTAGNIER. Ce nouveau virus présentant un sérotype distinct fut nommé VIH-2 tandis

que le prototype du virus du SIDA fut rebaptisé VIH-1.

I.2. Diversité des souches de VIH : (29, 93)

Comme nous venons de "évoquer. deux virus ont été identifiés chez I'homme, le VIH-1 et le VIH-2. Le
code génétique du VIH-1 est trop éloigné de celui du VIH-2 pour penser qu'il en dérive par simple mutation.
Outre les variations génétiques, ils se caractérisent par une répartition géographique différente : alors que ie VIH-
¢ se rencontre dans toutes les régions du monde. fe VIH-2 prédomine en Afrique de I'Ouest et reste confing a
cette région La transmission du VIH-2 semble egalement plus difficile ; une fois transmis, il cause moins

fréquemment la maladie. et moins rapidement que le ViH-1.
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Chez chacun de ces virus, plusieurs sous-types on: de plus été caractérises.
*Parmi les variants de type VIH-1, deux groupes ont été clairement identifies :

> le groupe M {pour majeur) qui inclut ta quasi totalité des variants isolés de par le monde et qui est lui-
méme subdivisé en 9 sous-types de A a 1. Le sous-type B correspond aux isolats provenant des pays industrialisés
(Amérique du Nord. Europe. Australie. Japon). Une trés grande héterogenéité (sous-types A,C.D.E,G et H) est
constatée en Afrique, tandis que certains fovers épidémiques récents montrent une homogenéité importante des
isolats (sous-types F au Brésil et en Roumanie. G en Russie, C en Inde, B et E en Thailande).

- le groupe O (pour outlier ou outgroup) rassemble un nombre limité de variants trés €loignes de ceux du
groupe M el isolés quasi-exclusivement chez des patients originaires de régions d’Afrique centrale,
particutiérement du Cameroun.

* Bien que beaucoup plus limité que le VIH-1 dans sa diffusion mondiale. le VIH-2 peut étre également classé en

différents sous-types {de Aa E).

Cette grande diversité des souches est le témoin d'une variabitité génétique importante des rétrovirus

impliqués dans le SIDA. que nous développerons par la suite,

I.3. Virologie :

1.3.1. Dimension et morphologie :

Comme les autres lentivirus, les VIH sont des virus enveloppés sphériques d'environ 110 nm de
diametre. Le génome est contenu dans une capside protéique. Celle-ci est entourée d’une envetoppe dérivée de la
membrane de la cetlule hdte et portant a sa surface des spicules glveoprotéiques (36,188) (figure 11). Deux sortes
de particules virales peuvent étre mises en évidence : d’une part les particules immatures avec une couche dense
d’environ 25 nin le long de a2 membrane du virion et présentant un centre clair, d’autre part les particules matures
montrant une partie cenirale dense aux électrons (83, 139). Il a &¢ mis en évidence qu'une morphologie

« mature » du VIH-1 semble essentielle au pouvorr infectieux et serait notamment indispensable a I'achévement
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des étapes initiales précédant I'intégration (155). La seule différence observee dans la morphologie des virus
VISNA-MAEDI et VIH est I'aspect du core central : on observe une nucléocapside pléomorphe chez les virus
VISNA-MAEDI matures alors que celle des VIH apparait de forme conique. s étalant sur la totaliz¢ du diamétre
du virion. avec une partie large libre de 40 a 60 nm et une zone resserree d'environ 20 am reliée a I'enveloppe

(139)

§1.3.2. Organisation génomigue : (figure 12)

En commun avec les autres rétrovirus, les VIH renferment leurs informations genétiques dans une
molécuie d”ARN monocaténaire. Chaque virion contient deux de ces molécules longues de 9 a 10 kilobases.
De méme que chez le virus VISNA-MAEDL on retrouve dans le génome :
o des séquences répétitives LTR aux extrémites 3 et 37,
> trois génes de structure caracteristiques des rétrovirus (gag, pol et env},

< et trois petits génes de régulation (vif, tat et rev),

En plus de ces six génes. le génome des VIH s’enrichit de quatre petits génes supplémentaires

également impliqués dans les processus de régulation

& le géne nef (negative regulator factor) : il est caractéristique des lentivirus de primates (VI
SIV). 1l s’exprime au cours des étapes initiales de la réplication virale & partir d'un transcript multiépissé (105,
106), et code pour une protéine myristylée de 27 & 30 kDa localisée essentiellement dans le cytoplasme des
cellules infectées. et associée aux lpides membranaires. On la retrouvera ¢galement dans le novau (86, 104, 107).
La protéine Nef n’est pas retrouvée dans les particules virales.
Sa fonction précise n'est pas connue ; bien qu’initialement considérée comme un inhibiteur de la réplication virale,
des études récentes ont pourtant montré un effet positif sur le taux de réplication des virus. Elle agit par deux
mécanismes indépendants : d'une part elle va stimuler 'intériorisation des protéines de surface CD4, leur
accumulation dans des endosomes. et leur dégradation ; d’autre part, elle va faciliter la réplication et augmenter

[infectivité des particules virales (31, 37, 94, 166, 168).



44

l Vi “‘3"
gag Vil % D nel
% P 4 EEH}ED
| r E

eny L.TR

B [ —

LTR pol

TR pol

VIH-2

tat e +
po o

M

LTR

VISNA-MAEDI

Figure 12 : organisation génomique des virus VIH-1, VIH-2, et VISNA-MAEDI (76, 128),




Des expériences meneées sur des singes Rhésus infectés par le SIV ont montré que ['expression de la proteine Nef
est nécessaire au maintien d'une charge virale élevée et a l'induction du stade SIDA. D autres études menées sur

des souris humanisées SCID ont montré son importance dans la réplication et la pathogénicité (97).

@ le géne vpr {viral protein R) (57} : il code pour une protéine de 96 acides anunés que 'on
retrouve dans le noyau des cellules infectées. et qui sera également intégrée dans les nouveaux virions lors de
"assemblage. Ce uéne accessoire. bilen qu'il ne soit pas indispensable a la réplication virale dans des lignées de
celiules T et dans tes cellules mononucléées du sang périphérique primaires activeées {cellules se divisant), est
cependant nécessaire 4 une réplication efficace dans des cellules ne se divisant pas (lignées primaires monocytes-
macrophages).

La protéine Vpr va jouer un double role dans la réplication virale : peu aprés lentrée du virus dans fa cellule
infectée. et en association avec la protéine de matrice Gag, elle permet P'importation du génome viral dans le
novau des cellules ne se divisant pas ; de plus. elle va bloquer la division cellulaire en phase G;.

Le réle pathogéne de Vpr dans le SIDA n’est pas bien connu, mais d’apres des études réalisées sur des macaques
infectés par le STV, il pourrait jouer un role sur la vitesse de progression vers la maladie et augmenter la charge

virale.

= le géne vpu {(viral protein Uy (25, 37, 167) - il est présent uniquement chez le VIH-1 et code
pour une phosphoprotéine de 81 acides aminés retrouvée au niveau membranaire et cytoplasmique. Elie comprend
deux domaines structuraux : un domaine hydrophobe N-terminal attachant la protéine & la membrane cellulaire, et
un domaine polaire cyioplasmique C-terminal. Celle-ci montre deux fonctions biologiques independantes avec une
augmentation de la production virale quel que soit le tvpe de celtule infectée et une induction de la dégradation du
récepteur viral CD4 dans le réticuium endoplasmique.

Le géne vpu n’est pas retrouve chez des virus proches (VIH-2. SIV), excepté chez le SIV du chimpanzé (SIV,,,).

> le géne vpx (viral protein X) : présent seulement chez le VIH-2, sa fonction n'est pas connue. 1l

code pour une protéine d environ 16 kDa qui agirait 4 un stade précoce de la réplication du virus.

Les produits des différents génes, leur locahisation et leurs fonctions sont regroupées dans le tableau 2.
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pi7 = MA
gag Gag p24=CA cytoplasme Protéines de structure interne
p7=NC virons
pé
pl0=PR cvtaplasme Activités enzvmatiques
pol Pol p66-531 = RT virions {transcriptase inverse, intégrase, protéase)
p3l=1IN
upl20 +gp4l Glycoprotéines d enveloppe
env Env< (HIV-1) cyroplasme
gpl10 + gp36 virions => fixation, fusion membranaire
(HIV-2) > régulation négative de 'expression des (D4
variables selon le type de cellule
vif Vif = p23 cvtoplasme action tardive dans le cycle de réplication
virions = augmentation du pouvoir infectieux
-» action modulatrice positive de 'infection lentivirale
tat Tat=pl4 novau = Régulation positive
transactivation de }expression virale
cytoplasme > régulation positive de I"expression des protéines de
rev Rev = p20 . structure (transport des ARNm non épissés et 1-¢pis-
N sés du novau vers le cyvioplasme)
noya -> régulation négative des génes de régulation
cvtoplasme +++ | = augmentation de Uinfectivité des particules virales
nefl Nef = p27-30 produites par les cellules infectées
novat -+ - régulation négative de expression des CD4
novau > assemblage des constituants viraux
vpr Vpr=pls - transport du génome viral vers le noyau
virions - blocage de la division celiulaire
vpu Vpu =plé cytoplasme - augmentation de la production virale
- régulation négative de I'expression des CD4
vpx Vpx=plé novau ?
virions

Tableau 2 :

produits, ocalisation et fonctions des génes du VIH
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1.3.3. Tropisme cellulaire :

Les celiules cibles du VIH sont caractérisées par la présence & leur surtace d'une moiécule réceptrice, la
protéine CD4. sur laquelle vient se fixer le virus par I'intermédaire de sa glycoprotéine de surface. Elles sont
mulriples et comprennent (33)

- tes lymphacytes T auxiliaires CD4+ cu lymphoeytes T helper.

- les cellules de la lignée monocytes-macrophages (monocyies circulants, cellules microgliales
cérébrales. cellules de Kiipfer hépatiques et macrophages de tous les tissus).

- les celiules folliculaires dendritiques présentes dans les ganglions.

- les cellules originaires des précurseurs médullaires, distinctes de la lignee macrophagique
(cellules interdigitées de thymus. de rate. de ganglions, cellules de Langerhans épidermiques).
Dautres cellules n’exprimant pas la protéine CD4 a leur surface peuvent étre infectées par le virus {démontre lors
& expériences i vitro avec des fibroblastes humains). Ceci explique en particulier la présence de virus au niveau

de certaines cellules cérébrales et du tube digestif.

La chute du taux des lvmphocytes CD4~ dans ie sang périphérique observée au cours de la maladie &
ViH a mis en avant |'importance de ces celiules comme cible principale du virus. Mais il semblerait qu’elie soit la
conséguence de 1"altération d’une structure dans laquelle Vinfection virale est cliniquement et histologiquement
significative. les ganglions lvmphatiques (177). On trouve en effet, chez des patients a un stade précoce ou
intermédiaire de infection. 5 4 10 fois plus de ceilules infectées dans les organes lymphoides que dans le sang
(143). Durant cette période de tatence clinique, Je tissu lymphoide. qui représente une zore d'interaction entre
trois principaux types cellulaires. est le siége ¢ une multiplication active du virus. La réplication a lieu au sein des
lymphocytes CD4+ des centres germinatifs. Les cellules folliculaires dendritiques portent & leur surface un grand
nombre de particules virales. et il semble qu'elles séquestrent ainsi le virus pour le transmettre ensuite aux
lymphocytes CD4+ lors de leur migration & travers le centre germinatif (29). Les macrophages, qui appartiennent
a la population cellulaire infectée de maniére latente dans les ganglions, ont une duree de vie longue et ne sont pas
détruits in virro lorsquiils produisent e virus (125). Les ganglions lymphatiques représenteraient done le site

anatomique principal pour I’établissement et la propagation a long terme de Vinfection par le VIH (144},
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Le tropisme préférentiel du virus pour certains types cellulaires permet de distinguer différentes souches

de VIH (12, 38. 80} :
= lzs VIH T-tropiques qui infectent essentiellement les cellules lvmphocytaires T CD4+. lls
sont caractérisés par un fort pouvoir réplicatif {virus rapid/high} et sont hautement cvtopathogénes in vitro © on
parte de VIt de phénotype SI {« svncitium inducing ») ou souches lvmphotropes syncialvsantes. Elles sont

isolées au moment de ta primo-infection et dans les phases tardives de U'infection virale.

w les VIH macrophages tropiques ou M-tropigues qui infectent préférentieltement les
cellules de la lignée monocytes/macrophages. Ils sont peu réplicatifs (virus slow/low) et faiblement
cvtopathoueénes in virro | il s'agit de VIH de phénotype NSI (« non syncitium inducing »). ls sont isoles, le plus

souvent. & Ia phase d’infection asymptomatique.

= les VIH & dualité tropique qui se répliquent aussi bien dans un type cellutaire que dans

"autre et qui présentent fe phenotype SL.

Dres analyses genétiques portant sur le genome du VIH-1 ont montré que la troisiéme région
hypervariable {boucle V3) de ta gpl120 contient les déterminants majeurs pour les différences de tropisme et la
capacite du virus a induire des syncvtia (29, 87. 95, 142). Cependant. d'autres domaines situés aussi bien dans la

apl20 que dans la gp41 peuvent aussi influencer ces fonctions.

1.3.4. Mécanismes pathogéniques : (15, {21)

Plusieurs phénomenes sont imphiqués, faisant intervenir :
= d'une part des effets directs du virus sur les cellules cibles ; étant lui-méme cytopathogéne, il entraine par

des mécanismes compiexes une destruction cellutaire proportionnelle 4 la charge virale. On peut ainsi observer des

phenomenes de lyse directe des cellules, d apoptose. et la formation de syncytia.
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« dautre part }a réponse immunitaire de Phéte infecté : il existe une dualit¢ entre une hyperactivation du

systéme immunitaire, qui conduit entre autre & la production de multiples cytokines. 4 I'activation cellulaire et a la
production excessive d’anticorps. et. dans le méme temps. I'apparition progressive d un déficit immunitaire
fonctionnel et quantitatif prédominant sur les cetlules CD4. La stimulation excessive du systeme immunitaire a

certainement ici un rdle aussi important que sa déficience dans la pathogénie de la maladie.

Ce concept n'est pas sans conséquence sur la stratégie thérapeutique . ainsi, en plus des antirétroviraux

classiques. il faudra peut-étre envisager ¢ autres traitements immunomodulateurs. faisant appel & des inhibiteurs

de cvtokines ou a des interleukines (1L).

1.3.5. Cycle de réplication viral :

Les rétrovirus se reproduisent dans les cellules hdtes en utilisant leur matériel metabolique et génetique,
se comportant en parasite absolu. Leur cvcle de réplication complexe. dont nous ne CORNAISSONs pas encore tous
les mecanismes intimes. se subdivise en nombreuses étapes qui vont constituer autant de cibies potentielles
d"action des drogues antirétrovirales. Nous ne ferons ict que citer ces différentes étapes qui seront développees.
pour une meilleure compréhension. lors de I'etude des differentes cibles des antirétroviraux dans le cycle de

réplication viral.

‘e adsorption.
‘e fusion/pénétration.
iz décapsidation,

‘& rétrotranscription,

‘e transfert nucléaire.
“a intégration,

"z transcription,

2 traduction,
o maturation,

{
Yz bourgeonnement.
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{.3.6.Dvnamique de ia réplication virale :

L"infection par le VIH est un processus de dynamigue extrémement rapide et continu. Environ deux
jours vont s écouler entre Iinfection des cellules cibles et leur lvse. ce qui correspond au temps de réplication du
virus dans ia cellule. Les particules virales plasmatiques produites ont une durée de vie d’environ 48 heures,
Chaque jour. chez I'individu infecte, ce sont des milliards de particules virales qui sont fabriquées, & 99% par des
cellules CD4~ actives et productives (cellules recemment infectées), et 1% par des cellules mémoire a durée de

vie longue {figure 13). L'importante vitesse de réplication est & |origine de 180 nouvelies générations virales par

an{14. 89, L18).

L'importance de ta réplication dans les lymphocytes CD4+ est considérée comme une cause de
I'accroissement du dysfonctionnement immunitaire. Le SIDA serait alors la conséquence d'un niveau de
réplication élevé et continu du VIH aboutissant a la destruction des lvmphocvtes CD4 par le virus et par des
mécanismes immuns (89},

L infection latente des cetlules non activées et des lignees macrophagiques est encore mal explorée. La durée de
vie des cellules résidentes, sanctuaire rétroviral permeitant fa persistance de Pinfection, est meéconnue. Une
approche curative de !'infection cétrovirale devrait bioquer la réplication virale dans les cellules productrices

jusqu'a 1"élimination des cellules infectées de fagon latente (80).

§.3.7. Variabilité génétique :

1. importance de a réplication virale associée a 1'infidélité de la transcriptase inverse ( RT) est 4 la base de

la variabilité génétique. et par conséquent de |'émergence de mutants résistants ( 14).

1. enzyme virale RT introduit environ une erreus de lecture pour 10 000 nucléotides. 1f lui arrive en effet
de se detacher de sa matrice de rétrotranscription pour réaliser des sauts en avant (délétions), des sauts en arriére
(répétitions). ou pour passer d'une matrice & une autre {recombinaisons). Ce dernier phénomeéne semble
particuliérement important chez la plupart des rétrovirus dont le génome est diploide, et dont le taux de

recombinaison génétique est particulierement éleve.
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La transcriptase inverse ne disposant pas d activite enzymatique de correction d erreurs. et la longeur du
génome viral étant d environ 10 000 nucteotides. on peut considerer que chaque genome est unique. L organisme
est en fait infecté par des poputations de virus apparentés ; il peut ainsi exister. d’un virus a I'autre, d’importantes
différences au niveau des caractéristiques des protéines de surface qui constituent la cible privilégiee de la répense
immune, au niveau des propriétés biologiques. affectant notamment le tropisme cellulaire, U'effet cytopathogéne,
la vitesse de réplication et la production de virus infectieux, mais aussi au niveau de la pathogenie (44},

Cette variabilité s exprime par la diversité croissante des sous-types de VIH isotés de par le monde comme nous

["avons précédemment évoque dans le paragraphe L2

La variabilité est inégale selon la région du génome concernée : le gene le plus variable est le géne env,
les yénes gag et pol. quant 4 eux. sont les régions les mieux conservées. Ainsi, la gpl20 contient des domaines
bien conservés comme celui de la reconnaissance du récepteur CD4. et des domaines hypervariables comme ceux

se trouvant dans la région codant pour ! épitope majeur de neutralisation encore appelé boucle V5.

La survenue de ces variations est un phénomeéne constant. Par contre. leur fréquence dans la population
répond a des modifications de « Penvironnement ». (est la population ia plus performante qui prédomine, on
peut alors parler de sélection naturelle. La varabilité génétique n'a en fait qu'un seul réte. celui de garantir la
survie du virus et de sa descendance (42).

On peut ainsi observer, #7 vivo, une dynamique « évolutive » des phénotypes viraux sous {'effet de la pression de
sélection exercee par la réponse immunitaire de "hdte infecte (39, 177)

- lors de la primo-infection, ['individu est infecté essentiellement par des virus de phenotype S1, et la
charge virale est élevée. Ceci s’explique par 'absence de pression immunologique ; la sélection naturelle favorise
les virus & capacité réplicative élevée (rapid/high).

- tors de la séroconversion. ¢’est-a-dire lorsque I"activité de la réponse immune est 4 son maximum, et
lorsque le sujet ne présente encore aucun symptome. les virus se multipliant le plus sont deétectés et detruits
(contre sélection). alors que les virus se mulipliant le moins. ¢’est-a-dire ne présentant pas efficacement leur
protéine a organisme, survivent. Il s’agit de virus de phénotype NSI & taible pouvoir réplicatit . on observe 4 ce

moment une diminution de ia charge virale.



- au stade SIDA. on assiste a4 un phénomeéne d « épuisement » du svstéme Immunitaire gui est la
conséquence de la destruction chronique des celtules et de Iarchitecture des organes lymphatiques. Dans ce cas, il
n'y a plus de pression de sélection immunologique, les virus de phénotype S1 réapparaissent et la charge virale

augmente.

Les implications de cette variabilité génétique vont étre extrémement importantes sur les plans
therapentiques et diagnostiques. puisquelle favorise 'émergence de mutants resistants aux traitements
antiretroviraux. rend trés difficile la mise au point ¢’une vaccinothérapie efficace, et peut poser des problémes de

sensibilite et de spécificité des tests de diagnostic.

I1- STRATEGIE ANTIRETROVIRALE :

I1.1. Méthode d’évaluation des antirétroviraux : (2, 16, 61. 156)

i1.1.1. L'étude in vitro:

Clest P'étape au cours de laquelle seront évaluées ia toxicité et l'efficacité de I"antiviral. De plus, le
meécanisme d'action sera étudié. Pour cela. la molécule sera testée sur différents types de celiules {lymphocytes
périphériques. monocytes-macrophages, Hgnées monocytaires...) infectées ou aon par des souches de reférence de
VIH-1 et VIH-2.

Trois paramétres pourront alors étre déterminés © - les concentrations cytotoxigues 50 et 90% (CC50 et CCY0),
¢ est-a-dire les concentrations qui vont réduire de 50 et 90% la viabilité des cellules,

- les concentrations inhibitrices ou efficaces 50 et 90% (CI50
et CI190). soit les concentrations qui permettent d’atteindre une protection de 50 et 90% des cellules vis-a-vis du
VITUs,

- I’indice de sélectivité {IS = CC30/CI50) qui rend compte de
I'efficacité de I"amiviral et permet de juger de I'intérét de son développement ultérieur. 11 doit étre au moins egal a

100 pour que celui-ci soit pris en considération.



L évaluation in virro compte, en plus, 'étude de ['émergence de mutants résistants en cultivant le virus
en presence de concentrations croissantes de la moiécuie testée, l'analvse de [Nactivité antivirale sur des souches

résistant 4 d’autres composés déja approuvés. et la recherche dun effet synergique lors de 'association & d’autres

COMpOses.

H.1. 2. Lude iz vivo chez 'animal ;

On distinguera les etudes préliminaires pharmaco-toxicologiques et les études precliniques.

.- Les premiéres sont effectuges sur un minimum de deux espéces animales. un rongeur et un non rongeur. Elies
permettent d’évaluer la concentration initiale d’antiviral non toxique qui sera testée sur I'homme. Quatre
paramétres seront alors analysés : - I'absorption de la molécule aprés différents modes d’administration,

- sa biodisponibilite.

- sa pharmacocinétique et ses mécanismes d’excrétion.

- sa toxicité sur différentes espéces. en particulier sur des primates.
- Les secondes permettent de iester les propriétés antivirales sur des modéles animaux {singe infecte par le 51V,
chat infecté par le FIV. souris SCID humanisée infectée par le VIH). Leur utilisation est encore assez limitée dans

['évaluation de [efficacité antivirale des molécules antirétrovirales (28).

I.1.3. L'étude in vivo chez ’homme ou essais cliniques :

Elle se déroule classiquement selon quatre phases
> Essai de phase 1 il 5agit d étudier la totérance et la pharmacocinétique d’une molécule chez 'nomme. 1]
est réalisé par injections de doses croissantes du produit sur des volontaires sains et permet d’estimer la dose
maxirmale toléree.
<> Essai de phase 11 - ii correspond a la premiére administration a des fins thérapeutiques chez des malades

au cours d essais piiotes enrdlant peu de sujets. It donnera la premiére indication de I’efficacité et des meilleures

conditions d’administration.



> Essai de phase HI : c’est « I'essai thérapeutique controle » . Cette etape cruciale s’effectue sur un large
échantillon de malades et précise Uefficacité et la tolérance dans le cadre d’¢études comparatives, par rapport aux
thérapeutiques considérées comme référence ou a un placebo.
> Essai de phase IV : il suit fa mise sur le marché du médicament il consiste en un contrdle suivi des
patients avec des études d efficacité et de tolérance dans les conditions usuelles de pres;ription. Il s’agit d'une
étape de pharmacovigilance.
Au cours de lUinfection par le VIH. compte tenu de Uurgence et de la relative toxicite des agents
antirétroviraux. les essais de phase | ont tendance & étre conduits sur des volontaires malades et tendent & étre
remplacés par des essais dits de phase I/IF évaluant en méme temps la pharmacocinétique, la tolérance, la dose

utile. et de fagon préliminaire efficacité, avant les grands essais d’efficacité dits de phase I/EIL

Ces essais cliniques sont susceptibles de concerner soit une substance nouvelle. soit une substance
connue dans de nouvelles indications. soit une association de deux. voire plusieurs médicaments, ou bien méme

J"étude d un nouveau schéma theérapeutique.

Depuis le 17 janvier 1991, tout projet d’essal thérapeutique, guelle que soit sa nature. doit étre soumis a
l"avis d'un comité consultatif de protection des personnes qui se prétent a4 des recherches biomedicales
{CCPPRB). Ces comités doivent en particulier vérifier la pertinence du projet. la qualite des investigations, les

modalités de recueil du consentement et les intéréts du malade {ariicle L209 du CSP) (156).

Il.2. Critéres d’évaluation de 'efficacité d’un antirétroviral chez

Phomme :

Une fois que |'activité d’un antirétroviral est démontrée in virro, se pose le probléme d'évaluer son
efficacité /n vivo a court terme et & long terme (aussi bien lors des essais cliniques qu’en pratique courante} et

celui de déterminer les critéres qui vont permetire cette evaluation.
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Dans le cas de infection par le VIH, la méthode de référence repose sur des critéres cliniques, comme
I"évolution du poids, de ['indice de Karnofsky. ta survenue d’une infection opportuniste et/ou le passage au stade
IV du CDC (maladie constitutionnelie. maladie neurclogigue, cancer secondaire, ...) {126).

Mais il existe des critéres de substitution qui sont les critéres biologiques. lls sont de plus en plus
utilisés bien que leur interprétation soit incertaine quand il s’agit de comparer des thérapeutiques ou de guider un
traitement individuel. 11 s’agit essentiellement du suivi du taux des lymphocytes CD4 et d’examens virologiques
mesurant fa charge virale circulante qui. s’appliquant au sang circulant (lymphocytes infectés et particules virales
libres dans le plasma), ne donnent qu’un reflet impartait de la multiplication permanente dans les tissus lymphoides

comme les ganglions, et ceci méme & un stade précoce de la maladie (61).

La charge virale circutante est appréciee par différents parametres (29) -

o | antigénémie p24 qui mesure 'antigéne p24 solubie et Intravirionique,

<o les virémies quantitatives cellulaires et plasmatiques qui déterminent respectivement le
nombre de lymphocytes infectés par mitlion de cellules mononucléées circulantes et le nombre de particules virales
infectieuses par millilitre {ml) de plasma. Elles sont déterminees par des techniques de culture phutdt longues (15 a
21 jours) mais presentent " avantage de quantifier tes virus infectieux,

<z la quantification de PADN proviral qui mesure le nombre de copies d'ADN proviral
intégré par million de cellules mononucléées {lymphocytes et macrophages). Elle évalue I’ADN proviral des
cellules infectées de fagon latente et des cellules ou le virus se réplique.

&> la quantification de ' ARN plasmatique qui mesure le nombre de copies d”ARN viral par
ml de plasma. Elle concerne " ARN des virions infectieux et des virions défectueux.
C’est la quantification de I’ARN plasmatique. désignée sous le terme de charge virale (CV), qui est de pius en
plus fréquemment employée. Elle refléte la quantité de cellules infectées et la vitesse 4 laquelle elles sont infectées.
En pratigue, elle est le témoin de 1'équilibre entre ia production virale et la destruction des lymphocytes CD4

(127).

Actuellement, deux marqueurs biologiques indépendants sont couramment utilisés pour apprécier la
réponse a un traitement antirétroviral : le nombre de CD4 et la charge virale (CV)(127).

Certains auteurs considérent qu’une répotise biologique significative correspond a une chute d’au moins 0,5 logyg
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de la CV dans les trois mois et une augmentation d’au moins 10% du nombre de CD4 a six mois. Pour d’autres, la
CV mesure, mieux que le taux de CD4. le risque de progression vers la matadie. Une CV supérieure & 5000
copies par ml représenterait un haut risque de progression, indépendamment du taux de CD4 et de la
svmptomatotogie (127). MELLORS montre que te taux d’ARN viral plasmatique est étroitement corréle 4
["évolution vers la maladie (tableau 3). ce qui suggére une relation dose-effet entre le risque de progression de
Vinfection & VIH et la CV. mettant I'accent sur Uimportance de la rendre indétectable lors d’une thérapeutique
antirétrovirate. Mais il reste cependant a étudier la valeur pronostique de cette CV sous traitement, et surtout celle

des variations survenant dans une courte période (123, 124).

Comme semblent ['indiquer les résultats de I'étude Concorde, les CD4 apparaissent comme un moins bon
marqueur de Iefficacité d un traitement . 'augmentation des CD4 apres une thérapie antirétrovirale ne refléte pas
systématiquement un bénéfice clinique (73). lls restent néanmoins un trés bon critére de 1'évolutivité de la
maladie. Leur mesure est utile comme critére d'inclusion dans des essais, et permet en pratique de suivre
I"évolution des patients et de délimiter la prévention des infections opportunistes {54, 63). L'intérét du maintien
des CD4 & un taux supérieur a 300/ mm’ n’est plus 4 démontrer comme en témoignent par exempie les résultats

mentionnés dans le tableau 4.

11 faut souligner qu’il existe des variations naturetles de la CV (évaluées a 0,3 logo} et du taux des CD4
qui ne reflétent pas simplement des étapes dans la maladie (63, 153, 73). Malgré les donnees que nous possédons,
fa place de la CV et du taux de CD4 reste & évaluer plus précisément : ¢’est |'objectif notamment d’essais en cours
{essai ANRS 052 par exempie) (118). D'autres essais, sur le point de se terminer. tentent d’établir une corrélation
entre clinique et virologie (ACTG 175, Delta. Nucombo). Ceci donnerait des bases pour comparer deux
traitements ou deux stratégies sur des bases virologiques 4 partir de critéres cliniques. Toutefois, la mise en

évidence de telles corrélations n'est pas simple car il faut trouver un nombre suffisant d’événements cliniques

contemporains de 1'effet biologique maximum (61).

Méme si nous ne pouvons pas toujours expliquer les variations de ces parametres et leurs implications
dans Tefficacité d'un traitement. ils restent néanmoins de trés bons marqueurs indépendants, predictifs de
| *évolution clinique de I'infection 4 VIH (34, 73, 141, 153). Ainsi, COFFIN compare cette évolution a un train
allant 4 la catastrophe oit la CV représenterait la vitesse d’évolution (plus faible sous traitement) et le taux de CD4

la distance du terme (plus grande sous traitement) {figure 14).
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Copies Défai moyen Probabilité Médiane Probabilité
ARN/mi de survenue de survenue de survie de décés
a Vinclusion du sida du sida {années) a6 ans (%)
(années) & 6 ans (%) '
= 500 > 10 54 > 10 0.9
301 - 3000 > 10 16,6 > 10 0.3
3001 - 10 000 0.3 31,7 > 10 {8, 1
10001 - 30 000 5.5 5§52 7.5 34,9
= 30 000 2.0 60.0 4.4 695

Tableau 3

: délai jusqu’au sida et au décés en fonction de la mesure de la charge virale (11).

Taux CMYV PCP Toxeplasmose | Mycobactérie | Tuberculose
des CD4 atypigue

(fmm’} .

> 350 | 2 | | 5
200 - 350 6 9 4 2 14
100 - 200 18 32 19 ) 31

50 - 106 59 ) 60 23 51

< 50 237 196 142 126 57

Tableau 4 : taux d'incidence {(pour 1000 personnes-années) des principales pathologies
opportunistes entre 1989 et 1994 {11).

Charge virale
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Figure 14 : signification de la charge virale et du taux de CD4 (14).
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I1. 3. Médicaments autorisés en pratique clinique : (13)

Un antiretroviral ne peut étre utilise en pratigue clinique que s'i dispose d une autorisation de mise sur le
marche (AMM) détivrable dés lors qu'il a franchi avec succes les phases [, 1T et 1 des essais cliniques.

Cependant. depuis aodt 1994, la panoplie des molécuies disponibles s'est étendue avec !apparition du
statut des antorisations temporaires d’utilisation (ATU). Elles permettent, a titre exceptionnel et en dehors du
cadre des essais cliniques. 'utilisation de medicaments sans AMM pour le traitement de maladies graves, en
situation d’impasse thérapeutique et lorsque les données disponibles sur ce médicament suggérent un bénéfice réel

pour les patients,

Ces ATU. délivrées par I’ Agence du Médicament sont de deux types ;

= ATU de cohorte : eliesvont concerner des médicaments dont le niveau des connaissances

scientifiques est élevé et dont I'AMM est previsible 4 court terme.
Ce type d"ATU permet le traitement d'un groupe de patients parfaitement définis et la surveillance des effets

secondaires selon ut protocole d'utilisation thérapeutique.

— ATU nominative : elles vont concerner des produits pour lesquels le niveau des

connaissances scientifiques est limité. Elles permettent le traitement de patients nommeément désignés, 4 la
demande et sous la responsabilité du médecin prescripteur, et avec I'autorisation préalable de I’Agence du

Medicament.

C'est en particulier dans linfection a VIH que ce statut exceptionnet trouve son utilité, Outre les
medicaments destinés au traitement des infections opportunistes, ¢’est surtout par la mise a disposition des
nouveaux antirétroviraux que les ATU ont montré leur intérét.

Mais si les avantages pour les patients sont indéniables, il n'en faut pas moins oublier qu’il s’agit de
medicaments innovants ou a risque en terme de santé publique et que cela impose au prescripteur et a I' Agence du
Médicament de s’entourer d'un minimum de précautions (suivi médical rigoureux des patients, recherche des

effets secondaires, surveillance stricte des conditions d'utilisation, recueil et analyse des données ...).
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I1. 4. Cibles des antirétroviraux dans le cvcle de réplication viral :

Chaque étape du cvcle de réplication des rétrovirus constitue une cible potentieile pour des composes &
visée antirétrovirale. 1f est intéressant de classer ces composés en fonction de leur point d’impact dans le cycle
viral. Notre étude ne constitue pas une liste exhaustive des molécules capables d'inhiber la replication des
rétrovirus ¢ elle se propose simplement de présenter les différents niveaux daction connus peur des agents
antirétroviraux actuels ou futurs, et les mécanismes impliques dans "activité antivirale, en s appuyant sur quelques
exemples de molécules représentatives.

Le probléme majeur que représente I'infection par le VIH en terme de sante publique explique que nous

nous sovons attachés essentieliement aux possibitités de lutte contre ce lentivirus en particulier.

11.4.1., Action au niveau de la fixation du virus :

Les particules virales vont s’amarrer 4 la surface de la cellule hote par attachement de leur glycoproiéine
d enveloppe SU (gp(20 pour VIH-1. gp!10 pour VIH-2. gp135 pour le VISNA-MAEDI) au récepteur cellulaire
de surface (CD4 pour fes lentivirus de primates). Cette interaction va étre a I'origine d'un changement de
conformation au niveau des protéines membranaires, nécessaire au déclenchement de I'étape suivante de fusion
{26, 154).

Plusieurs solutions ont éte envisagées pour entraver Pinteraction gpli20-CD4.

IL4,1,1. Le CD4 recombinant et ses dénves

Le CD4 soluble recombinant (rsCD4} est une forme soluble de ce récepteur produit par génie génétique
dés 1987, et possédant une grande affinité pour la gpi20 du VIH-1 (45},
il va empécher le virus de se fixer & la paroi cellulaire en jouant le role d'un leurre : ainsi, ie rsCD4, en saturant la
£p120 bloquerait la capacité du virus a se fixer sur les celiules exprimant le récepteur CD4.

[l pourrait également endommager le virus en provoquant I'expulsion de la gp120 (133).



61

Le rsCD4 posséde. jn vitro, des propriétés inhibitrices vis-a-vis du virus dans les lvmphocvtes et les
macrophages. [} va également reduire la formation des svncvtia entre les cellules infectées (gp120+) et les cellules
non infectées {CD4-+ gp120-). Des études expérimentales menées in vivo sur des singes Rhésus ont montré un
effet contre {infection par le SIV {189).

Quant a I'étude chez Chomme. les essais réalisés ont mis en évidence une bonne tolérance. mais matheureusement
sans efficacité antirétrovirale.

L un des inconvenients majeurs de ce rsCD4 est sa demi-vie d élimination extrémement courte {environ | heure).

Des molecutes hybrides contenant la fraction rsCD4 ont alors été developpeées :

* ainsi, en couplant le rsCD4 a une chaine lourde d immuneglobuline (20. 35. 90), on augmente iz demi-vie
{environ 40 heures), tout en conservant les propriétés antivirales in vitro.

De plus. la fixation du CD4 sur une immunoglobuline du groupe G (CD4-1gG) permet 4 ce complexe de franchir
la barriére foeto-placentaire (grace a I'existence de récepteurs aux lgG du placenta). ce qui présenterait un intérét
tout particulier dans la lutte contre la transmission materno-toetale du virus.

* une autre approche consiste & associer le fragment rsCD4 4 une toxine cytolvtique (35, 49) . le CD4 se
comporterait alors comme le vecteur d'un compose qui va detruire de fagon sélective les cellules infectées par le
virus et exprimant a leur surface la gp120.

Ainsi. e rsCD4 a pu étre lie & des immunotoxines comme la ricine ou !'exotoxine A de Psendomonas aeruginosa,
Cependant. les premiers essals cliniques s’etant heurtés a une toxicité hepatique. I'avenir de cette voie de

recherche parait momentanément limize,

L approche rsCD4, pour seduisante qu’elle soit par son mode d’action et ses bons résultats /v vino, et
bien qu'avant démontré une relative innocuité au cours d'essais de phase 1, ne présente que peu ou pas d’effet
antiviral chez 'homme (on note en effet une absence de modification des marqueurs immunologiques et
virologiques). De plus, ces composés possédent un pouvoir immuncgene et peuvent étre a |'origine de la
formation d’anticorps dirigés contre le CD4 et/ou contre la fraction greffée. 1l existe cependant, in vitro, une
synergie d’action tors de 'association a des inhibiteurs de la transcriptase inverse (49, 90). gui pourrait étre mise a

profit dans le cadre de polychimiothérapies visant plusieurs niveaux du cvele de réplication viral.



11.4.1.2. Les composes polvanioniques

Connus depuis une vingtaine d’années pour leur propriétes inhibitrices de la répiication de nombreux
virus (virus respiratoire syncitial. virus influenzae A, STV, HSV, CMV . ) {91}, il n’est pas surprenant de voir
tester une guantité importante de dérivés anioniques pour évaluer teur capacité a inhiber le VIH.

Ces composés polyanioniques sont caractérisés par la présence d'une forte charge négative qui apparait

nécessaire a l'inhibition du phénoméne d’adsorption du virus 2 ia celtule (13).

De trés nombreuses molécuies ont été étudiées ; elles peuvent étre organisées, selon leur structure, en
plusieurs classes. avec principalement (30, 99, 129) (figure 13)

% les polysulfates ; ils comprennent

- fes polysaccharides sulfates (sulfates de dextran. de pentosane, de cvclodextrines, d’heparines, ...),
- les polyméres sulfatés (PVAS ou polyvinylaicoholsulfate, PAVAS ou polyacrylicvinylalcoholsutfate, PAPS ou
polvacétalpolvsulfate, ...},

% les polysulfonates ; ils rassemblient notamment la suramine, les PVS {polyvinyislfonates), les

PSS {polystyrénesuifonates), tes PAS {polvanetholesulfonates). les colorants de type « azo acide sulfonique », tes
dérivés de P'acide naphtaléne suifonique, ...

# les polvearboxviates : avec entre autres acide aurintricarboxylique (ATA) et ses dérives,

& les polyoxométalates.

& les albumines chargées négativement (NCAs).

La plupart vont exercer teur activité antivirale en occupant les sites charges positivement de la boucle V3
de la gp120. impliqués dans le processus d'attachement des virus a la cellule {195). C’est le cas des polysulfates et
de la majorité des polysulfonates. D autres seraient susceptibles d’interagir avec le récepteur CD4 (ATA par

exemple). ou a la fois avec la gpl20 et le CD4 (157).

Toutes ces molecules présentent des proprietés antivirales intéressantes /i vitro et inhibent la formation
de syncvtia. On note dans certains cas une action inhibitrice de la transcriptase inverse, mais qui ne peut étre mise

a profit ¢u fait de 'incapacité de ces composés a pénétrer dans les cellules. Cette particularité est la conséquence
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de la forte charge ionique, et est egalement responsable d'une trés mauvaise absorption, rendant la voie
d’administration intraveineuse mdispensable. Enfin, il existe une synergie d’action de ta majorité de ces composss

avec les inhibiteurs de la transcriptase inverse (129, 130),

Les rares molécules ayant fait I'objet d’expérimentations chez I'homme se sont avérées décevantes.
Ainsi. la suramine fut le premier compose adminisiré aux malades atteints du SIDA. Son utilisation n’a montré
aucune eflicacite {(41).
Le suifate de dextran fut ensuite testé. se révelant lui aussi inefficace. 1l permettra cependant de metire en
évidence. in vive, la trés mauvaise blodisponibilité per os des composés anioniques. ainsi que 'existence de
propriétes anticoagulantes génantes et |'instabilité des polvsaccharides sulfatés {(dégradation en métabolites
inactifs par clivages glvcosidiques et action de sulfatases) (130, 179).
Actuellement. les recherches s’orientent plutdt vers etude des polvméres sulfonés (plus stables car insensibles a
I"action des sulfatases) avec en particulier un pelymeére suifone du naphtalene, le PRO 2000 (28. 162). 1l bloque in
vitro la liaison gp120-CD4, aussi bien sur les lymphocyvtes que sur les monocytes-macrophages. Un essai clinique

de phase i est en cours,

La voie des composés polvanioniques reste cependant peu encourageante du tait de la nécessité d'une

administration par voie intraveineuse et de l'interférence avec I’hémostase.

1L.4.1.3. L'immunothérapie :

Les essais dimmunothérapie par vaccins 4 base de protéines virales gpl20 ou gpl60 chez des sujets
ayant encore une immunité cellulaire convenable (plus de 400 ou 300 CD4/mm’), ou I"administration passive
d anticorps dirigeés contre les protéines virales font intervenir, parmi d autres hypotheses, un blocage de ia fixation
du virus sur son récepteur cellutaire (60. 196).

L administration de gpl20 ou de gpl60 chez I'homme s’est révélée étre une approche totalement inefficace selon
les etudes récentes rapportées par ALFANDARI et coll. (3).
Quant a 'immunisation passive, elle montre chez le chimpanzé un effet protecteur vis-a-vis de 'infection

experimentate 4 VIH-1 (35). Quelques essais ont ete entrepris chez des patients au stade d’ARC et de SIDA, en
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utitisant des plasmas de donneurs ayant un titre élevé d anticorps et nactivés par la B-propiolactone ou la chaleur.
Ces essais montrent une diminution de |'antigénemie p24 et de la charge virale dans le sang ; les résultats sur
'evaiuation des CD4 et la progression clinique sont plus incertains (112). L'utilisation d’anticorps monoclonaux
anti-gp120. qui ne vaut que pour un seul type de virus, est difficilement envisageable étant donné I'extréme

variabilité génétique du virus. en particulier au niveau de sa glvcoprotéine de surface.

1. 4.2, Action au niveau de P'étape de fusion/pénétration du virus :

Apres fixation du virus & la cellule durant e processus d'adsorption, il se produit un changement de
conformation au niveau du complexe des gtvcoprotéines transmembranaires (TM) et de surface (SU) (gpdt/gpl120
pour te VIH-1). Il conduit a Pexposition du domaine fusogénique N-terminal de la glycoprotéine TM,
normalement cachee par la glycoproteine SU. de telle sorte qu'il génére la tusion du virus avec la cellule.

Tous les lentivirus de primates utiliseni ta molécule CD4 comme principal récepteur impliqué dans
["attachement du virus 4 la celiule cible. Il ne permet cependan: pas 3 lui seul la réalisation de la fusion des
membranes. L hypothése de } existence de corécepteurs fut émise dés 1984, fondée notamment sur I’observation
que des cellules n'exprimant gue Je récepteur CPD4 n’etaient pas infectables. Ce n'est que trés récemment, en
1996, que furent identifies le CXCR4 et le CC-CKR-5 (62, 80. 108. 122, i74). Le CXCR4, également appelé
« fusine », LESTR ou encore HUMSTR. serait le corecepteur necessaire a {'infection des cellules lymphocytaires
CD4+ par les souches VIH de type SL 1l s"agit d'une glycoprotéine membranaire de 46 kDa. Le complexe fusine-
CDd4-gpl2C permettrait a la molecule de gp4] de realiser ta fusion de 'enveloppe virale 4 la membrane cellulaire
avant I'internalisation (134). Le ligand nature! de la fusine a été caractérisé . il s'agit d’une a-chémokine, petite
protéine de 8 a 10 kDa (22. 140). Le CC-CKR-5. quant a lui, serait le corécepteur des souches VIH de type

INSI; il est le recepteur de trois f-chémokines, RANTES, MIP-1a et MIP-1[3 {(4) (tableau 5).

Différents composes se sont montrés capables d’agir sur le processus de fusion/pénéiration du virus.
Parmi eux, les lectines, qui sont des protéines isolées de plantes diverses, sont capables de se fixer sur des
hvdrates de carbone de fagon tres specifique. L activité antivirale dépend de la nature de la spécificité pour

le sucre (10). Les lectines spécifiques du mannose ont la propriété d’imerférer, en se fixant sur des chaines
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glveosidiques de I'enveloppe virale, avec le processus de fusion des VIH-1 et 2 et du S1V. Elles vont également

ichiber la formation de syncvtia a des concentrations trés faibles (11 1).

Les dérivés triterpéniques regroupent des composés hémisynthétiques dérivés d'un triterpéne naturel
extrait de I'écorce de platane. 'acide bétulinique (figure 16).
Les dérives betuliniques sont. in vitro. des inhibiteurs puissants et sélectifs de la réplication du VIH-1 mais
n'exercent aucune protection vis-a-vis du VIH-2 ou d'autres rétrovirus. Ils réduisent la formation des syncytia.
Certaines souches de VIH-1 ne sont pas sensibles a ces composés, ce qui sous-entend qu’ils interferent de facon

tres specifique avec le processus de fusion, Il semble que la cible de ces molécules soit contenue ou interagisse

avec les glycoproteéines gpl20/gp41 du VIH-1 (50, 119).

Les albumines succinyiées et aconitylées dérivent de [Palbumine seérique humaine. Elles sont

uniquement actives sur le VIH-1 (99).

La stamycine L, petit peptide de 2] acides aminés produit par une souche de Strepronnces. inhibe la
réplication des VIH-1 et 2 et du SIV,,. /» virro. Cette inhibition semble spécifique des rétrovirus et serait le
resuitat d’une interaction avec une protéine cible de I'enveloppe virale. interférant avec I'oligomérisation des
proteines d'enveloppe. 'association gpl20-gp41. et/ou la liaison entre 'enveloppe virale et les protéines de

membrane cetlulaires nécessaires au phénomeéne de fusion (114),

Les substances dérivées de la gp41. telles que le pentafuside ou T-20, et plus récemment te T1052, sont
des inhibiteurs puissants du phenoméne de fusion /n virro. Ce sont des peptides de synthése {36 acides aminés
pour le T-20) dérivés de la protéine transmembranaire gp4l du VIH-1 : ils sont sans effet sur ie VIH-2 (1, 100,
193).

Ces composes semblent posséder une activité élevée et dose-dépendante sur les macrophages humains et dans le
modele de souris SCID. Les études réalisées chez le primate montrent des caractéristiques pharmacocinétiques

encourageantes. Des essais cliniques chez {"homme devraient préciser I'intérét de ces molécules (28).



&7

En ce qui concerne la voie des corécepteurs, if a été¢ démontré que !'absence de contamination par le
VIH. observée chez un petit nombre de personnes hautement exposées. était liee a des mutations interessant les
uénes responsables de la synthése de la protéine CC-CKR-5. Une délétion de 32 paires de bases des deux alléles
codant ce récepteur assure une haute résistance a infection par le VIH-1 (163).
Cela suggére que la protéine CC-CKR-5, ainsi que la fusine, pourraient étre des cibies d'intervention
thérapeutique particuliérement importantes. en utilisant des molécules susceptibles dempécher {'interaction
virus/corécepteur (telles que des chémokines modifiées. sans effets biologiques propres. mais conservant leur
action antivirale). soit en faisant appel a la thérapie génique dans le but de provoquer des modifications genetiques

de ces corécepteurs.

I, 4.3. Action sur le processus de décapsidation : (50, 31, 130)

Lorsque le virus entre dans la cellule. le génome doit d'abord étre « désassemblé » des protéines de
capside. Ce processus est appelé décapsidation. Le génome ainsi mis & nu est prét pour la retrotranscription.
Un certain nombre de composés connus depuis plusieurs années pour leur propriétés antivirales sont maintenant
reconnus comme agissém sur ie phénoméne de décapsidation (amantadine pour les Myvovirus inflenzae type A.

ou arildone et chalcone pour les picornavirus par exemple).

En ce qui concerne la lutte contre les rétrovirus. peu de molécules ont éte proposées. Elles tont partie de
la classe des bicyclams. dont la structure générale est représentée tigure 17. Ces derniers comptent parmi les
inhibiteurs les plus puissants et sélectifs de la réplication du VIH (C150 de I'ordre de ta nanomole, et IS d’environ
107). L activité est identique sur les virus VIH-1 et VIH-2.

Ces molécules peuvent également irhiber la formation de syncytia, mais & des concentrations beaucoup plus
élevées que celles nécessaires a 'activité antivirate. Ceci suggére qu’elles pourraient aussi interférer avec le
processus de fusion du virus & ia cellule.

Aucun de ces composés n’a cependant trouvé d'application en thérapeutique antirétrovirale.
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-Rantes
CCR 5 -MIP-1ot souches M-tropiques (NS}
~-MIP-1p3
g~chémokine :
CXCR 4 (fusine) SDF1 souches T-tropiques (SI)

Tableau S : corécepteurs impliqués dans Pentrée du VIH dans les cetlules et ligands naturels,

Ry R
acide hétulinique H OH
RP 70034 i H”\/\/\/\/\/\fo
O
RE 72046 OH ””\/\/\\/\/\/\fs
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KPR 103611 Ho s~ neg®

«Q  CH

Figure 16 : structures de {'acide bétulinique et de quelques dérivés (119).
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L o L]
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Figure 17 : structure générale des bicyclams (130).
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1I.4.4. Acfion au niveau de Ia rétrotranscription :

La plupart des médicaments actuellement disponibies agissent a une phase précoce. ¢’est-g-dire avant
Iintégration de I'’ADN proviral dans le novau : ce sont les inhibiteurs de I'étape de transcription inverse. Au cours
de cette étape, VARN viral est transformé en un brin d’ADN complémentaire, puis en ADN double brin, par une
enzyme specifique des virus 4 ARN. la transcriptase inverse. Ceite copie du patrimoine génétique s'effectue d'un

seul tenant, en répétant les séquences L TR sttuées aux deux extrémites du génome.

1L. 4. 4. 1. Rappels sur I'enzyvime de transcription inverse : (28, 102)

La transcriptase inverse est un hétérodimeére constitué de deux sous-unites : une grande sous-unite de 66
kDa (p66) composée de 560 acides aminés. et une petite sous-unité de 51 kDa (p51) contenant ies 440 premiers

acides aminés de la p66 {figure 18).

Elle possede trois activités enzymatiques distinctes
= une activité ADN polvmérase ARN-dépendante qui permet la synthése du brin d’ADN(-)
complémentaire a I’ ARN génomique,
= une activité ribonuciéase H ou RNAase H, nécessaire a la dégradation de " ARN,
2> une activité ADN polymérase ADN-dépendante a Uorigine de la production du second brin

(=) d’ADN

La structure de la transcriptase inverse & été comparée a une main droite. et peut étre divisée en cing
domaines : doigts, paume. pouce. connexion, et poignet (figure 19).
. activité RNAase H est localisée au niveau du poignet, tandis que I'activité pelymeérasique se situe au niveau de
la paume. Seule la sous-unité p66 contient un site polymérasique actif . la sous-unité p51, outre gu’elle ne contient
pas la RNAase . a une conformation trés repliée et compacte, différente de la p66. Le contact entre les deux
sous-unités se fais principalement au niveau du domaine de connexion. La liaison entre le pouce de la p51 et le

poignet de la p66 serait nécessaire 4 | activité ribonucleasique.



70

Domaine Domaine
polymerase RNAase H
_..——-‘A“*-—__
N PAUME] DOIC CONNEXION POIGNET C
| 360
sous-unité p66 4 4
sous-unité p51 4 A

Figure 18 : représentation linéaire de la transcriptase inverse : les séquences comprises dans les
sous-unités sont indiquées par les traits horizontaux (102).

DOIGTS
PAUME

p66

amoree ARN  —ssmsees ADN

DOIGTS

PAUME

Figure 19 : représentation spatiale de la transcriptase inverse. Entre les doigts et le pouce de la p66 se forme une
gorge permettant la fixation de I'’ARN qui va étre rétrotranscrit en ADN (102).
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La synthése de 'ADN(-) est amorcee au niveau d'un ARNt apparié a une région complémentaire de
"ARN viral (PBS ou primer binding site). Tandis que le domaine polymérasique de la transcriptase inverse
procede a I'élongation, le domaine RNAase H dégrade la matrice ARN venant d"étre copiée {figure 19). Arrivé 4
Pextremité 57 de "ARN génomique, le complexe enzymatique doit effectuer un « saut » jusqu’a Uextrémité 3°
pour poursuivre la synthese. Cette étape est facilitée par la présence de séquences particuliéres appelées R au sein
des LTR. La synthése du second brin d’ADN (+} débute ators que celle du brin (-} n'est pas achevée. Elle est

amorcee a partir d'un fragment d’ARN viral ayant résisté  la dégradation par la RNAase H.

Ainsi, la transcriptase inverse semble étre une cible d’intervention chimiothérapique particulierement
intéressante pour deux raisons essentielles : d'une part son rdle dans la réplication du virus et plus
particuliérement & une étape précoce, d'autre part sa spécificite, puisque cette enzyme n’existe pas chez I"homme.
Cette transcriptase inverse. de par sa plurifonctionnalité catalytique, fournit ainsi plusieurs points d’impact
theoriques :

&5 la RNAase H vis-a-vis de {aquelle aucun inhibiteur n'a été découvert jusqu’a ce jour,
= ' ADN polymérase virale : elle constitue encore actuellement la cible moiéculaire la plus visée par
les therapies antirétrovirales. Lorsque |'on parle de substances capabies d'inhiber la transcriptase inverse, il s agit

en fait exclusivement, jusqu’a présent. de composés interférant avec 'activité polymérasique de cette enzyme.

Les inhibiteurs de la transcriptase inverse peuvent étre regroupés en deux grandes catégories qui différent
& la fois par leur structure, leur mécanisme d action et leur spectre d’activité -
- les analogues nucléosidiques de la transcriptase inverse,

- les inhjbiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse.

IL. 4. 4. 2, 1es analogues nucléosidiques de la transcriptase inverse

Ce sont des composés possédant une structure trés proche de celle des désoxynucléosides naturels qui

servent & construire les chaines d”ADN (figure 20).
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Figure 20 : structures des nucléosides naturels et des analogues

nucléosidiques utilises en therapeutique (28, 137).
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Toutes sortes de modifications de la structure de base peuvent étre envisagées. et porter sur le sucre
{acyclisation. ajout ou suppression de substituants. msaturation. modification du sucre, ..). sur la base azotse
(substitutions diverses), et/ou sur ia liaison du sucre & la base.

La recherche sur les analogues nucléosidiques a visée antirétrovirale a bénéficié de celle des inhibiteurs
de la synthese d"ADN dans ie cadre du développement d’agents antitumoraux. Ainsi. plus d'une centaine
d’analogues nucléosidiques ont €té retenus comme actifs par le National Institute of Alleray and Infectious

Diseases. dont queiques-uns seulement sont en usage clinique (111) (tableau 6).

Le premier analogue nucléosidique a avoir montré une activité antirétrovirale in virro est la zidovudine
(AZT) ou 3 -azido-2".3 -didésoxythymidine. [l s’agit d’une molécule ancienne, puisqu’on la connaissait déja en
1964 pour ses proprictés anticancereuses, mais fut abandonnée en raison de sa faible activité. Cet anatogue dérivé
de la thymidine. qui possede une fonction azide en 3° du sucre, présente une activité inhibitrice marquée vis-a-vis
de nombreux retrovirus. aussi bien des lentivirus (VIH-1, VIH-2. SIV), que des oncovirus {(MLV., FeL.V) (163).
L'AZT a obtenut une AMM en 1987 dans le traitement de I'infection a VIH, et demeure depuis te nucléoside de
reéference.
[l fut suivi par la ddl ou didésoxvinosine en 1992, Ce composé. dérivé de tadénine. a la particularite d étre
transformé dans I"organisme. aprés une premiére phosphorviation. en ddA (didésoxvadénosine). L utilisation de la
ddA s’est montrée infructueuse du fait ¢ une néphrotoxicité importante et d’une destruction par I'acidité gastrique
{165).
Entin. la ddC et ie 3TC. dérivant de la cvtosine.et e D4T. analogue insaturé de la thymidine, sont apparus sur le
marche en 1994 et 1996,
Un autre analogue. dérivé carbocyelique de la guanosine, le 1592U89, est actuellement en cours d évaluation chez
I"homme. Son activité antivirale est importante puisqu en monothérapie. il diminue de 50 a 100 fois le titre de

I"ARN viral plasmatique (28).

Tous les didésoxynucléosides (ddN) ont en commun un mécanisme d’action double (2, 33, 60, 61, 79) :
&> ils vont se fixer sur le site actif de la transcriptase inverse et empécher la fixation du substrat
naturel par inhibition compétitive directe de 'enzyme,

@ ils vont entrainer un arrét de I’élongation dés lors qu'ils seront incorporés dans le brin
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d"ADN naissant. En effet. en "absence du groupement OH en 37 du sucre de 'analogue intégré dans la chaine
d"ADN. aucun autre nucléotide ne pourra plus s’y attacher, par impossibilité de constituer la liaison
phosphodiester entre le 3’OH du premier nucléotide (ici I'analogue de nucléoside) et le S"OH du nucléotide
suivant, quel qu’il soit. On parle de composés terminateurs des chaines ’ADN. L'ADN transcrit sera alors sous

une forme incompléte et non fonctionnelie.

LUine autre particularité commune aux ddN est qu'ils sont tous. & la base. inactifs. Ce sont des
prodrogues qui doivent étre phosphorvlées en dérivés mono, di, puis triphosphates par des kinases cellulaires,
pour pouveir exercer leur activite sur la transcriptase inverse (figure 21). L'utilisation des dérives déja
phophorylés n'est pas envisageable car, n’étant pas capables de pénétrer dans les cellules, ils ne peuvent atteindre

le site actif de I'enzyme.

1! existe cependant certaines spécificités au sein des analogues nucléosidiques, qui vont résider
w dans "affinité élective de "analogue triphosphaté pour la cible : 'ADN polymeérase virale.
Les composés utilisés en thérapeutique n'ont qu'une faible activité sur les ADN polymerases cellulaires. Les deux
families étant structurellement et fonctionnellement trés proches, cette sélectivité provient dun criblage rigoureux
des molécules. mais n'est pas absolue. Plus elle sera faible. plus on s’exposera a des phénomeénes de toxicité . En
contrepartie, plus elle sera élevée, plus le spectre dactivité risque de s'avérer étroit. L'un des atouts du 3TC, par

exemple. serait son peu d’ action sur PADN polymérase v mitechondriale et pourrait expliquer sa faible toxicité

w dans les processus de dégradation : les enzymes de dégradation sont différentes selon les
antirétroviraux. La ddl et e D4T sont clivés par des phosphorylases. 'AZT par une réductase, la ddC par une
désaminase ... Ces différences auront des conséquences sur ['activité. mais surtout sur la toxicité des dérivés
nucléosidiques (161, 176).

s dans les processus d activation des analogues antirétroviraux : I'étude de la métabotisation
des ddN a montré que leur phosphorylation en dérivés triphosphates est sous la dépendance de I'activation
cellulaire pour certaines molécules (AZT. d4T), tandis qu'elle est indépendante du cycle ceflulaire pour d’autres
(dd!. ddC. 3TC). Les différentes kinases impliquées dans ces transformations sont en effet activées a des degrés

divers en fonction du cycle celluiaire : la thymidine kinase indispensable & 'activation de I'AZT et du d4T n'est



efficace que dans les cellules stimulees. alors que les 5 nucléotidases nécessaires a la métabolisation de fa ddl, de
la ddC et du 3TC fonctionnent dans ies cellules activées comme dans les cellules au repos (176).

Les implications de ces spécificités sont importantes et sous-tendent Iintérét de certaines associations
d antirétroviraux nucléosidiques, susceptibles ¢ optimiser leur activité par complémentarité et de réduire leur

toxicite. au détriment d autres.

Aux composés précedemment cites. vient s'ajouter une famille de molécules ayant une structure
particuliere, les nucléosides acycliques phosphonés {ANP) (28, 35, 50, 137).
lls sont caractérisés par ['acyclisation du tragment osidique. et peuvent étre considérés comme des ddN
monophosphates. de par la présence d'un résidu phosphonate (figure 20). Les charges négatives apportées par
cette fonction sont masquees de fagon réversible pour permettre 4 ces composés de pénétrer dans les ceilules,
Leur mécanisme d’action reste identique & celui des autres ddN. L’intérét des ANP réside dans le fait que seules
les deux derniéres etapes de phosphorviation sont nécessaires & ['activation ; or, c’est la premiére étape de
phosphorviation qui est limitante pour {a plupart des nuctéosides non phosphorylés.
Ces ANP font partie des inhibiteurs de retrovirus les plus efficaces. Ils possédent, de plus. un spectre & activité
tres farge visant des lentivirus (VIH-1. VIH-Z. SIV. FIV, virus VISA-MAEDI), des oncovirus (MSV). des
herpesvirus (HSV-1 et 2, VZV, CMV, EBV). ou encore le virus de {"hépatite B.
Enfin, ils présentent un effet antiviral prolongé par rapport aux autres dérivés nucléosidiques, grice a une demi-vie
intracellulaire plus longue.
Récemment. {'un de ces composes est entre en essai clinique. il s"agit du bis{pom)-PMEA, promédicament visant

a améliorer ia biodisponibilité orale du PMEA ou 9-(2-phosphonométhoxyéthyladénine.

En conclusion, nous pouvens dire que les analogues nucléosidiques offrent une efficacité globalement
comparable, mais limitée et transitoire, surtout en monothérapie, du fait de P'émergence de résistances par
selection de souches virales porteuses de mutations sur le géne de la transcriptase inverse (tableau 7). La toxicité
des analogues de nucléosides est une autre fimite & leur utilisation. Cependant, les molécules déja disponibles
{tableau 6). qui se différencient par leurs specificités, possédent des profils de toxicité et d activité différents. Elles
offrent ainsi la possibilité de modifier les traitemen:s (intolérance, contre-indication, résistance) et d’envisager

certaines associations (synergie, complémentarite, réduction des effets toxiques) {185).
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Incorporation
dans UADN viral

Kinases eellulares

ddN o5 dAN-MP & ddN-DP &5 ddN-TP etfou

N

Inhibition.de fa
transcriptase inverse

Figure 21 : activation des 27,3 didésoxynucéosides (ddN).
(MP : monophosphate, DP : diphosphate, TP - triphosphate)

AZT M=K KN KR L-W? T-Y K-G
—F

ddl L=V voT" M=V

ddC K =N T—-D L=V vt M-V Y —-C

d4T V-T 157

3TC M -V

® 0 vitro sculement
C :cvstéine : D¢ aspartate : F : phényvlalanine : G : glveme 0 1 isoleucine : K @ bysine : L : leucine : M : méthionine :
N asparaging : R :arginine : T : thréonine : V : valine : W : tryptophane Y : tyrosine.

Tablean 7 : mutations de la transcriptase inverse induites par les analogues nucléosidiques (185, 61),
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1L 4. 4. 3. Les inhtbiteurs non nucléosidiques de Ia transcriptase inverse (NNRTIs) ¢

1l s’agit d’un groupe de composés antirétroviraux réunissant des agents sructurellement trés différents
{figure 22). Ils peuvent étre regroupes en plusieurs classes principales {tableau 8) (50, 67) :
= fes derivés diazépiniques (TIBO, névirapine, ...).
= les derivés pipeéraziniques ou bis(hetéroarvl)piperazines (BHAPs),
s les dérivés o-aminophénylacétamide {a-APA).
=5 les deérivés des pyridinones,
== les derives des carboxanilides.
o les dérivés HEPT ou 1[(2-(hydroxyéthoxy)meéthy]-6-(phényithic)thymine,
o les dérives TSAQO ou [27.537-bis-O-(tert-butyldiméthvisiivl}-B-D-ribofuranosyl}-3 '-spiro-5""-[4 " -amino-~

177 27 -oxathiole-27". 2" -dioxydeipyvrimidines et purines.

Malgre la diversité des structures, ils possédent un meécanisme d’action proche, distinct de celui des
analogues nucléosidiques. puisque ce sont des inhibiteurs spécifiques mais non compétitifs de la transcriptase
inverse. En effet, ils sont capables de se fixer sur 'enzyme, au niveau d’une poche hvdrophobe étroite, située a
proximité du site catalvtique. entre le pouce et la paume de la scus-unité p66. Cette interaction entraine un

blocage de I'activité enzymatique {35, 175, 185},

Ces inhibiteurs preésentent I'avantage. par rapport aux analogues de nucléosides. de ne pas nécessiter de
phosphorylation pour étre actifs : leur activité est donc independante des capacités de phosphorylation

mtracellulaire.

Leur efficacité in vitro est trés intéressante. et associée a une faible cytotoxicité {CI50 de Pordre de la
nanomole. et 1S supérieur 4 10°). Par contre, le spectre d’activité est limité exclusivement aux VIH-1 du
groupe M. ces drogues n'inhibant pas la réplication des VIH-2. des VIH-1 de groupe O, ni celle ¢’autres
rétrovirus (28, 136). L'activité antirétrovirale des dérivés non nucléosidiques semble confirmée in vivo avec, par

exemple, une chute protonde de la charge virale plasmatique pour la névirapine (1,5 log), en 15 jours) (61).
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Figure 22 : structures générales des principaux inhibiteurs non nucléosidiques
de la ranscriptase inverse.

DCE Nom commercial Lahoratoire Toxicité Situation de
développement
TIBO Janssen rashes cutanés
Névirapine VIRAMUNE® Boehringer-Ingeiheim rashes cutanes ATU
s o2 e DERIVES DES:PIPERAZINES (BHAPs). . . 0 " L
Délavirdine RESCRIPTOR® tipjohn rashes cutanés Essais phase 1
Atévirdine Lipjohn rashes cutanes

. DERIVES o-AMINOPHENYLACETAMIDE {a-APA}

{ Janssen

| rare

“Loviride |

. DERIVES DES PYRIDINONES . . ...

"7 Essais phase 11111

L-697,66l

Merck

toxicité hépatique fai
et réversible

be|

Tableau 8 ; principales classes ¢ inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse
et exemples de molécules en développement.
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La toxicité. a type de rashes cutanés pour la plupart, est rarement grave avec les dérives les plus récents,

mais oblige 4 avancer avec prudence dans les essais cliniques.

Malheureusement, ces derives sont victimes de phénoménes de résistances, apparaissant comme une
limitation majeure a leur utilisation en clinique. En etfet, ils conduisent, i vitro comme @1 vivo, 4 une sélection
tres rapide (en quelques semaines seulement) de mutants résistants, responsables d'une perte de I'activité
antivirale. Cette resistance d’apparition brutale, contrairement 4 celle des ddN qui est progressive, atteint
d'embliée des niveaux trés éleves. avec des CI150 multipliées par 100 voire 1000. Les mutations observées
concernent des regions bien definies du géne de la transcriptase inverse {residus 98 a 106, résidus180 4 190). Elles
entrainent une réduction de la tzille de la poche hydrophobe, avec perte de la spécificité de {'interaction entre
Finhibiteur et 'enzyme. De plus. plusieurs d’entre elles sont associées & des résistances croisées pour tous les

composés non nucléosidiques de la transcriptase inverse (mutations des codons 103, 180, et 181) (28, 61, 185).

Les NNRTIs ne sont pas balayes pour autant de |'arsenal thérapeutique, car on peut envisager de les
administrer en association avec ¢ autres antirétroviraux. En eflet. certaines associations ont mis en évidence un
retard dans "apparition des résistances vis-&-vis des NNRTIs et des mutations du géne pol différentes de celles
observees en monotheérapie. Leur excelient IS permet egalement de tenter de les utiliser 4 des doses bien
supérteures a celles nécessaires a |'activité antivirale. Ainsi, avec la névirapine, I'augmentation des doses a permis

de limiter le niveau de résistance et de prolonger "effet sur la charge virale (61).

11.4.5. Action sur le transfert nucléaire de PADN viral : (32, 57. 81)

e transport de I'ADN naissant du cvtoplasme vers le noyau s'effectue sous ta forme d’un important
complexe nucleoproteique appele complexe de préintégration. 1l content toutes les tonctions virales nécessaires
a la synthese des ADN viraux, a leur transport dans te noyau de la cellule héte, et & leur intégration dans ’ADN
cellulaire. 11 est constitué des acides nucléiques du virus et de nombreuses protéines dont Uintégrase, la

transcriptase Inverse, la protéine de matrice Gag (MA). la protéine régulatrice Vpr.
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L entrée dans le novau d’un si gros complexe est rendue possible grace 4 ses propriétés nucleophiles. et
exige de FATP. ce qui implique un transport actif. Elle ne nécessite pas de mitose . en effet. contrairement aux
oncovirus pour tesquels la rupture de Uenveloppe nucléaire est indispensable au transport nucléaire du complexe

de préintégration, le transport de ' ADN du VIH du cytosol vers le noyau est indépendant du cvele cellulaire.

Deux protéines jouent un role prépondérant dans ce phénoméne de transfert

we ia protéine de matrice Gag : a son extremite N-terminale (acides amines i8 a 32). il existe un signal de
localisation nucléaire (NLS) gui facilite le transport du compiexe de préintégration dans le novau. Ce transport.
qui fait intervenir la séquence NLS, est un processus saturable.
La possibilité de saturer ce meécanisme d importation par 1'utilisation de peptides anaiogues de la séquence NLS,
ou l'emploi de composés visant les motifs NLS des protéines nucléophiles, oftrent donc une opportunité
d’interrompre de fagon sélective la réplication virale dans les cellules ne se divisant pas, comme les macrophages
et les cetlules microgliales,
La phesphorvlation au niveau de multiples résidus de la proteine MA est, de plus, essentielie pour permettre sa
dissociation de la membrane (masquage de l'effet myristate) et le transport nucléaire du complexe de
préintégration. Cette phosphorvlation est réalisée, en partie, par une sérine/thréonine kinase cellulaire,
incorporée dans les virions et associée au complexe nucléoprotéique. /i vitro, inhibition de la phosphorylation de
la protéine MA par des inhibiteurs de sérine ou de thréonine kinase a montré une diminution de I'infectivité virale
et a empéché le transfert nucléaire du complexe de préintégration, mettant en évidence un nouveau niveau de
régulation de |'infectivite du VIiH.

= {2 protéine régulatrice Vpr : il a été moniré que cette protéine nucléophile participait, comme la protéine de

matrice Gag, a l'importation du génome viral dans les cellules ne se divisant pas. MA et Vpr semblent cependant
jouer un réle différent et complementaire. puisqu’elles sont toutes deux nécessaires a ce processus.
Un blocage de I'expression du géne vpr pourrait étre envisagé pour inhiber ta réplication virale, faisant appel & des

technigues de thérapie genique ( cf chapitre 1L.3.11.4.),

Ces nouvelles cibles pour de futurs agents antirétroviraux semblent intéressantes puisqu’elles

permettraient d'interrompre 'infection 4 des étapes initiales du cycle de réplication. Elles ne pourront cependant
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étre mises a profit gque dans la mesure ol ['action sur des phénomeénes, qui ne sont pas toujours spécifiquement

viraux, n'entraine pas de répercussions nefastes sur des fonctions importantes de organisme.

11.4.06. Action au niveau de Pintégration :

Lintégration est une étape essentielie dans le cycle de réplication viral, puisqu’il ¢ ensuit une association
stable entre le double brin d’ADN viral et le génome de ta cellule hdte. Cet ADN, dit alors proviral, reste sous une
forme plus ou moins latente et pourra étre exprimé sous 'influence de facteurs encore mal évaiués. A ce stade,
aucune protéine virale n’est exprimée a la surface de la cellule, il n’y a pas de reconnaissance des celiules infectées

par le systéme immunitaire. De plus. aucun virion n'est produit.

Au cours de cette étape, 'ADN viral est incorporé au hasard au sein ¢u génome de Ia cellule infectée

urice 4 des séquences spécitiques situées aux extrémités des LTR (9), et grace a une enzvme virale, l'intégrase.

Cette enzyme est codee par I'extremite C-terminale du gene pol. et est obstenue par clivage protéolytique
du précurseur Gag-Pol au cours de la maturation du virion par la protéase. Constituée de 288 acides amings, elle
peut étre divisée en trois domaines distincts {65, 102) (figure 23) :

-_un domaine N-terminal de 49 acides amimes. comprenant une séquence HHCC en « doigt de zinc » et de

fonction inconnue,

- un domaine central. caractérisé par un motif DD(3ME trés bien conservé. qui constitue la région catalytique

de 1 ‘enzyme,

- un domaine C-terminal de 66 acides amings, moins bien conserve, et dont le rote n'a pas été préciseé.

i."intégrase. active sous la forme d'un dimére, est capable de catalyser plusieurs réactions (9, 66, 102,

103) (figure 24) :
* Tout d"abord, elle va réaliser I'excision des deux derniers nucléotides 4 I'extrémité 3° de chaque
brin de ' ADN viral linéaire, laissant le dinucléotide CA-3"-OH en bout de chaine. Ce processus, appelé clivage ou

« préparation de I'extrémite 3'», fait appel a I'activité endonucléasique de U'intégrase.
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J Apres transport dans ie novau sous la forme d'un complexe nucléoprotéique, il se produit une
etape de transestérification, au cours de laquelle les extrémités CA-3-OH vont se lier & un phosphate aux
extrémités 5° de TADN hote préalablement clivé par Uintégrase au niveau du site d’insertion. Ce clivage a été
realisé sans specificité pour une séquence d’ ADN, mais de fagon décalee, avec un espacement caractéristiqite pour
chague rétrovirus (rupture deécalée de 4 paires de bases (pdb) pour le MLV, 5 pdd pour le VIH, 6 pdb pour
["ASLYV). Apres lialson des deux génomes. {'enzyvme va expulser les deux nucleotides non appariés a ['extremite 5
de I"ADN viral et dupliquer les bases de 'ADN cellulaire au niveau du site d’insertion.

Cetie association des genomes du virus et de la cellule. appei€e integration, ou encore transfert de brin, resulte de
I'activité polvnucléotidyltransférasique de I'intégrase et conduit @ un provirus intégré. réduit de 2 pdb a chaque

extremite, et fanqué des sequences d"ADN cetlulaire dupliquées.

% Enfin. Pintéurase est capable. /i vitro. de catalyser la réaction inverse du transfert de brin pour
redonner extrémite CA-3'-OH de I'ADN viral et le site d'insertion dans lequel il a ete scellé. Cette activité est

appelée désintégration. son role biologique n’a pas eteé déierming.

L'intéegrase. qui réalise ainsi une etape crinque du cvcle de multiplication viral, coastitue une cible
antirétrovirale particuliérement attravante. d autant que les cellules hotes ne fabriquent ni ne nécessitent une telle
enzvme. La recherche d'inhibiteurs de lintégrase n'a pourtant pas permis a ce jour de progresser dans les
thérapeutiques de lutte contre les rétrovirus. comme 1'a permis la recherche d’inhibiteurs des deux autres enzymes
produites par e virus. Ia transcriptase inverse et la protease. Ceci tient notamment au fait que les connaissances

sur cette enzyme sont longtemps restées limitées

Quelques molécules. natureltes ou svnthétiques, ont cependant fmontré une capacité & inhiber 'integrase,
ouvrant des voies de recherche diverses. Citons par exemple la curcumine (121}, les bis catéchols {109), le CAPE
(caffeic acid phenylethyl ester) (66), qui présentent une analogie structurale, ou bien 'AZT sous sa forme
monophosphatée (120).

Actuellement. un seul composé est en développement clinique. 1l s'agit du ziatinavir {AR177), un

oligonucieotide de 17 bases. qui est entre en essai de phase 1, a dose unique et par voie intraveineuse (28).



11.4.7. Action au niveau de la transcription :

Cest 'étape d'expression du génome viral intégré. Dans certaines conditions. 'ADN proviral va étre
exprimé, et c’est I'appareil cellulaire d’expression des génes qui entre en jeu. Il conduit & la production d'un ARN
génomique et de plusieurs ARNm. chacun correspondant 4 un géne du virus. Tous vonr migrer vers le
cyroplasme.

Les ARN formés ont iz méme origine (segment LTR) : pour obtenir des ARNm specifiques des différents
genes. ils doivent subir un processus d’épissage differentiel (decoupages/réassemblages successifs). Les ARN les
plus longs. ¢ est-a-dire mono ou non-épisseés, correspendront aux génes de structure (gag. pol et env). alors que

Jes ARN courts (multiépissés) correspondront aux génes régulateurs (42},

Deux facteurs viraux sont indispensables a 'expression du VIH ¢

= la protéine transactivatrice Tat (35, 88) : cette proteine de 806 acides amines. codee par le géne tat, est

capable de se lier au site TAR (Tat-responsive element) du segment LTR de 'TARNm commencgant sa synthése.
Elle permet ainsi 1"élongation normale des ARN et s’avére necessaire 4 leur production en guantite suffisante. En
I"absence d mteraction Tat-TAR, la production de protéines virales ne s'effectue plus. La protéine Tat est donc un
transactivateur indispensable & la réplication virale, et I'inhiber équivaudrait & maintenir le virus a I'état latent.

= la proteine Rev (42, ©6): cette protéine de |16 acides aminés, codée par le géne rev. va se fixer au niveau

d’une séquence cible de 240 nucléotides {RRE pour Rev-responsive element). localisée au centre de la région env,
permettant ainsi aux ARN les plus fongs d'échapper partieliement aux mécanismes d’épissage en les exportant du
noyau vers Je cvtoplasme. En 'absence de la protéine Rev. les ARNm mono et non-€pissés sont séquestrés dans le

novau de la cellule. Elle facilite donc la production des protéines de structure du virus.

La structure et le role de ces deux protéines régulatrices etant relativement bien connues, it est possible
d envisager la recherche d’inhibiteurs comme agents antiviraux. Diftérentes strategies ont été proposées avec, par
exemple, Ja recherche d’oligonucléotides antisens ou de ribozymes {voir chapitre 11.4.11.3.), la recherche d’agents
susceptibles d’inhiber |'épissage ou Pexpression des génes régulateurs ou de leurs produits, ou encore la
recherche de substances qui vont mimer les protéines Tat et Rev et bloquer leur site de fixation sans entrainer

d activation (45).
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Ainsi, 1f a été montré que des composes de petite taille pouvalent reconnaitre la structure et des
séquences de 'ARN viral. et se fixer sur des regions de celui-ci avec une spécificite et une affinité élevées. Clest
ie cas, par exernple. d'une petite molécule biologiquement active, la néomycine B, qui peut se lier spécitiquement
sur la séquence RRE du VIH. empéchant I'interaction entre la protéine Rev et ce RRE (7).

D"autres composes. dérivant des benzodiazépines, ont montré un effet anti-Tat. en empéchant la haison Tat-TAR.
Alnst. te Ro 24-7429 a éte testé avec succes sur des lignées cellulaires. présentant également une synergie avec

VAZT (42). Malheurcusement, des essais cliniques conduits avec ce composé n'ont révélé aucune efficacité (35).

[1.4.8. Action au nivean de la traduction des ARNm en protéines :

Les ARNm sont traduits en protéines virales par les ribosomes cellulaires dans ie cytoplasme. On peut
distinguer une phase d expression précoce, au cours de laquelle sont synthétisées des protéines de régulation et
des enzymes. et une phase tardive durant laguelie sont produites des protéines qui vont s'assembler pour former

les virions.

L’intervention a ce niveau du cvcle de réplication viral est délicate. puisque ¢’est la machinerie cellulaire
qui entre en jeu. et permet la traduction en protéines. La seule possibilité thérapeutique consisterait a intervenir de
tagon specifique sur les ARNm viraux. ce qui représente P'un des objectifs de la thérapie génique (chapitre

11.4.11.3.).

11.4.9. Action sur les phénoménes de maturation des protéines virales :

Les processus de maturation vont débuter dés la synthése des protéines virales, et se poursuivront apres
le bourgeonnement des nouveaux virions. Ainsi, diverses protéines issues des ARNm vont subir des processus
post-traductionnels de maturation avec clivages protéolytiques, glycosylations, et myristylations. Les clivages

protéolytiques font intervenir une enzyme virate, la protéase, et concerneront les polyprotéines précurseurs
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provenant des génes gag et gag-pol. Pris=® et Pri6o®e™ . Les deux autres phénoménes font quant a eux appel a

deux enzymes de la cellule hote.

Ainsi, il est possible de distinguer au moins trois classes de drogues antirétrovirales agissant sur la
maturation du virus
< les inhibiteurs de la protéase,
& les Inhibiteurs de la glycosylation,

& les inhibiteurs de la myristvlation.
La premiére classe est de loin la plus importante et la plus étudiée. puisquelle vise un constituant viral ;

elie a permis d'élargir la palette des antirétroviraux disponibles en thérapeutique. avec la récente mise sur le

marche de trois de ces inhibiteurs.

11 4. 9. 1. L’ inhibition de la protéase :

11.4.9.1.1. Rappels sur Ia protéase du VIH :

Il s’agit d'une protéine virale issue du géne pol. Elle est indispensable au clivage des polyprotéines
Pris®s et Pricoss™,
Aprés une premiére étape au cours de laquelie les constituants viraux s'assemblent sous la surface de la cellule
héte et conduisent au bourgeonnement puis a la libération d'une particule qualifiee d'immature, les protéines
précurseurs sont clivées par ia protéase et vont s’organiser pour former la structure interne du virus qui comporte
tous les éléments moteurs de la réplication virale. Ainsi. le précurseur Pr35%® donne naissance & quatre protéines
internes de structure matures, MA, CA. NC. et pb. La protéine de matrice MA constitue la couche externe de la
capside, la particule majeure de capside CA forme le core conique du virus, la protéine NC sassocie étroitement &
I'ARN génomique, alors que la protéine p6 participe & une structure de liaison entre 'extrémité du core et la
membrane virale. Le précurseur Pr160%™” génére les protéines internes sus-nommées, la transcriptase inverse,

l'intégrase, et la protéase elle-méme (figure 25) (33, 45).
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De ce fait, "activité protéasique est indispensable i la production de virus matures infectieux. L inhibition de
cette activité conduit, en effet, a la formation de particules virales défectueuses. désorganisées sur le plan

structurel et fonctionnel, et donc incapables d’infecter de nouvelles cellules (32, 33).

Du point de vue structural. la protéase se présente sous la forme d* un homodimére symétrique de i1
kDa. consitué de deux sous-unités de 99 acides aminés, repliées sur elles-mémes. et formant une cavité
hydrophobe ou viennent se loger les substrats de 'enzyme. Ce site catalytique est caractérisé par la presence de
deux bras flexibles tripeptidiques (un par sous-unité). incluant un résidu aspartique, et capables d’« enlacer » le

substrat et de reconnaltre les séquences qui vont étre clivées (192} (figure 26a.b.c).

La protéase appartient a la méme famille (famille des aspartyl-protéases} que ceftaines enzymes
cellulaires bien connues comme la rénine ou la pepsine. Elle en différe cependant par sa structure symétrique. sa

forme active dimérique. et sa taille plus petite (35, 102).

A T'heure actuelle, la protéase du VIH est reconnue responsable du clivage specifique des protéines
précurseurs Pris®s et Pri60%e™ au niveau de huit sites différents (30, 64). Ces sites de clivage peuvent étre
différenciés en trois groupes distincts selon les acides aminés au niveau desquels s'eftectue la rupture (64).

Dans le clivage de type 1. la scission s'effectue entre une proline et un acide aminé aromatique (phenylalanine ou
tyrosing). Du fait de la non-hydrolyse de ces liaisons par les endopeptidases de mammiferes. il est raisonnable
d’envisager que des inhibiteurs dont la structure serait proche de ces séquences dipeptidiques, posséderaient imne
certaine spécificisé vis-a-vis de ['enzyme.

Le clivage de type 2 se produit entre des résidus leucine et alanine et rappelle 'hydrolyse de la séquence leucine-
valine rencontrée lors du processus de maturation de I'angiotensinogéne par la rénine. I est alors possible
d’envisager la sélection de composés analogues de la rénine pour prévenir le processus proteolytique.

Enfin. e clivage de type 3 autorise la conception d'inhibiteurs basée sur la nature symétrique. a la fois de I'enzyme

et des séquences d’acides aminés des susbtrats natureis hydrolysés.
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{1.4.9.1.2. les inhibiteurs de la protéase

Contrairement au procédé classtque de criblage, ou U'on recherche I'éventuelle activité antivirale de
composés déja synthétisés. la recherche d'inhibiteurs de la protéase (IP) a pu bénéficier non seulement des
connaissances acguises depuis une dizaine d'années sur les inhibiteurs d'autres protéases humaines comme la

rénine. mais aussi de Ja connaissance de la structure exacte de I'enzyme, de son site actif, et de ses substrats.

Ainsi, plusieurs approches rationnelles ont pu éire envisagees (33, 64, 192}

L approche initiale fut la modélisation de composés. basée sur I'analogie des séquences d’acides aminés des
substrats. et sur les mécanismes de clivage de ces substrats. On a alors cherché a remplacer les liaisons scissibles
par des isostéres non hydrolvsables. Cette approche a permis la synthése de composeés, peptidiques ou non, qui
vont mimer et inhiber de fagon compétitive les substrats de la protease.

La seconde approche s appuie sur la structure symétrique de "enzyme et de son site actif. Des inhibiteurs de type
C2 symétrigues. partiellement peptidiques. et complétant le site actif de I'enzyme, ont €té congus. Leur structure
symétrique leur conférerait une affinité plus importante pour la protéase du VIH que les substrats physiologicques,
ainsi qu une specificité d action puisque les sites actifs des aspartyl-protéases humaines sont asymeétriques. Leur
développement est cependant actuetlement compromis en raison de leur trés faible solubilité.

Line autre approche, enfin, est basée sur l'etude structurelie et la complémentarité enzyme/inhibiteur. Cette
stratégie utilise ta modélisation d'une image négative de la cavité contenant le site actif, & partir de la structure
cristalline de {'enzyme. Elle a permis de sélectionner des produits non peptidiques susceptibles d’interagir avec le
site enzymangque. Cest le cas par exemple de I'halopéridol. point de départ pour la synthése d’analogues plus

actifs.

De nombreuses molécules ont ainsi pu étre modelées, avec des structures différentes. L'utifisation des [P
en thérapeutique est trés récente, la mmse sur le marché des premiers composés date de la fin de 'annge 1996,
Actuellement, trois inhibiteurs de la protéase du VIH ont recu une AMM en France, le saquinavir (Invirase™), le
ritonavir (Norvir®), et "indinavir (Crixivan®™). Le nelfinavir (Viracept™) dispose d’une ATU, et quelques autres

molécules sont en développement clinique (figure 27, tableau 9).
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Contrairement aux inhibiteurs de la transcriptase inverse. qui agissent dans la cellule deés le début de
Vinfection. les IP ne peuvent agir que sur des cellules déja productives infectées. dans lesquelles ils vont bloquer a
maturation et ta propagation de U'infection vers dautres cellules. Comme la majorité des celiules productrices du
virus ont une duree de vie courte, cela se traduit secondairement par une baisse de la production virale dans

lorganisme. visible sous ta forme d'une chute de ia virémie plasmatique (185).

Les IP vent inhiber 1'activité de la protéase de tagon compétitive. En se fixant au niveau du site actif, ils
entrainent une modification de la conformation de I'enzyme. avec une fermeture des bras flexibles, rendant la

poche active inaccessible au substrar naturel (52) (figure 26d).

D'une maniére générale. les IP sont. in virro. de puissants inhibiteurs de a réplication des VIH (avec
de petites différences pour le VIH-2) avec des CI150 de 'ordre de {a nanomole. Lls sont peu toxiques vis-a-vis des
celluies et présentent des 18>1000 (35, 45, 53). L'efficacité antivirale i vivo est dose-dépendante, et se manifeste,
en monothérapte. par une augmentation du nombre de lvmphocytes CD4 et une chute de la CV plasmatique allant
de 0.5 2 2.5 logyy selon les molécules et les doses considérées (61). Mais ces effets s estompent peu & peu en
raison de l'apparition de résistances. L association a des analogues nucléosidiques permet daccentuer cette
efficacité et de la prolonger dans le temps.

L efficacite sur le plan clinique a également été démontrée avec le saquinavir et le ritonavir, chez des sujets a un
stade de peu évolue a avance de Ja maladie. en réduisant la survenue des infections opportunistes et la mortalité

(etude NV 14 256) (53, 69).

L activité antivirale des diftérents composés inhibant la protéase est en fait étroitement Hée 2 leurs
caractéristiques pharmacocinétiques (45, 53, 61, 192). La biodisponibilité varie fortement d'un composé a un
autre. Elle est bonne pour I'indinavir. le ritonavir. et le nelfinavir | par contre eile apparait trés faible pour le
saquinavir {4 a 5 %), ce qui contraint & utiliser des quantités importantes, Le développement d’une nouvelle
formulation, qui permettrait & augmenter cette biodisponibilité, est actueliement en cours.

La fixation aux protéines plasmatiques est également un facteur important, en particulier la liaison & une al-
glycoprotéine acide du plasma ou orosomucoide, qui empéche toute pénétration cellulaire et rend la molécule

inefficace. Le développement de certains composés a é1é Interrompu pour cette raison.
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La plupart des IP presentent I'inconvenient d'interférer avec le cytochrome P-450 hépatique {52, 53).
lls vont donc modifier la pharmacocinétique de nombreux agents fajsant intervenir un métabolisme hepatique et
exposer a des interactions médicamenteuses chez les sujets infectés par le VIH souvent multitraités (68. 149).
Cest plus particuliérement le cas de U'indinavir et du ritonavir qui sont de puissants inhibiteurs du cytochronie

P-450,

Les molecules actueliement disponibles en pratique clinique bénéficient d'une tolérance acceptable
(183). permettant de les utiliser 2 des doses quotidiennes importantes. Mais il existe des effets secondaires,

variables selon les composés. qui peuvent poser un probiéme de compliance des malades au traitement {tableau 9).

Les IP ne sont pas épargnés par |'acquisition de résistances (52. 69). Elies résultent de la sélection de
mutations sur le géne de la protéase. qui s’accumulent progressivement au cours du temps, et dépendent du
nombre et de I'ordre de leur apparition. Le niveau de résistance croit 4 mesure qu'un plus grand nombre de
mutations apparait. Ces mutations affectent trois zones variables de I'enzyme et induisent des changements
conformationnels qui génent 'interaction enzyme/inhibiteur. Les codons concernés par les mutations et leur degré
d'importance dans le niveau de résistance sont variables selon les composes. offrant des profils de résistance
differents. Toutefois. existence de points de mutations communs. et fortement associés a la résistance. explique
les resistances croisées entre certains inhibiteurs. Elles concernent essentieliement !'indinavir et le ritonavir

({tableau 10},

L'avenement de cette nouvelle classe thérapeutique en 1996 a véritablement marqueé un tournant dans la
prise en charge thérapeutique de I'infection a VIH. Bien quelle bénéficie d 'une tolérance acceptable et d'une
etficacité antivirale puissante, 'apparition de résistances apparait comme une limite 4 ["utilisation de ces COMpOsEs
en monothérapie. ks constituent néanmoins des candidats de chaix aux associations, que ce soit au sein de cette
méme famille. puisqu’ils possédent des profils différents de tolérance et de résistance. mais surtout avec des
inkibiteurs de la transcriptase inverse. action sur deux sites différents du cycle de réplication étant

complementaire. 1l reste de toute fagon & définir 'intérét a long terme de ces nouveaux agents antirétroviraux.
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Figure 25 : production des protéines matures du VIH a partir des génes gag et pol.

Figure 26 : représentation des évenements associés au clivage protéolytique du VIH par la protéase et a son
inhibition. (a) : polyprotéine (en bleu) attaquée par la protéase (en rouge) : (b) : polvprotéine enchassée entre les bras de la
protéase au niveau du site actif : (c) : polvprotéine clivée par la protéase : (d) : protéase associée a un inhibiteur (en vert) au

niveau du site actif. Les bras sont fermés et empéchent I'insertion de la polyprotéine (52).
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Figure 27 ; structures de quelques inhibiteurs de la protéase du VIH {192}
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oDpCE i _ Sitsiation de
s éveloppement
Saquinavir | Ro-31-8959 | INVIRASE" Roche frioierance digestve AMM
{mésylate)  chmen ereE (1996)
Troubles digestifs ++
Ritonavir | ABT 538 | NORVIR® Abbott Paresiésies péribuccalos AMM
Troubles du ol
A TANSAMI DAses (1996}
A nglveénides
Indinavir | MK-639 | CRIXIVAN® | Merck Sharp Dohme Lathiase renale AMM
o Z bilirubinemie c
(:'u“ate) A unsaminases ( 1996)
Nelfinavir | AG-1343 | VIRACEPT” Agouron i“’:'}’)ﬁ\"d‘g‘f:::‘“ i ATL
{meésylate) T
VX 478 Glaxo-Wellcome/ Vertex Essais phase 11
141 W 94 Glaxo-Wellcome/Vertex Essais phase 11
Témérix - 140690 Pharmacia-Upjohn Essais phase |
KNI 241 Nikko Kyoto
Pharmaceutical
ABT 378 Abbott

Tablean 9 : principaux inhibiteurs de la protease du ViH

Acide aminé 10 iz

Saquinavir

Ritonavir

I

I
INIRigigl

N
iy

NN N
]

Indinavir
l Mutation lortement assocwee & e résistance du VI
D Muzation movennement assoctee  la resistanee du Vi
D Mutation tatblement ussoviee @ lu reststance du Vi

Tableau 10 : profil de mutation i vive des inhibiteurs de ia protease du VIH (69).
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H. 4. 9. 2. L'inhibition de la givcosvlation :

La giycosylation constitue une étape critique pour Pinfectivité des virions. En effet, la maturation des
protéines d’enveloppe, a partir de la polyprotéine précurseur issue du gene env (Pr160™"), fait intervenir une
dimérisation et des glycosylations au niveau du réticulum endoplasmique, un clivage dans "appareil de Golgi, et
une exportation vers la surface de la cellule des produits clivés ; les glycoprotéines transmembranaire et de
surface. La forte glycosylation de la gpl20 du VIH-! est nécessaire pour obtenir une conformation fonctionneile
(196), et ¢’est la partie glycosylée qui intervient lors de I'interaction avec les anticorps, lors de ia liaison au

récepteur membranaire, et lors de la pénétration dans ia cellule (111).

Des inhibiteurs de la glycosylation pourraient donc constituer un atout supplémentaire dans la
thérapeutique antirétrovirale. L.’obtention de tels composés est cependant rendue délicate par te fait que les
enzymes qui catalysent ces réactions (des a-glucosidases) sont cellulaires et non virales, exposant a des problémes

de toxicité.

La catanospermine et ja N-butyl-l1-déoxynojirimycine sont des inhibiteurs de ces enzymes.
Structurellement, ce sont des analogues azotés du ghucose (figure 28) (129). s sont capables, in vitro, de bloquer
Vinfectivité du VIH et d’autres rétrovirus. et d’empécher la formation de syncytia, mais & des doses fortes (42,
45} L'utilisation de tels composés ou de leurs dérivés en thérapeutique reste encore du domaine théorique du fait

de leur manque d’efficacité et de leur mauvaise tolérance.

I1. 4. 9. 3. L inhibition de la mvristvlation ;

Au cours de la maturation des polyprotéines Gag et Gag-Pol, un acide gras, |'acide myristique, va étre
fixé & leur extrémité N-terminale, ¢'est-a-dire au niveau de la protéine de matrice MA qui, rappelons le,
constituera la couche externe de la capside.

Ce processus. appelé myristylation, joue un réle crucial dans |'associatien de ces polyprotéines précurseurs a la

membrane plasmique de la cellule hote (le fragment myristate permet des interactions hydrophobes avec
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P'intérieur de la double couche lipidique membranaire), et par conséquent dans le bourgeonnement de la particule
virale (198). 1l serait également important pour le clivage proteolytique des protéines précurseurs qui conduit,
entre autres, a la protéine MA myristytée. Cette protéine mature possede d autres fonctions au cours des étapes
initiales du cycle de réplication puisqu’elle permet, en association avec la protéing Vpr, I'importation nucléaire du

complexe de préintégration (81, 198).

Des inhibiteurs de la myristylation, qui vont entrainer un blocage de {"addition de P'acide myristique,
présentent donc un intérét théorique certain comme inhibiteurs de la réplication virale. Quelques composeés ont eté
identifiés, comme par exemple des analogues d’acides gras. capables d’entrer en compétition avec I'acide
myristique. Iis ont montré une certaine efficacité in vitro, mais se sont révélés toxiques pour les cellules (45).
L intervention d’une enzyme cellulaire dans le processus de myristylation rend difficile la recherche d'inhibiteurs

atoxiques et n’'a pas permis jusqu’a ce jour de mettre en évidence des composés intéressants.

iI.4.10., Action sur le processus de bourgeonnement :

Aprés assemblage des constituants viraux au niveau de Ja membrane plasmique. it se forme un bourgeon

viral qui conduit a la libération d’un nouveau virion hors de ia celiule infectée.

Les candidats inhibiteurs de cette étape sont principalement les interférons (IFN). Ils furent les premiers
inhibiteurs de la réplication du VIH & avoir été étudiés.
Ce sont des substances de nature glycoprotéique, produites naturellement par les cellules en réponse a i’action
drinducteurs divers (virus, antigénes, toxines, ..), et douées de propriétés immunomodulatrices, antiprolifératives
et antivirales. Plusieurs IFN ont été caractérisés sefon leur origine. leurs propriétés antigéniques et fonctionnelles,
et les agents induisant leur production. Les IFN « et B possédent une activité antivirale plus nette, alors que les

IFN v sont plutdt marqués par une activité immunomodulatrice {35).

Il a été démontré que lactivité antivirale des IFN se manifestait 4 plusieurs étapes du cycle viral

(pénétration, décapsidation, synthése des ARNm et des protéines, assemblage) (110). L'TFN-o agi
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principalement a une phase tardive de la réplication du VIH (35, 60}. Il serait capable de bloquer I"expression d’un
ou plusieurs genes viraux, en particulier vpu, dont le produit est nécessaire & I'assemblage et au relargage des
virtons. T} en résulte une accumulation de virlons dans le cytoplasme des cellules traitées sans altération de leur
viabilite. /n virro, il existe une synergie d’action de PIFN-a associ¢ & des inhibiteurs nucléosidiques de la
transcriptase inverse. Les essais réalisés chez 'homme se sont cependant montrés jusqu’a présent décevants, v
compris lors d’association & des analogues nucléosidiques (’association avec 'AZT ou la ddf n’a pas permis de

mettre en évidence un bénéfice de la combinaison) (61).

II.4.11. Autres niveaux d’action des drosues antirétrovirales :

I} 4. 11. 1. Action sur des protéines virales :

[1.4.11.1.1. La protéine NC p7:

La NC p7 ou protéine de nucléocapside p7 apparait depuis peu comme une nouvelle cible intéressante
dans la lutte contre les rétrovirus.
Il s"agit d’une petite protéine basique de 72 acides aminés, synthétisée & partir des polyprotéines précurseurs
Pr55%% et Pri60¥¢™ par clivage protéoiytique, et présente dans le core des virions matures, étroitement associée
au dimere d’ ARN génomique et a ’ARNt qui sert d’amorce & la réplication du virus { 186},

Elle est retrouvée chez les oncovirus et les lentivirus, mais n’est pas présente chez les spumavirus (187),

Sa structure particuliére lui a donné son nom de « protéine en doigt de zinc ». En effet, elle contient
deux séquences trés bien conservées Cys-X,-Cys-X;-His-X~Cys (ou Cys = cystéine, His = histidine, X = acide
amingé moins bien conserve), formant des pseudo-cercles, et a Uintérieur desquelles se trouve un atome de zine.
Ainsi, le zinc est chélaté dans une structure tétraédrique stable & quatre acides aminés, trois cystéines et une
histidine (CCHC) (194). Ces doigts de zinc semblent nécessaires a la fois au cours des étapes initiales et tardives

du cycle de réplication des rétrovirus.
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Cette proteine constitue un élément essentiel de la structure du virus et posséde de multiples fonctions

(187) :

= elle sembie nécessaire a I'infection initiale des cellules cibles en conduisant la rétrotranscription et en
accroissant son efficacité ; efle permet I'initiation et I’élongation des transcripts naissants, et I"augmentation de
I"efficacité du template switching au cours de la transcription inverse.

< elle sélectionne et dimerise le génome viral (cette dimérisation est essentieile 4 la réplication),

2 elle encapside le génome ARN dimére et 'incorpore dans le bourgeon viral,

< enfin, elle joue un réle protecteur du génome vis-a-vis de I'action de I'intégrase, et des nucléases extra et

intracellulaires.

Des études basées sur des modifications du motif en doigt de zinc (CCHC remplacé par exemple par
CCCC ou CCHH) ont mis en évidence une encapsidation défectueuse de I’ARN, et la production de particules

non infecticuses (84, 186).

Cette plurifonctionnalité et Papparente immutabilité de cette structure en doigt de zinc en fait une
cible particuliérement intéressante pour les composés a visée antirétrovirale,

La recherche d'inhibiteurs de la NCp7 s'est orientée vers la production de molécules qui pourraient
rompre spécifiquement la liaison NCp7-Zine, avec en particulier des produits soufrés, rendant la NCp7 inopérante.
En effet, les atomes de soufre des résidus cystéine peuvent subir une attaque électrophile par certains
groupements fonctionnels {composés aromatiques C-nitroso, disulfides, disulfoxydes, maléimides, thiurams,...),
provoquant une gjection de I'atome de zinc (158).

Ainsi. de nombeux composes font "objet d’essais. avec par exemple le 3-nitrosobenzamide (NOBA), des dérivés
disulfides, des benzamides disulfide substitués (DIBAs) et leurs produits de cyclisation (benzisothiazolones), des

dithianes et dithiolanes. etc... {figure 29).

Quelques molécules affichent une certaine efficacité vis-a-vis du VIH-1 (y compris les souches
monocytotropes et résistantes & d’autres antiviraux), du VIH-2 et du SI'V. Elles inhibent ia production virale,
entrainent ta production de virions non infectieux, et montrent une forte synergie en association avec les

antirétroviraux couramment employés (159). Elles n’ont cependant pas d’action sur la fixation du virus aux
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cellutes cibles, n’ont aucune influence sur {activité de la transcriptase inverse et de la protéase, et n’agissent pas
sur les processus de myristylation. La production de virions non infectieux serait notamment la conséquence d’une
mteraction moléculaire entre les dolgts de zinc et les protéines précurseurs Gag, rendant cette derniére
inaccessible & la protéase (187, 158).

L'évaluation in witro montre, pour certains composés, de bonnes constantes d'inhibition et des IS
acceptables. mais il reste a4 définir leur comportement /# vivo, d’autant que les protéines a doigt de zinc sont
répandues dans les cellules (84). 11 est évident qu'il faudra jouer sur les différences d’affinite, tout comme cela a
é1é fait avec le développement d’antiprotéases virales et d’inhibiteurs de polymérases virales que sont les

inhibiteurs de ia transcriptase inverse.

[1.4.11.1.2. Les protéines de régulation :

La complexite de la réplication du VIH tient en particulier a 'existence de nombreux génes régulateurs.
Les protéines codées par ces génes peuvent constituer des cibles intéressantes, comme nous 'avons déja évoqué
avec les protéines Tat et Rev. Les autres protéines réguiatrices, quant & elles, sont pour le moment plus
difficitement accessibles lors d’un traitement a visée antirétrovirale du fait de Ja connaissance encore incompléte

de leurs fonctions et de leurs mécanismes ¢ action.

f1. 4. 11, 2. Action sur des facteurs de la cellule hote :

11.4.11.2.1. La ribonuciéotide réductase :

Récemment, des inhibiteurs de la ribonuciéotide réductase (RR) ont attiré I"attention pour leur propriétés
antivirales /n vitro, L'inhibition de cette enzyme cellulaire entraine une diminution de la taille du pool de
déoxynucléosides triphosphatés (ANTP) intracellulaires et plus particuliérement de dATP. Or, Vefficacité de la

transcriptase inverse est hautement dépendante du taux intracellulaire de ANTP. Donc, méme st les inhibiteurs de
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la RR ne sont pas des agents antiviraux directs, ils peuvent inhiber la réplication du VIH en diminuant la synthése

de 'ADN wviral de fagon indirecte (78, 161}

Ainsi, 'hydrexyurée, utilisée en thérapeutique comme antinéoplasique cytostatique, s’est montrée active
in vifro sur la réplication du VIH-1 dans les lymphocytes du sang périphérique et les macrophages. Elle inhibe
éealement le SIV, mais moins efficacement dans les macrophages (113). Son mode d’action consiste a piéger le
résidu libre tyrosyl essentiel a 1"activité enzymatique (78).

L’ acide D-aspartique [ hydroxamate (DAH) inhibe lui aussi la RR, mais des mécanismes
supplémentaires pourraient étre impliqués dans 'inhibition de la réplication virale (156).

Des essals cliniques ont été entrepris et n'ont cependant pas montré de bénéfice thérapeutique lors de P"utilisation
en monothérapie {pas de modifications des paramétres immunologiques et virologiques des sujets traités par
hydroxyurée) (78).

Une action synergique a ét€ observée, in vifro, lors de 'association de 'un de ces composés a un inhibiteur non

nuctéosidique de la transcriptase inverse {AZT, ddl, ddC) (74, 78, 116) ; Vévaluation in vive de telles associations

€5t €n cours.

1£.4.11.2.2. La cyelophiline A . (21, 59, 178)

Il s’agit d'une protéine cellulaire, présente en quantité abondante dans le cytosct, et qui a la capacité de
former un complexe avec certaines protéines virales. La cyclophiline A (Cyp A) est incorporée dans les virions, de
type VIH-1 uniquement, par le biais d’une interaction avec la polyprotéine précurseur Gag, impliquant le domaine

CA. Elie n'est pas retrouvée dans d’autres rétrovirus.

Elle présente une activité peptidyl prolyl cis-rrans isomérase et agit au niveau du déploiement des
protéines Gag qui, rappelons le, jouent un réle important dans le transport nucléaire du complexe de
préintégration et dans I'assemblage des particules virales. Il semble que Uinteraction Pr55™* / Cyp A soit

essentielle & la réplication du VIH-1, et en particulier 4 ia formation de virions pleinement infectieux.
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¥’ ou l'idée de rechercher des inhibiteurs de cette protéine cellulaire.
o Cyp A possede une haute affinité pour la ciclosporine A qui est capable d'inhiber son activité isomérase. Des
analogues de Ia ciclosporine A, mais dénués de I'effet immunosuppresseur, ont été produits, et ont montré ir
vitro une activité anti-VIH-1 sélective et puissante. Cette activité est lie a4 la possibilité de se fixer sur Cyp A et

par consequent de géner la formation du complexe Gag / Cyp A.

m Le composé SDZ NIM 811 s’est révéle intéressant avec une CI150 de {'ordre d’une dizaine de nanomoles. Des
expériences ont moniré qu’il interfére a deux étapes du cycle de réplication : d’une part au niveau du transpors du
compiexe de préintégration dans te noyau, et d’autre part au niveau de Passemblage des particules virales. En
presence de ce compose, les particules produites sont moins infectieuses et porteuses de défauts les rendamt

incapables de rétrotranscrire leur ARN correctement.

L’action sur des facteurs cellulaires laisse penser qu'il v a moins de risque de voir se développer des
mutants résistants quavec des agents antiviraux directs. Les études se poursuivent donc sur ces voies. sachant
toutefois que I'identification d’une cible cellutaire plutdt que virale pose le probléme de la sélectivite de Veftet

avec des risques de toxicité.

H. 4. 11. 3. La thérapie génique -

La thérapie génique consiste a utiliser des séquences d"ADN ou d’ARN, qui sont transférées dans les
cellules, et qui vont interagir avec leurs cibles intraceliulaires soit directement, soit aprés expression en ARN ou
en protéines. Les possibilités d’action sont multiples, et font 'cbjet de nombreuses recherches, d’autant que les

domaines d application sont trés diversifiés (traitements des maladies génétiques, antiviraux, anticancéreux, ... ).

A Ainsi, les années 1980 ont vu le développement de la stratégie antisens avec les oligonncléotides
antisens (35, 126, 150). Ce sont de petits ARN ou ADN, obtenus par synthése, et dont ia structure est

comptémentaire de certaines séquences du génome viral ou d’un ARNm viral. Ils sont capables de se fixer
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specifiquement sur ces séquences du virus (véritable hybridation moléculaire), entrainant un blocage de leur
expression ou de teur fonction.
In vitro, les oligonucléotides antisens dirigés contre certaines séquences du VIH, sont capables d’inhiber fa
replication du virus & des concentrations de I'ordre de la millimole. Cependant, ces composés posent beaucoup de
problémes, Il est difficile, en effet, d’obtenir des molécules ;

-.specifiques : Ia possibilité théorique d’intercation avec les génes de la cellule hdte n’est pas écartée,

- stables vis-a-vis des endonucléases cellulaires : pour augmenter cette stabilité, il est nécessaire de modifier

I'enchainement phosphodiester. Ainsi ont été préparés des dérivés méthylphosphonates, phosphoamidates, ou
phosphorothioates, plus stables (figure 30} (45, 130),

- présentant une bonne pénétration et distnibution intracellulaire .

Toute fa difficulté va étre de faire parvenir 'antisens intact et au bon endroit. Un autre probléme réside dans
I"eventuelle apparition de mutations au niveau des séquences cibles, ce qui diminuerait leur reconnaissance par

I'oligonucléotide antisens.

Le GEM 91, premier antisens a visée anti-VIH, est un phosphorothioate de 25 bases, complémentaire du
site d’inilation de '’ARNm issu du géne gag. 11 va s’hybrider 4 cet ARNm, empéchant la synthése de protéine
virale, mais peut aussi se fixer au génome et empécher la transcription. Ce composé s’est montré hautement actif
fn vitro contre différentes souches de VIH-1, y compris des souches AZT résistantes (61, 156). Malgré des
premiers resultats décevants avec ce composé lors d’essais chez 'homme, le concept reste intéressant (185),
D autres cibles que le gene gag méritent d étre étudiées, comme par exemple les génes de régulation tat et rev,

dont importance a ét¢ évoquée au cours de la transcription,

A Les ribozymes constituent une seconde approche (28, 136, 160). Il s’agit de petites molécules
d’ARN qui possédent, en plus des oligonucléotides antisens, une activité enzymatique capable d’inactiver une
séquence specifique de ' ARNm ou de I’ARN viral, Ces composés seraient potentiellement plus puissants que les
antisens, puisqu’une molécule de ribozyme pourrait cliver plusieurs molécules d’ARN. Iis sont cependant

confrontés aux mémes problémes.
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A Une voie, dite toxigénétique, consisterait a introduire une séquence d’ADN dont Vexpression,
conditionnee par ta présence du virus, aboutirait 4 une toxine cellulaire, provoquant ainsi la mort des celluies

infectées (35).

A Une autre veie, dite d’immunisation intracellulaire, consisterait a rendre les celluies infectées
« résistantes » au virus par 'introduction d’un géne viral porteur d’une « mutation négative dominante » (136).
Par exemple. Pintroduction dans une cellule d'un géne de la capside virale, codant pour une protéine
dysmorphique et capable de participer a la construction capsidale, fausserait cette construction lors de 'infection
par le virus. De la méme fagon, un géne de protéine de capside modifié, codant également pour une nucléase,

entrainerait une destruction du génome viral dans ia capside.

Ces quelques exemples d approches montrent combien la thérapie génique est attravante en théorie, tant
par la diversité des mécanismes mis en jeu que par celte des niveaux d’action dans le cycle de réplication viral. Elle
constitue ainst une probable voie d'avenir, mais doit faire ['objet de nombreuses recherches, les obstacles

theoriques, expérimentaux et éthiques étant multiples.

11. 4. 11. 4. L immunomodulation :

L’infection par le VIH étant une lutte entre le virus et la réponse immunitaire, les thérapeutiques visant a
restaurer ou renforcer certaines fonctions immunitaires, en association a des traitements antirétroviraux
puissants, deviennent de plus en plus pertinentes {185, 191}

Pour cela. de nombreuses pistes sont & {'étude (45, 126) avec :

= les immunostimulants chimigues,

= la reconstitution cellulaire et humorale. avec notamment des greffes de moelle ou des
transfusions autologues de lymphocytes CD8+,

= |3 vaccination ces sujets infectes,

= ou plus récemment les cytokines @ il s’agit de substances naturelles qui permettent aux

cellules du systéme immunitaire de communiquer entre elles, et qui agissent localement, 13 ol s’introduisent les
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agents infectieux. Elles regroupent les interférons {capables d’interférer avec la multiplication des virus, ils jouent
un role important dans les réactions antitumorales et immunitaires), les interleukines (IL) {fournissent aux cellules
les signaux nécessaires a leur différenciation en cellules matures actives, tueuses ou productrices d’anticorps. et a
leur inhibition), les chémokines (RANTES, MIP-1 o et {3, ...}, et divers facteurs tels que les TNF (tumor necrosis

factor) ou le CAE {CD8 T cell antiviral factor) (180, 191).

I.es cytokines présentent deux caracteristiques importantes. Dune part, elles sont pléiotropiques, ¢’ est-a-
dire capables d’agir sur différents types cellulaires, a4 condition que ces cellules expriment a leur surface le
recepteur specifique de la cytokine. Chaque cytokine peut donc avoir de multiples effets. D autre part, elles sont

redondantes puisque certaines d’entre elles sont capables d’exercer le méme type d’action sur une cellule cible,

Le role des cytokines dans la modulation de la réplication du ViH est compiexe ; certaines cytokines sont
capables de 'inhiber, d’autres au contraire Faugmentent (figure 31). Mais les effets sont trés variables selon le
modéle celtulaire et le virus utilises, et la transposition ## vivo des résultats obtenus in vitro est délicate (14).

Par exemple, I'IL-2, qui augmente ia reéplication virale iz vitro, semble avoir au contraire un effet bénéfique in
vive), puisqu’elle active les lymphocytes T cytotoxiques. augmente les tonctions des lymphocytes T NK et agit sur

les lvmphocytes B {producteurs d’anticorps} {3. 180}.

Les cytokines offrent donc des potentialités thérapeutiques réelles, mais il est nécessaire de mieux
comprendre leur role in vive. Jusqu'a présent. des études évaluant I'une d'entre elles. I'IL-2, ont été plutdt
encourageants. D’autres essals sont actuellement en cours pour confirmer ces resultats et determiner I'intérét de

ce type de traitemnent sur I évolution clinique de Pinfection (180).
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Figure 30 ; structure générale des oligonucléotides antisens (129).

& Cytokines inhibant la réplication du VIH :
- CAF
- Rantes, MIP-1a, MIP-1(3
- ligands éventueis de la fusine
- 1L-10
-1L-16
- TNF-f ..

© Cytokines augmentant la réplication du VIH :

- TNF-t
SIL-1B
-1L-6
SIL-2

Figore 31 : les cytokines et la réplication du VIH in virro (14).
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Nous ne reviendrons pas sur I'intérét d"avoir recours a des méthodes permettant une présélection m viro
de composes a visee anti-VIH tant la quanzité de molécules produites chaque année est importante. Au cours de
notre travail, nous avons évalué 'activité antivirale de molécules originales. i vitro. vis-a-vis du virus VISNA-
MAEDI sur culture de celluies en microplaques. a I'aide d'une méthode colorimétrique simple et rapide utilisant
un sel de tetrazolium et mesurant la viabilité de cellules infectées par le virus. Le systéme cellulaire est constitué

de cellules fibroblastiques primaires de plexus choroides de mouton permissives au virus VISNA-MAEDI.

Dans un premier temps, nous présenions les materiels et méthodes employés durant nes manipuiations,

puis nous exposons et discutons les résultats de nos expérimentations.
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CHAPITRE PREMIER : MATERIELS ET METHODES

Les différents réactifs et produits biologiques utilisés lors de nos manipulations constituent d’excellents
milieux de culture pour de nombreux micro-organismes (bactéries, champignons). 1l est donc indispensable de
travailler le plus proprement possible afin de ne permettre aucune contamination par des germes présents dans
air ambiant ou apportés par ies manipulateurs.

Ainsi, nous avons réalisé nos travaux en atmospheére stérile sous hotte & flux laminaire vertical (ADS France) en
utilisant du matériel préalablement stérilisé. des réactifs stériles, et en respectant les conditions de travail

neécessaires pour ce genre de travaux.

I- CULTURE CELLULAIRE ;

I.1. Nature et origine des cellules :

Les cellules utilisées comme support pour la culture du virus VISNA-MAEDI sont des ceflules
fibroblastiques primaires ; eiles sont issues de plexus choroide de mouton, membranes richement vascularisées

situges au niveau des deux ventricules cérébraux.

Ces celhules primaires ont été choisies pour deux raisons essentielles :
s d'une part, le virus VISNA présente un tropisme pour le systéme nerveux central et pour les plexus
choroides er particulier. La culture in vitro de ces cellules permet ainsi de reconstituer un environnement
cellulaire proche des conditions naturelles.

<2 d'autre part, ces celiules une fois infectées, produisent un titre élevé de virus.

Une autre particularite des fibroblastes est leur capacité, contrairement & beaucoup d'autres types

cellulaires, a conserver leur morphologie en culture. Au microscope optique inversé (NIKON), les cellules
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apparaissent mononucleees, fusiformes, avec des prolongements cellulaires caracteristiques, et leur richesse en

organites cytoplasmiques témoigne de leur grande activite metabolique.

1.2. Entretien des cultures :

Les cellules de PC sont ensretenues a Petuve (JOUAN 1G150) a +37°C, sous 5% de CO2 en atmosphere

humide. Ce sont des celiules tragiles, a durée de vie hmitée.

1,2, 1. Le milien de culture :

Le milieu de culture est le DMEM , milieu nutritif de base, auquel est ajouté 0% de sérum de veau

foetal (SEROMED™ Biochrom KG).

Le DMEM est reconstitue a partir des produits suivants :

- MEM (SIGMA) 9.7¢
- eau distiliee ---- 890 ml
- HEPES (S1GMA) - A76g

- bicarbonate de sodium {SIGMA} ~wemmmmmmasmana l

6]

- acides aminés non essentiels (SIGMA) ---———--—- 10 mi

- hydroxyde de sodium { N & ml

Ces différents composants sont mélangeés a l'aide d'un agitateur magnétique 4 barreau. La solution
obtenue. ajustée a un pH de 7.4, est filtree sterilement (Sterivex - GV, MILLIPORE) et répartie dans des flacons
stériles. Le pH de la preparation finale aprés filtration est de 7.2 et le DMEM est conserve au refrigérateur a

w2

i.a concentration assez elevée de sérum de veau foetal (SVFE), s'explique par le fait que les fibrobiastes,

compte tenu de leur importante activité mitotique, exigent des facteurs mitogénes.

Le milieu de culture doit étre changé réguliérement, tous les 2 ou 3 jours.



1.2.2. Le repiquage :

Les celluies fibroblastiques, issues des explants de PC, sont des cellules adhérentes, qui ont la propriété
de s'étaler en monocouche sur la parol du flacon de cuiture (CORNING USA) (figure 32).

il faut éviter de maintenir la culture a pleine confluence (figure 33) ; dans le cas contraire. les cetlules
vont se chevaucher, réduisant ta surface d'échange avec le milieu, et dépérir. Deés que les cellules recouvrent la
totalité du support qui leur est offert, le repiquage devient necessaire et constitue une etape essentielle dans
l'entretien de ia culture celiulaire.

Ce repiquage se fait en moyenne tous les 4 jours. Les cellules de PC peuvent théoriquement subir une
quinzaine de passages, mais ce nombre varie avec l'explant ; pour que les conditions de viabilité celiulaire soient

maximales, nous nous limitons au laboratoire a 8 genérations de subcultures.

{.2.2. 1. Latrypsination :

C'est I'étape de détachement des cellules de leur support. Dans un premier temps, le tlacon est vide de
son milieu de culture. Le tapis cellulaire est ensuite rince avec 2 mi d'une solution saline de trypsine a 8.05%
{p/v) et I'EDTA disodique 4 0,02% (SEROMED" Biochrom KG). Cette sotution est isotonique et tamponnée,
de pH 7.4, sans calcium ni magnesium.

Un deuxiéme ringage est effectué avec 3 ml de la solution trypsine/EDTA. Environ 0% de cette solution
est conservée. de fagon a recouvrir te tapis cellulare d'un léger film. L'ensemble est incube a +37°C pendant
quelques minutes (en général 3 et jamais plus de 10} A la sortie de Vetuve, le fait de taper avec la main sur les
parois du flacon peut tfaciliter Ie détachement cellulaire. Ce detachement est observé au microscope optique
inverse.

Lorsque ie tapis cetlulaire est détache, on ajoute 5 ml de milieu de culture, et les cellules sont dispersées

par aspirations et refoulements successifs.

1. 2. 2.2, Laremise en culture ;

On effectue tout d'abord un comptage des celtules de PC. Pour ceta, une goutte de suspension celiulaire

est déposée sur une cellule de Malassez (PRECISS France). Cette suspension cellulaire est ensuite dédoublee
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Figure 32 : culture de fibroblastes de PC au microscope optique (x 10) : les cellules adherent
4 la parei du flacon de culture et forment une couche monoceliulaire (23).

Figure 33 : culture de fibroblastes de PC au microscope optique (x 4) : tapis cellulaire
& pleine confluence (23).



voire détriplée et répartie dans des boites de culture aux dimensions appropri¢es. Dans chague boite, du milieu de
culture avec 10% de SVF {qui va de plus inhiber l'activité enzymatique de la trypsine)} est rajouté. L'incubation se
fait a +37°C.

A partir du moment ou les cellules adhérent a nouveau, c'est-a-dire dans les 24 heures qui suivent, le

milieu peut étre change.

i.3. Congélation - Décongélation :

1.3.1. Congélation :

Aprés quelques subcultures, on dispose d'une quantité suffisante de cellules ; celles-ci peuvent étre
congelées et constituer ainst une réserve.

Les cellules. une fois trypsinées, sont mises en suspension dans un milieu de culture (DMEM) contenant
0% de SVF et 10% de diméthyl sulfoxyde (DMSO) (SDS, Peypin, France). La concentration cellulaise doit étre
de 1a1.5.10° cellules/ml.

Cette suspension est répartie dans des cryotubes (environ 1,5 mi par tube). Ceux-ci sont alors placés a
-70°C dans un récipient permettant une chute de température progressive, avant d'étre conservés dans de l'azote

fiquide & - 196°C.

1.3.2, Décongélation :

La suspension cellutaire doit étre rapidement décongeice. Pour cela, les cryotubes sont places dans un
bain-marie a +37°C.
Le contenu d'un tube est videé dans une petite boite de culture de 25 cm? (ou deux tubes dans une boite moyenne
de 75 cm?).
Du milieu de culture, DMEM et 0% de SVF, est rajouté afin d'obtenir un volume final suffisant.

Lincubation a +37°C est de 24 heures avant un changement de milieu.
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II - LE VIRUS VISNA-MAEDI :

II.1. Origine :

Au cours de nos expériences, nous avons utilisé deux souches virales

- Ia souche VISNA K796, souche de référence, fournie par le Laboratoire Central Vétérinaire

de Maisons-Alfort. En 1960, SIGURDSSON l'a isolée d'un mouton atteint d'encephalite,

- 1a souche MAEDI WLCHE. d'origine américaine, également fournie par le Laboratoire Central
de Maisons-Alfort, et 1solée par CUTLIP a partir d'un mouton atteint de pneumonie

progressive.

Ces deux souches sont conservees au congélateur, a -70°C, sous forme d'aliquotes de surnageants de

cultures celluiaires infectees.

II. 2. Constitution du pool viral :

Elle se fait a partir d'un tapis de cellules de PC arrivé & 80% de la contluence.
Dans un premier temps, le flacon est vide de son milieu de culture et rince avec le milieu de base (DMEM) afin
d'éliminer le sérum de veau foetal qui inhibe le developpement du virus.
On ajoute ensuite un volume de 2 mi de surnageant de culture infectée par le virus, pour un tapis cellulaire de 75
cm?* (0.5 a | ml pour un tapis de 25 cm?).
Aprés un temps d'incubation d’une heure a 37°C, le surnageant est rejeté et remplace par 10 ml de milieu de
survie (DMEM et 2% de SVF) dans le cas d'un flacon de 75 cm? (5 ml st s'agit d'un flacon de 25 cm?).
L'incubation a 37°C est prolongée jusqu’a Fapparition de l'etfet cytopathogéne (ECP) ; le surnageant est récolté
puis centrifuge (JOUAN CR312) pendant {0 minutes, a2 1600 tours/minute et a +4°C, de fagon 4 éliminer les
débris cellulaires en suspension. I est alors congele a -70°C.

Du milieu de survie {10 ou 5 ml) est réintroduit dans le fiacon,



Cette derniére opération est répétée jusqu'a épuisement du tapis cellulaire, qui se produit geéneralement en une

dizaine de jours.

. 3. Titrage du virus :

I1.3.1. Principe:

Determiner le titre infectueux d'une suspension virale signifie dénombrer, par unité de volume, les
particules virales capables d'infecter des cellules permissives.
Le virus est titré selon une microméthode mise au point par LARROUTUROU (L11) et basée sur teflet

cytopathique caractéristique du virus VISNA-MAEDI.

11.3.2. Protocole:

Aprés trypsination d'un tapis cellulaire a confluence. les cellules sont dénombrées sur cellule de Malassez:
la suspension cellulaire est alors ajustée a 2. 10° cellules/ml avec du DMEM additionné de 5% de SVE. 50 ul de
ia suspension finale sont disposés dans chacune des cupules dune plaque de 96 puits a fond plat (FALCON,

Becton Dickinson Labware. USA).

Des dilutions décimales du virus A titrer sont préparées dans du miliew de base en suivant une
progression géometrique de raison 10 et en changeant de pipette & chaque dilution. 50ui de chacune d'elles sont
disposés dans une série de 8 cupules, contenant déja les cellules. Deux séries de puits sont reservees : l'une au
témoin cellules (cellules non infectées additionnées de SO pl de milieu nutritif dans chaque puits), Yautre au virus

non dilue.

La concentration cellulaire finale est de 10° cellules/puits. Le pourcentage en SVI est de 2,5%, ce
qui est suffisant pour assurer Yadherence et la croissance des cellules dans la plaque, sans tourefois ralentir e

developpement du virus.
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Avant d'étre portée a 'étuve, la microplaque est recouverte d'un fiim plastique adhésif. Ceci est destiné

révenir Pévaporation du contenu des puits et a éviter une éventuelie contamination microbienne entre les puits.
p

Le temps d'incubation est fixé 4 6 jours {temps nécessaire pour obtenir un titre viral maximal) 4 une
b

température de 37°C et sous 5% de COZ. Passé ce délai, les surnageants sont €liminés par aspiration.

Afin de mieux apprécier 'ECP viro-induit au microscope inversé, on effectue une coleration an May-
Griinwald/Giemsa (MGG) de la facon suivante :
- mettre 100 ul de réactif May-Griinwald (MERK) dans chacun des puits de la microplaque, replacer le
couvercle pour éviter toute €vaporation et attendre 3 minutes,
- jeter le contenu des puits et rincer & 'eau courante,
- introduire ensuite dans chaque puits 100 ul de réactif de Giemsa (Société chimique POINTEY
GIRARD, France) difué au 1/20 dans l'eau et laisser en contact durant au minimum 30 minutes,

- enfin, jeter le contenu de ia microplaque et rincer a 'eau courante.

Apres coloration, la plaque est observée au microscope inversé. Le nombre de cupules positives (+),
c'est-a-dire présentant au moins un syncytium. est évalué, en prenant comme référence négative le témoin

cellules.

Le titre infectieux du virus est ensuite calculé par la technique des dilutions limites selon la méthode de
REED et MUENCH {méthode permettant d’augmenter antificiellement ie nombre d’essais par dilution en utilisant
te procéde des totaux cumulatifs)(146, 6). Il est exprimé en dose infectante 4 50% en culture tissulaire (DICT 50
ou TCID 350 en anglais) par millilitre. Cette DICT 50 est calculée selon une formule statistique, aprés avoir

déterminé les dilutions encadrant le point d’infection 50% :

_ % dil. sup. a 50% - 50%
[ - log dil.sup + - o ]
DICT 50 = 10" % dil. sup. a 50% - % dil. inf. 4 50%
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ou - dil. sup. correspond 2 la dilution superieure au point 50%%
- % dil. sup. 4 50% correspond au pourcentage de reponses positives cumulées, pour la
dilution superieure au point 50%.
- % dil. inf. 4 50% correspond au pourcentage de réponses positives cumulées, pour la diiution

inferieure au point 50%,

i - LEMTT :

Au cours de notre travaii experimental, nous avons eévalue l'activité antivirale de molécules originales &

partir d'un test colorimetrique utilisant le MTT.

HI. 1. Structure : (figure 34)

Le sel de tetrazolium MTT ou bromure de 3-(4.5-diméthyithiazol-2-y1)-2, 5-diphényltétrazolium est un
compose organique dont la structure derive de celle des tétrazoles (169).
Cette structure se caractérise par un noyau insaturé a cing sommets, composé d‘un carbone et de quatre atomes

d'azote dont un quaternaire charge positivement.

1I1. 2. Propriétés phvsico-chimiques :

i1.2.1. Propriétés physiques :

Le MTT se présente sous la forme d'une poudre jaune soiuble dans feau. 1l est sensible aux acides, 4 1a
tumiére et a Phumidite ; il est donc conserve dans un réciptent hermstique et opaque, a une température comprise
entre 0 et +5°C,

De par sa structure chimique a doubles liaisons conjuguées, il absorbe fortement dans ['uitra-violet (UV) :

cependant cette propriété optique n'a trouve jusqu'a présent, aucune application.
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Figure 34 ; structures chimiques du MTT et de son tormazan (145)
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I1.2.2. Propriétés chimiques :

La réduction du MTT provoque une ouverture du cycle tétrazolique : le produit de la réaction est un
composé neutre, coloré en bleu-violet, appelé formazan {169} (figure 34).

Le formazan est insoluble dans |'eau et facilement soluble dans les sotvants organiques et les lipides.

1IE. 3. Principe de la méthode colorimétrique au MTT :

Le MTT, composé organique coloré en jaune, est réduit dans les ceilules métaboliquement actives,
donc vivantes, par des déshydrogénases mitrochondriales, en un composé cristallisé bleu-vioiet : le formazan.
Cette modification chimique s'accompagne d'un changement du spectre d'absorption, caractérisé deés lors par une
bande d'absorption dans le visible, et deux bandes dans I'UV.

Les cristaux violets de formazan, insolubles dans 'eau, sont alors solubilisés dans un solvant organique approprié
qui stoppe, de plus, ia réaction colorée. la solution ainsi formée, est analysée spectrophotométriquement.
L'absorbance lue est proportionnelle a 1a quantité de formazan produite, elle-méme propertionnelle au

nombre de cellules vivantes {56).

II¥ . 4. Avantages de la méthode colorimétrigue au MTT ;

Les principaux avantages de la méthode au MTT sont :

= g3 simplicité de mise en oeuvre,

s 33 sécurité puisquielle ne fait intervenir aucun isotope radioactif. Cependant le manipulateur doit savoir
que le MTT est une substance toxique dont Finhalation, lingestion ou méme le contact avec la peau, peuvent éire
dangereux,

=+ 53 CApacité a ftre automatisée grice a des pipettes multicanaux, des diluteurs, des distributeurs contrdlés

par microprocesseur (145) et des lecteurs de densités optiques (DO} reliés a un sysiéme informatique (113),
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-~ son adaptabilité. Elle est trés souvent rencontrée en cancérologie et en immunologie, ausst bien dans des
tests de prolifération, que d'activation ou de cytotoxicité cellulaire,
= enfin et surtout la rapidité et la facilité de la lecture des résultats qui est effectuee automatiquement

grice a un lecteur spectrophotomeétrique pour microplaque.

IV - EVALUATION DES DIFFERENTES MOLECULES PAR LE TEST AU

MTT : (figure 35)

IV.1. Les cellules ;

Aprés trypsination, les cellules adhérentes cultivées dans un flacon de 75 cm? sont ajustées a 2. 10°
celtules/mi dans du milieu de base additionné de SVF. Ce SVF doit permettre la survie de la culture cellulaire tout
en évitant l'inhibition du virus ; c'est pourquei on Yemploie a une concentration finale de 5%.

100 pi de suspension cellulaire sont ensuite distribués dans une microplaque de 96 puits a fond plat. Les 8 puits

de la derniére colonne ne sont pas remplis ; il représenteront les blancs fors de ia lecture des densités optiques.

IV . 2. Les molécuies ;

Ce sont des molécules originales, fournies d'une part par le laboratoire de Chimie Organique de la
Faculté des Sciences de Limoges, il s'agit dans ce cas de trois dérivés analogues de nucléoside de type 3-alkyl 2-
pipérazinone ; d’autre part par le iaboratoire de Chimie Organique du Professeur Buxeraud de la Faculté de
Pharmacie de Limoges avec le 6-méthoxy S-amino benzotriazole et le 6-méthoxy S-amino 2-methylbenzimidazole

{figure 36). Les résultats sont comparés a ceux obtenus avec la ddC.

Chaque molécule 4 tester se présente sous la forme d'une poudre qu'il faut solubiliser dans un solvant
approprié (tableau 11) de fagon a obtenir une concentration initiale généralement de fordre de 2 & 5.10° mole/l.
La solution ainsi préparée. est filtrée stérilement sur membrane de porosité 0,22 pm (MILLEX GV} puis

conservée par précaution a I'abri de la lumiére et de la chaleur.
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Figure 35 : orgamsation de la microplague de 96 puits & fond plat pour 'évaluation de I"activité antivirale.
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27,3 -didésoxycytidine (ddC)

H
Ct
N™ "R
R=CgH7 : N'-(3-B-D ribofuranoxypropyl)-3-octyIpipérazine-2-onc (AB 112)
HO 0 0 R = C;yHay 1 N*{3-B-D ribofuranoxypropyl)-3-décylpipérazing-2-onc (AB 86)
R = Cy;Hys © NA(3-B-D ribofuranoxypropyl}-3-dodécylpipérazine-2-one (AB 113)
OH OH
., H
CH,0 l{j CH:O N
~ >
N HN N
HgN 2
o-méthoxy-3-aminobenzotriazole 6-méthoxy-3-amino-2-méthylbenzimidazole
(R1) (R2)

Figure 36 : structures chimiques des molécules testées,




123

MOLECULES PM SOLVANT [SOL MERE] CONCENTRATIONS RAISON
FINALES DILUTION
DDC 2112 EAU 5 mM 833,33 ~ 1,63 uM 2
STERILE (714,29 — 1,39 uM)
AB 112 402 3mM 500 — 0,98 uM 2
EAU (428.37 = 0.84 uM)
AB 86 430 5 mM 220 — 10,65 uM 1,4
STERILE
AB 113 438 2 mM 200 — 5,20 pM 1.5
Rl 164 5 mM 83,33 — 0,16 uM 2
(71,43 -5 0.14 uM)
DMSO
R2 177 5mM 83,33 » 0,16 uM 2
(71,43 = 0,14 uM)

PM : poids moléculaire {g/mole)

[SOL.MERE?} : concentration de la solution mere
CONCENTRATIONS FINALES : concentrations moléculaires couvertes lors des
essais avec le virus VISNA. Les valeurs entre parenthéses représentent les concentrations
moléculaires couvertes lors des essais avec le virus MAEDIL

Tablean 11 . molécules 4 tester : préparation des solutions méres et de leurs dilutions.




A partir de cette solution mére, des dilutions sont préparées extemporanément dans du milieu de base en
suivant une géometrie de raison variable (tableau 11},

Ainsi, 9 dilutions seront constituées pour la molécule AB112 et la DDC, la solution mére représentant la
solution testée la plus fortement concentrée. En ce qui concerne les autres moiécules, 10 dilutions seront fournies
et permettront de réaliser 1'essal. Ceci s’explique, pour les molécuies R1 et R2, par 'emploi du DMSO comme
sotvant, Sa toxicité vis-a-vis des cellules nous contraint & réaliser une dilution au 1/10 de la solution mere dans du
mitieu de base.

11 est important de changer l'embout de la pipette (Pipetman, GILSON} et dhomogénéiser au Vortex (JANKE et

KENKUL, IKA® LABORTECHNIK) apres chaque ditution.

25 ul de chaque ditution sont ensuite déposés dans fes 8 puits d'une colonne : cette manipulation debute
par l'avani-derniére colonne {qui est remplie de la plus forte dilution} et se termine par la deuxiéme colonne

{remplie de la solution la plus fortement concentrée).

IV.3. Levirus :

IV.3.1. Souche VISNA K 796 :

La muitiplicité d'infection devant étre de 0.5 DICT 50 par cellute, le pool de départ est dilué au /8. Le
volume de suspension virale nécessaire est alors de 25 pl pour chaque puits & infecter, c'est-a-dire tous les puits de

la moiti€ inférieure de la plaque.

1V.3.2. Souche MAEDI WLC1 :

Pour obtenir une multiplicité d'infeciion de 0,5 DICT 50 par cellule, le velume de suspension virale pure
nécessaire pour infecter chaque puits devrait étre de 30 pl. Cependant suite aux essais menés avec différents

volumes de suspension (de 20 a 75 ul), la valeur de 30 pl s'avére msuffisante et doit étre réajustée a 50 plb.
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IV. 4. Incubation :

Aprés avoir complété le volume de tous les puits & 150 pl pour fe virus VISNA et 4 175 ul pour le virus
MAEDI avec du DMEM, {a microplaque est protégée par un film plastique puis incubée pendant respectivement 5

et 9 jours a +37°C et sous 5% de COZ.

IV.5. Celoration par la méthode au MTT :

IV.5.1. Préparation de la solution de MTT :

Le MTT (SIGMA chimie) est dissous dans du tampon phosphate (PBS) (BIOMERIEUX SA. France) de
fagon & obtenir uae concentration de 6mg/ml.
La solution jaune obtenue est filtrée stérilement (MILLEX GV) ce qui permet d'éliminer ia petite quantité de
résidu insoluble présent dans certains lots de MTT. Elle peut étre conservée pendant un mois & condition d'étre

tenue 2 {'abri de la lumiere et de la chaleur (+4°C).

IV.5.2, Mode opératoire :

25 pl de MTT sont distribués dans chaque puits {(exception faite des blancs) 4 l'aide d'une Finnpipette
(Finnpipette Stepette, LAB SYSTEMS. Finlande).
La plaque est alors incubée a +37°C pendant trois heures. Au cours de ce temps, les cellules vivantes réduisent le
sel de tétrazolium en son formazan.
Le surnageant est ensuite éliminé par aspiration avec une pipette multicanaux en prenant soin de ne pas
endommager le tapis cellulaire.
Le solvant alors utilisé pour dissoudre les cristaux violets de formazan est le DMSO (40} ajouté dans les 96 puits
a raison de 100 ul/puits. Cette addition est suivie d'une étape d'agitation mécanique (Fressinet, France) pendant 20

minutes et a l'abri de la lumiére.
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1V. 6. Lecture des densités optiques :

Celle-ci doit étre faite rapidement aprés agitation des plaques, a I'aide d'un lecteur ELISA (85}
Le formazan présente des caractéristiques specirales variables selon la nature du solvant utilisé. Le formazan
provenant de la metabolisation du MTT par les cellules vivantes, et dissous dans le DMSO, absorbe au maximum
entre 540 et 570 nm {5, 151). La lecture des DO se fait donc 4 une longueur d'onde de 540 nm, en utilisant

comme blancs les hult puits de la plague ne contenant que du DMSO,

IV.7. Détermination de la cvtotoxicité des molécules testées :

Elle se fait en calculant le pourcentage de viabilité des cellules non infectées au contact de la

substance A tester par rapport au témoin cellules, seton la formule

DO (cell. + mol.)
% de viabilité = x 100
DO (cell.}
ou - DO (cell. + mol.y représente ja DO movenne calcuiée pour les cellules non infectées au contact de la

molécule testée.
- DO (cell) représente la DO movenne calculée pour le téemoin cellules (cellules non traitées et non

infectées).

Les essais étant répliqués quatre fois par microplaque. les DO moyennes sont obtenues en faisant la moyenne des
quatre DO lues pour chaque ditution de substance.

L.es pourcentages de viabilité ainsi calculés pour chacune des concentrations de la molécule, sont alors représentés
graphiquement.

La concentration cytotoxique 50 (CC 50) est définie comme la concentration de la molécule testée qui abaisse
de 50% le nombre de cellutes viables par rapport au témoin celiules. Sa valeur est déterminée a partir de 'équation

de ia droite de régression lineaire.



IV . 8. Détermination de 'activité antivirale des molécules testées :

Elle se fait en calculant le pourcentage de viabilité des cellules infectées traitées. par rapport au

témoin cellules selon la formule :

% de viabiligé . DO (cell- + mol. + virus)
DO (cell))
ou - DO (celt. + mol. + virus) représente la DO moyenne calculée pour les cetlules traitées infectées.

- DO (cell.) représente la DO moyenne calculée pour le témoin cellules.

Les pourcentages de viabilité cetlulaire obtenus pour chacune des dilutions permettent d'établir une sigmoide effet-

dose reflétant {'efficacité du composé testé.

On déterminera également le pourcentage de protection cellulaire refatif a chaque dilution et calculé

selon la formule proposée par PAUWELS (145)

% de protection cellulaire DO (cell, + mol. + virus) - DO (cell. + virus) « 100

DO (ceil) - DO (cell, + virus)

La représentation graphique du pourcentage de protection celtulaire en fonction de la dose, permet de déterminer
& partit de la droite de régression linéaire, la concentration conférant 50% de protection : or parle de
concentration inhibitrice 50 ou de Cl 50. Cette CI 50 permet ainsi d'exprimer l'activité antivirale de la
moiecule,

Selon certains auteurs, cette formule ne tient pas compte de l'effet indépendant de ta drogue sur tes cellutes, qu'il
soit activateur ou inhibiteur (8). Une autre formule du pourcentage de protection a donc été proposce, mais n'a

pas été utilisée pour nos experimentations
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(1. DO (cell. + mol. -+ virus) - DO (cell. + mol.) ]x 100

% de protection celluiaire .
DO (ceil.) - DO (cell. + virus)

ou - DO (cell. + mol. + virus) représente la DO moyenne calculée pour les cellules traitées infectées,
- DO {cell. + mol.) représente la DO moyenne caiculée pour les cellules traitées mais non infectées,
- DO (cefl Y et DO (cell. + virus) représentent les DO moyennes calculées respectivement pour le

témoin cellules et le témoin virus.
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CHAPITRE SECOND : RESULTATS

Au cours de notre travail expérimental, nous nous sommes donc intéresses a deux séries de molécules
originales en vue de déterminer leur éventuelle activité antirétrovirale sur le virus VISNA-MAEDI. La ddC a

également été testée et nous servira de molécule de référence.

- CULTURE DU VIRUS :

I.1. Effet cvtopathique ou effet cvtopathogéne (ECP) :

Lorsque le virus se développe dans les cellules de PC, il entraine des modifications morphologiques
typigues visibles au microscope optique inverse.
Ces changements apparaissent dés te troisiéme jour aprés la contamination des cellules in vifro. On observe
d'abord des celluies réfringentes, volumineuses. muitinucléées, qui prennent ensuite une forme étoilée avec de
nombreux prolongements filiformes : on parle alors de syncytia. qui peuvent présenter jusqu'a 20 novaux disposés
en "fer a cheval" et trés nettement mis en évidence par la coloration au MGG. Au bout de 6 & 8 jours aprés
finfection, les cellules se lvsent et te tapis cellulaire est détruit.
Nous avons observé que I'ECP induit par la souche MAEDI se développe moins rapidement que celui induit par la

souche VISNAL

I.2. Résultats du titrage :

La souche VISNA présente un titre de 3.4.10° DICT 50/ml.
Atitre d'exemple, nous avons représent€ les résultats inhérents au virus MAEDI. Le nombre de cupules positives

observées au microscope inversé est rapporte dans Je tableau 12. Leur nombre pour chaque dilution de virus nous
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a permis de situer le point d'infection 50% et de definir, de part et d'autre de ce pomnt, les pourcentages de

réponses positives cumalées (tableau 13}

La DICT 50 a été calculée a partir de la formule énoncée dans le paragraphe 11.3.2 du chapitre premier. Par cette

méthode, nous avons trouvé pour le pool de virus MAEDI, une DICT 50 de 107 soit un titre de 3.17.10° DICT

50/ml.
| 2 _3 4 ) 6 7 8 9 10 i 12
A - NS I S 4+ + o - - - - - /
B - ol ot + : - - - - - /
C - +o 0+ -+ - - - - - - /
D - + o]+ + + - - - - - /
E - ¥ + + + + - - - - - /
F - o o + + o+ - - - - - /
G - S+ F -+ o - - - - - - /
H - + + + + + - - - - - /
Teell Virus  qo-1 10-2 10-3 104 10-3 10°6 107 10-8 -9
pur - dilutions du virus >
i-1: pas d'effet cvtopathique
[+] - apparition d'au moins § syncvtivim
Dilutions du Nombre de cupules Cumul des cupules Cupules positives
virus cumulées
Positives Négatives Positives | Négatives Taux Yo .

1071 g 0 29 0

10-2 8 0 21 0 _

1073 8 0 13 0 13/13 100%

10-4 5 3 5 3 _5/8 62,5%

105 0 8 0 i 0/11 0%

Tableaux 12 et 13 : détermination du titre mfectieux du MAEDI par la technique des difutions limites selon la

méthode de REED et MUENCH.
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I1- DETERMINATION DE LA CYTOTOXICITE :

L'évaluation de la cytotoxicité d'une substance est basée sur fa détermination de sa CC 50, c'est-a-dire la

concentration qui diminue de 50% la viabilité cellulaire par rapport aux cellules incubées seules, sans moléoule.

Parmi les composés testes, quatre se sont avérés plus ou moins cytotoxiques vis-a-vis des cellules de PC
aux concentrations utilisées. It s’agit des molécules AB 86, AB 113, R2 et Rl qui présentent respectivement des
CC 50 de 197, 156, 77 et proche de 83 pM (figures 41, 43, 49, 51, 45 et 47). Le décrochage important des
courbes de viabilité des cellules traitées non infectées aux fortes concentrations pour la molécule R1 nous permet

en effet de donner une estimation de sa valeur de CC 50 bien que celle-ci ne soit pas atteinte lors de nos essais.

Les autres substances ne sont pas cytotoxigues aux concentrations utilisées | leur CC 50 n'a pas été
déterminée compte tenu des concentrations des solutions méres préparées. Nous pouvons seulement dire que leur
valeur est supérieure  ia plus forte concentration moléculaire testée : ainsi, la CC 50 sera considérée comme

supérieure & 833 uM pour la ddC, et & 500 uM pour ta molécuie AB 112 (figures 53, 37 et 39) (tableau 14).
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1 - DETERMINATION DE L'ACTIVITE ANTIVIRALE VIS-A-VIS DES

SOUCHES VISNA ET MAEDI :

Pour chaque molécule, nous avons établi une représentation graphique de la viabilité des cellules
infectées traitées, qui refléte 'activité antivirale (figures 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, et 53). La representation
graphique du pourcentage de protection cellulaire nous permet, quant & elle, de définir la valeur de la

concentration inhibitrice 50.

Avec le virus VISNA, fa molécule AB 112 affiche une protection cellulaire aux fortes concentrations : la
CI 50 est de 340 pM (figure 38). Cette protection n'a pas été retrouvée vis-a-vis de la souche MAEDI
(figure 40).

Les molécules AB 86 et AB 113 ont été testées uniguement avec le virus VISNA : la protection
augmente avec la concentration puis décroit aux valeurs les plus fortes a cause de leur cytotoxicite. Leurs C1 50

sont respectivement de 97 et 85 uM (figures 42 et 44),

La protection induite par les molécules R1 et R2 vis-a-vis de la souche VISNA n’apparait qu’aux
concentrations testées les plus élevées, avec des CI 50 de 54 uM pour R1 (figure 46) et 48 uM pour R2 (figure
50). En revanche, la protection vis-a-vis du virus MAEDI apparait, au fur et 4 mesure que les concentrations

s'élévent, mais elle est tellement faible qu'il n’est pas possible de calculer de CT 30 (figures 48 et 52).

La ddC protége les cellules de I'infection par le virus VISNA 4 des concentrations élevées et la C1 50 est

de 315 uM (figure 54). Elle n’a pas été testée sur la souche MAEDL

Tous ces résultats sont regroupés dans le tableau 14,
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Figure 37 : courbe de viabilité cellulaire: eftet de la molécule AB 112 sur les celiule de PC
non infectees et infectees par le virus VISNA
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Figure 38 : activité antivirale de la molécule AB 112 sur la souche VISNA exprimee par le
pourcentage de protection cellulaire d’aprés ta formule de PAUWELS.
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Figure 39 : courbe de viabilité cellulaire: effet de la molécule AB 112 sur les celiule de PC
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Figure 40 : activité antivirale de la moiécule AB 112 sur la souche MAEDI exprimée par le

pourcentage de protection cellulaire d’apreés la formule de PAUWELS.
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Figure 41 : courbe de viabilité cellulaire: effet de la molécule AB 86 sur les cellules de PC
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activité antivirale de la molécule AB 86 sur ja souche VISNA exprimée par le
pourcentage de protection cellulaire d’aprés la formule de PAUWELS.
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Figure 43 : courbe de viabilité cellulaire: eftet de la molécule AB 113 sur les cellules de PC
non infectées et infectées par le virus VISNA.
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Figure 44 : activité antivirale de la molécule AB 113 sur la souche VISNA exprimée par le
pourcentage de protection cellulaire ¢’aprés la formule de PAUWELS.
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Figure 45 : courbe de viabilité cellulaire: effet de la molécule R1 sur les cellules de PC

non infectées et infeciées par le virus VISNA.
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activité antivirale de la molécule R1 sur la souche VISNA exprimée par le
pourcentage de protection celtulaire d apres la formule de PAUWELS,



138

120 -

100 A

- ccliules traitées non infectées
-8 ccliules traitées infectées

% de viabilité celiulaire
{par rapport aux ceilules non traitées non infeetées)

20 ' 1 T ; T 1
-7 -8 -5 -4

Log | concentration (uM) |

Figure 47 : courbe de viabilité cellulaire: effet de la molécule R1 sur les cellules de PC
non infectées et infectées par ie virus MAEDL
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Figure 48 : activité antivirale de la moiécule R1 sur la souche MAEDI exprimée par le
pourcentage de protection cetlulaire d’apres la formule de PAUWELS.
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Figure 49 ; courbe de viabilité cellulaire: effet de la molécule R2 sur les cellules de PC
non infeciées et infectées par e virus VISNA.
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Figure 50 : activité antivirale de ia molécule R2 sur la souche VISNA exprimée par te
pourcentage de protection cellulaire d"aprés la formule de PAUWELS.
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Figure 81 : courbe de viabiitté ceilulaire: effet de la molécuie R2 sur les cellules de PC
non infectées et infectées par le virus MAEDL
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Figure 52 : activité antivirale de la molécule R2 sur la souche MAEDI exprimee par le
pourcentage de protection cellulaire d’aprés la formule de PAUWELS.
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Figure 53 : courbe de viabilité cellulaire: effet de la molécule ddC sur les ceflules de PC
non infectées et infectées par le virus VISNA.
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Figure 54 : activité antivirale de la molécule ddC sur la souche VISNA exprimée par le
pourcentage de protection cellulaire d’aprés la formule de PAUWELS.
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C150
CC50
VISNA MAEDI

AB 112 > 500 uM 348 pM -
AB 86 197 uM 97 uM non testée
AB 113 156 pM 85 uM non testée

R1 = 83 uM 54 uM -

R2 77 pM 48 pM -

ddC > 833 uM 35 pM non testée

Tableau 14 - tableau récapitulatif des valeurs de CC 50 et de C1 50 déterminées pour 6 moiécules testées sur des
cellules de PC infectées par le virus VISNA ou le virus MAEDL
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IV - DISCUSSION :

Au cours de notre travail expérimental, nous nous sommes attachés & évaluer activité antivirale in vitro,

sur le virus VISNA-MAEDI, de deux séries de molécules originales.

Les deux composés R1 et R2 sont simplement inspirés des bases puriques. lls comprennent une
structure aromatique benzénique accolée a un hétérocycle a cing sommets. Ce dernier contient trois hétéroatomes
d’azote pour R1 et forme un noyau benzotriazole ; il en contient deux pour ta molécule R2, formant un noyau
benzimidazole, Plusieurs substituants sont greffés sur ces deux structures (amino en 6, méthoxy en 5) qui se
différencient par ’atome en position 2 : un azote pour R1, et un carbone sur lequel est finé un méthyle pour R2.

Les molécules de la série AB 112, AB 86, AB 113 sont composées d'une base cyclique a six sommets
possédant deux hétéroatomes d’azote en position 1 et 4 et une fonction cétone en position 2. Cette base est
également reliée, par son azote en position 4, 4 un sucre & cing sommets, le B-D-ribofuranose, par I'intermédiaire
d’un chainon propyte. Elles présentent donc une structure proche des désoxynucléosides naturels, avec toutefois
quelques originalités. Tout d’abord la présence d’une chaine aliphatique ou « bras spacer » qui réalise un lien
neutre entre le sucre et la base, L’addition de ce « bras spacer » est connue pour affecter Uenroulement de 'ADN.
Elle est également utilisée lors de la synthése d’oligonuctéotides antisens pour prévenir les phénomeénes de
dégradation par des nucléases. L.a seconde originalité réside dans la fixation sur la base, en position 3’ de
I'hétérocyle pipérazinique, d'une chaine hydrophobe de longueur variable selon les composés (de 8 a i2

carbones), et visant 4 améliorer la pénétration cellulaire (19).

Lors de nos travaux, nous nous sommes heurtés a deux problémes. Le premier concerne la ddC que
nous avons choisie comme moiécule de référence. Elle a été décrite, jusqu’a présent, comme le composé
nucléosidique le plus efficace in vifro en tant qu'inhibiteur de la réplication du virus VISNA-MAEDI (182, 111),
Nos résultats, au cours des différents essais réalisés, montrent son absence de toxicité aux concentrations
moléculaires testées. Nous sommes ainsi en accord avec les données bibliographiques : THORMAR et coll. qui
ont évalué la cytotoxicité de la ddC sur des cellules de PC de mouton par comptage avec un compteur Coulter,
ont en effet déterminé une CC 50 > 100 uM. L’évaluation de son efficacité antivirale a cependant soulevé

quelques interrogations. THORMAR et coll. déterminent I’efficacité de la ddC in vitro avec une C1 50 de 0,02
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1M avec le virus VISNA et des résultats sensiblement identiques avec le virus MAEDI. Au cours de ses travaux,
LARROUTUROU observe effet antiviral de cette molécule avec des valeurs de CI 50 respectivement égales 4
0,30 uM et 0,28 uM avec les virus VISNA et MAEDIL Quant aux résultats obtenus au cours de nos
expétimentations, ils font apparaitre une activité antivirale, mais 4 des concentrations moléculaires beaucoup plus
élevées, Cette disparité n’a pas éié observée avec I'AZT au cours d’essais réalisés précédemment dans le
laboratoire. Ce composé protége moins efficacement les cellules de PC, vis-a-vis de l'infection par le virus
VISNA-MAEDI  que la ddC. Ceci a été expliqué par des différences dans la capacité des cellules de PC de
mouton & métaboliser ces deux molécules en dérivés actifs. L’AZT est cependant un inhibiteur puissant et non
toxique de la réplication du VISNA-MAEDI in vifro. Les résultats fournis par divers auteurs, quelle que soit ia

méthode d’évaluation de | activité antivirale, sont plus homogénes, de |’ordre du micromolaire (19, 111, 182).

Tl est & noter que notre protocole expérimental difféere de ceux utilisés par LARROUTUROU et
THORMAR. et coll. (tableau 15). Le mode de lecture que nous avons choisi est en effet la meéthode
colorimétrique au MTT. Nous avons adopté cette méthode en raison de sa fiabilité, de sa facilité d'exécution et de
sa rapidité ; elle permet d'évaluer en méme temps la cytotoxicité et I'activité antivirale de la substance testée. Au
contraire, la détermination de l'effet cythopathogéne par la technique au MGG, utilisée par THORMAR et coll. et
LARROUTUROU, est une méthode fastidieuse basée sur 'observation au microscope de la formation de syncytia.
Elie est donc assez subjective et sujetie a des erreurs. Cecl explique pourquoi l'utilisation de la technique au MTT
tend & se généraliser lors des recherches de molécules & visée antirétrovirale ou anticancéreuse.

Dans te protocole de THORMAR et coll., le nombre de cellules par puits est plus faible. Cependant, ces
celiules sont laissées 4 ou 5 jours 4 l'étuve avant d'étre infectées par te virus ; elies ont donc le temps d'adhérer et
de se multiplier. La multiplicité d'infection est également plus faible de fagon & dénombrer correctement les

syncytia.

Peu de références dans la littérature bibliographique font mention des composés actifs in vitre sur le
virns VISNA et encore moins sur la sonche MAEDY!. Celles-ci montrent cependant une concordance de la
réponse des deux souches face 4 une activité antirétrovirale (111, 182). Ceci s'explique par leur homologie, bien
que T'effet cytopathique induit par le virus MAEDI se développe moins rapidement que pour la souche VISNA, et

que les deux virus soient responsables de pathologies différentes. Pourtant, au cours de notre travail, nous avons
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constaté des résultats parfois contradictoires. En effet, I'efficacité de la molécule AB 112 constatée avec la souche
VISNA n’apparait pas avec ta souche MAEDI, De méme, les concentrations inhibitrices 50 des molécules R1 et
R2 n'ont pu étre déterminées vis-a-vis du virus MAEDI. La faible quantité de composés AB 86 et AB 113 dont
nous avons disposé ne nous a pas permis de déterminer la capacité de protection de cette molécule vis-a-vis du
MAEDI et donc de confirmer ou d'infirmer P'efficacité observée avec le virus VISNA

Nous nous sommes en fait heurtés a un second probléme avec la souche MAED! qui, rappelons-le,
présente un titre infectieux inférieur a celui de la souche VISNA utilisée. Nous avons constaté, au cours de nos
manipulations, de faibles différences entre les DO relatives aux cellules non infectées traitdes et les DO relatives
aux cellules infectées traitées (figure 39 par exemple). Or il faut au minimum une diminution des DO de 50% pour
pouvoir apprécier l'effet d’un agent antiviral (40). Les faibles différences que nous avons observees peuvent
slexpliquer en partie par la lenteur du virus MAEDI & induire un effet cytopathique et par son titre infectieux
moindre. Nous avons cependant tenté de minimiser ces inconvénients, d’une part en augmentant le volume de
Iinoculum viral dans chaque cupule, d’autre part en prolongeant le temps d'incubation & 9 jours, limite au dela de
laquelle les cellules meurent. Un autre facteur peut également entrer en ligne de compte, il s’agit de l'activité
déshydrogénase des ceilules qui peut persister un certain temps aprés leur mort, et expliquer en partie les forts
niveaux d’absorbance des cupules infectées traitées.

L’évaluation des différentes molécuies effectuée sur les deux souches de virus permet tout de méme de

montrer la reproductibilité des courbes de viabilité cellulaire traduisant leur cytotoxicite.

Au cours de Pévaluation de Iefficacité des molécules AB 112, AB 86 et AB 113, nous observons des
modifications de toxicité cellulaire et de protection vis-a-vis du virus en fonction de la longueur de la chaine
latérale hydrophobe. Avec AB 112, qui posséde un groupement octyle en position 3 de ’hétérocycle, nous ne
constatons aucune cytotoxicité aux concentrations testées. Elle apparait par contre et semble méme augmenter
aprés substitution de ce groupement octyle par un décyle (AB 86) puis un dodécyle (AB113), avec des CC 50 de
197 et 156 uM. La substitution du radical octyle par des radicaux plus longs est également a I'origine d’une
augmentation de Pactivité antivirale de ces composés : efle est tres faible pour AB 112 avec une C1 50 de 348
UM, et s’éléve pour les moiécules AB 86 et AB 113 avec des CI 50 de 97 et 85 uM. Cependant, compte tenu de
la valeur trop élevée de la CI 50 pour AB 112 et des indices de sélectivité (IS) beaucoup trop faibies pour AB 86
et AB 113 (de 'ordre de 2), nous pouvons considérer comme tout & fait négligeable I'intérét antiviral de ces

COMPOSES.
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L*évaluation de Uefficacité des molécules R1 et R2 n’a pas mis en évidence d’intérét antiviral. Bien
que nous puissions déterminer leur CI 50, respectivement de 54 et 48 pM, nous remarquons que leur toxicite vis-
a-vis des ceflules de PC se manifeste a des concentrations trés proches et somme toute relativement faibles (CC 50
de 77 uM pour R1 et proche de 83 uM pour R2). Leurs IS mettent bien en évidence ce handicap majeur avec une
valeur proche de 1.6. A titre d’exemple, THORMAR et coll. déterminent pour la ddC un 1S > 5000 (182), et

BENJAHAD et coll. trouvent pour 'AZT un IS > 100 (19).

Nous terminerons en rappelant que nous avons évalué I'activité antivirale 4 partir de cellules primaires,
plus sensibles 4 I'infection et pius difficites 4 entretenir que les cellules de lignée, et en soulignant Pimportance des
types cellulaires employés lors d’essais d’évaluation d'activités antivirales qui peuvent étre 4 lorigine de

variations dans les résultats.
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CONCLUSION
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Au terme de cette étude, force est de constater que les cibles potentielles d’intervention des
antirétroviraux sont nombreuses, et qu’il existe une quantité non négligeable de composés capables d’inhiber

efficacement in vitro la réplication virale au niveau de ces différentes cibles.

4 Pourtant, une infime minorité de ces composés est parvenue jusqu’d une ufilisation en pratique
clinique dans le traitement de Vinfection par le VIH. Ce contraste met bien en évidence la difficulté de la mise au
point d’une thérapeutique antirétrovirale qui tient & deux problémes principaux :

&> d’une part, en utilisant la « machinerie » de la ceflule hote pour se répliquer, le virus complique la
recherche d’inhibiteurs de la réplication qui ne soient pas toxiques pour la cellule elle-méme.

&> d’autre past, une molécule qui présente une activité antirétrovirale intéressante, associée & une toxicité
faible ou absente, ne constitue pas forcément un avenir thérapeutique. Encore faut-il qu’elle atteigne son site
d’action, et sous sa forme active La biodisponibilité, qui dépend étroitement des caractéristiques
pharmacocinétiques, va jouer un rdle primordial. Quantité de composés perdent leur intérét & cause d’une
mauvaise absorption (composés polyanioniques par exemple), d’une mauvaise distribution, d’une dégradation en
dérivés inactifs (dégradation des polyméres sulfatés par des sulfatases), d’une métabolisation en composés

toxigues, etc...

¢+ Huit molécules antirétrovirales sont actuellement disponibles en thérapeutique, et ont comme cibles
deux enzymes virales : la transcriptase inverse et la protéase. Les analogues nucléosidiques representent la
premiére classe de composés antirétroviraux ayant démontré une activite chez les sujets infectés. [is comptent 4 ¢e
iour PAZT. 1a ddC, la ddl, le d4T et le 3TC. Le développement plus récent des antiprotéases (saquinavir, rijonavir
et indinavir) a ouvert de nouvelles perspectives au traitement de Pinfection par le VIH. s offrent un niveau
d'action différent et annoncent des résultats prometteurs lors d'essais cliniques les associant aux analogues

nucléosidiques.

¥+ Malheureusement, tous ces composés sont loin d’étre parfaits, ils présentent certaines limites qui
rendent leur utilisation délicate, et qui sont a Uorigine d’une baisse de leur efficacité au cours du temps.
& Tout d’abord, leur toxicité résiduelle, bien que réduite a son minimum, reste un éiément dont il faut

tenir compte. La spéeificité d’action sur les étapes de la réplication virale pouvant difficilement étre absolue, ils
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gardent une cyiotoxicité a vrai dire trés variable d’un produit & Uautre. Cette toxicité est a 'origine d’effets
secondaires, plus ou moins margués selon les individus, dont U'importance imposera I’arrét de la thérapeutique en
cause dans les cas les plus extrémes, ou pourra étre a P'origine d’une altération de la qualité de vie des patients et
d’une mauvaise compliance au traitement, avec les conséquences que cela peut entrainer, notamment en ce qui
concerne les phénomenes de résistance.

o Mais surtous, leur efficacité est incompléte et transitoire. lis ne bloquent pas totalement la
réplication virale et sont sans action sur I'infection latente puisqu’ils ne peuvent intervenir sur le génome viral
intégré dans ’ADN cellulaire. Leur action est virostatique et non virucide. Cette inhibition incompléte, associée 4
un renouvetlement incessant, rapide et important des virus, représente done les conditions idéales de sélection de
mutants résistants sous 'effet de la pression de sélection médicamenteuse, aussi bien in vitro en culture
cellulaire, qu’inn vivo chez les sujets traités (17).

L émergence de souches résistantes est constante en présence de toutes les molécules antirétrovirales actuelles.
Ces phénomenes de résistance sont le fait d'une ou plusieurs mutations au niveau de différents codons du génome
viral ; ils se traduisent par une augmentation des valeurs de CI 50. Plusieurs mutations sont généralement
nécessaires a l'acquisition d’une résistance, et chaque molécule antirétrovirale est caractérisée par une série de
mutations potentielles. L’existence de points de mutation communs entre différents composeés est a Uorigine de
résistances croisées (17, 28, 61, [85) qui seront d’autant plus marquées que ces mutations seront fortement
associées a la résistance. Ainsi, par exemple, les souches virales ayant muié au niveau des codons 74 et 184 du
sene pol sous la pression de la ddI présentent une résistance croisée avec la ddC. Les mutations des codons 103,
181 et 188 conférent, quant & eux, une résistance croisée a tous les NNRTs. Une résistance croisée totale est
observée entre 'indinavir et le ritonavir. Les modalités d’apparition des résistances peuvent également varier
selon les composés (28). En ce qui concerne tes analogues de nucléosides, elles apparaissent de fagon progressive,
et {es mutations responsables de résistance de haut niveau avec "AZT par exempie, (codons 67 et 219 de la
transcriptase inverse) sont rarement rencontrées dans les deux premiéres années de traitement. Au coniraire, avec
les NNRTIs, 'émergence de mutants résistants est trés rapide (2 4 4 semaines) et atteint d’emblée des niveaux
trés élevés, avec des CI 50 multipliées par 100 voire 1000, ce qui est trés rare avec les analogues nucléosidiques,
excepté le 3TC. Quant aux [P, Maugmentation de CI 50 n’apparait que lorsque trois mutations au moins sont

preésentes, puis est ensuite proportionngée au nombre et a 'importance des mutations.
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L apparition de mutants résistants est d’autant plus rapide que la réplication virale reste élevée sous traitement. Le
meilleur moyen de prévention consiste donc a verrouitler le plus complétement possible ta multiplication virale.
D’ou Timérét de certaines associations d’antirétroviraux. Des combinaisons judicieuses vont également
permettre :

-~ de prévenir certaines résistances : citons par exemple le cas des associations AZT/ddl et AZT/ddC ;
I"émergence de la mutation en 215 du géne pol induite par la zidovudine préviendrait dans une certaine mesure la
sélection des mutations de résistance en 74 et 184 pour la ddl et de la ddC (61),

- de modifier les profils de résistance : Iassociation AZT/NNRTIs permet d’éviter la résistance de haut
grade liée 4 [a mutation 181, au profit d’une résistance de bas grade {iée a toute une série d’autres mutations (61),

- de resensibiliser des souches résistantes : ce phénoméne a été décrit pour des souches, porteuses de la
mutation 215 de résistance a4 UAZT, qui se comportent comme des scuches sensibles par addition d’autres
mutations. Il a ét€ observé in vitre en ajoutant les mutations 181 (NNRTIs), 74 (ddl, ddC), ou encore 184 {ddI,
ddC, 3TC), mais egalement /n vivo au cours de 'association thérapeutique AZT/3TC (17, 60, 61).

Les phénomenes de résistance doivent donc étre pris en compte dans les siratégies thérapeutiques de fagon a
favoriser le développement de nouveaux antirétroviraux plus efficaces i fong terme, et 4 permettre une utilisation

optimale des composés disponibles 4 ce jour et de leur combinaisons.

¥ Des associations d’antirétroviraunx ont été envisagées pour tenter d’atténuer les limites des
traitements actuels ; teurs objectifs sont multiples :
<> majorer 'effet antirétroviral,
= alléger les effets toxiques,
&> limiter les phénoménes de résistance,
<> élargir ['étendue des cellules et tissus infectés soumis & Uactivité antivirale,
Le choix d’une association doit tenir compte d’un certain nombre de paramétres, les combinaisons les plus
intéressantes répondamt 4 un maximum des critéres suivants
< avoir une activité synergique ou additive : c’est le cas de nombreuses associations i vifro, que ce soit au
sein d’une méme classe d’antirétroviraux, ou avec des agents agissant a des niveaux différents,

= associer des composés présentant des profils de toxicité et de résistance différents,
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2 agir sur des cellules et tissus variés, en associant, par exemple, des agents actifs sur des cellules
quiescentes (3TC, ddl ou ddC) & des composés agissant dans des cellules activées (AZT ou d4T),

2 agir 4 différentes étapes du cycle de réplieation, avec des associations dites divergentes,

= éviter les interactions médicamenteuses éventuelles : certaines peuvent cependant étre mises 4 profit lors
d’une thérapeutique combinatoire. C’est le cas notamment de I’association ritonavir/saquinavir ; le ritonavir,
puissant inhibiteur du cytochrome P-450, augmente en effet la concentration plasmatique de saquinavir d'un
facteur 30 a 40,

o présenter une facilité d’administration.

Deux modalités de combinaisons sont possibles (60, 61} :

w d’une part, les combinaisons alternées qui permettent de minimiser la toxicité mais ne potentialisent pas
Ieffet antiviral, Cette voie, bien que peu explorée, ne semble pas une voie d’avenir, car elie ne satisfait pas a
suffisamment de critéres évoqués précédemment, en particulier en n’augmentant pas une efficacité qui n’est déja
qu’incompléte. De plus, le risque d'apparition de mutations de résistance est élevé, méme si des essais réalisés
avec "association AZT/ddC semblent montrer une conservation de la sensibilité des virus.

= d’autre part, les combinaisons simultanées qui constituent une voie assurément plus intéressante et beancoup
plus étudiée. De nombreuses associations bithérapiques ont été testées in vifro et ont montré un bénéfice par
rapport a un traitement unique. Des essais in vivo ont confirmé la supériorité de certaines de ces associations tant
sur le plan biclogique que clinique. Par exemple, les essais Delta, ACTG 175 et CAESAR ont montré fa
supériorité des traitements AZT/dd], AZT/ddC et AZT/3TC par rapport au traitement par AZT seul.

Les trithérapies sont encore plus attrayantes in vitro, et les résultats préliminaires d’essais in vivo réalisés chez
I"homme semblent montrer une supériorité sur les bithérapies, avec parfois des résultats spectaculaires. L’essai
ACTG 214 a par exemple permis de mettre en évidence la supériorité de la combinaison AZT/ddi/névirapine sur
celle AZT/ddI sur fes pians cliniques et biologiques ; 'essai ACTG 229 a révéle un bénéfice biologique supérieur

avec Passociation AZT/ddC/saquinavir qu’avec AZT/ddC ou AZT/saquinavir (150).

Si Ton fait un rappel sur Uhistorique du traitement antituberculeux, il est certain que seule une triple
association a permis de vaincre cette maladie. Les associations d’antirétroviraux sont devenues une régle dans les

nouvelles stratégies thérapeutiques et constituent une avancée importante, notamment grice & I'arrivée des
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inhibiteurs de la protéase qui ont permis d’augmenter les possibilités d’associations. 1] ne faut cependant pas
oublier que les molécules actuellement disponibles en pratique clinique sont peu nombreuses, limitant non
seulemnent le nombre des associations potentielles, mais surtout les possibilités de substitution chez des patients
intolérants ou non répondeurs & certaines combinaisons. De plus, I'activité antivirale n’a été évaluée que sur de
courtes périodes pour la plupart des polythérapies. Beaucoup de questions se posent encore sur 'efficacité a long

terme de tels fraitements, leurs indications et la surveillance de leur activité.

+r La thérapeutique antirétrovirale, bien qu’ayant bénéficié de nombreux progres récents avec la mise a
disposition de molécules d’une nouvelle classe (les IP) et larrivée de nouveaux concepts thérapeutiques et
pathogéniques {supériorité des associations, meitleure connaissance de la dynamique de la réplication virale et des
phénomeénes de résistance, notion de charge virale plasmatique indétectable, etc...), se heurte a la complexite de la
situation actuelle et a la fragilité des repéres, laissant un certain flou devant lequet se retrouvent les praticiens.

En pratique, les questions sans réponse restent nombreuses. Personne ne peut prétendre actuellement
savoir comment utiliser de fagon optimale 1a petite dizaine d’antirétroviraux disponibles (quelles combinaisons
utiliser, dans quel ordre, quels critéres de décision utiliser pour Uinitiation ou le changement d’un traitement, quels
objectifs se fixer, quelle conduite adopter en cas d’échec ou d'intolérance ?, etc...).

La mise & disposition d’un nombre croissant de médicaments et d’associations rend de plus en plus
déiicate leur évaluation au cours d’essais cliniques & tong terme.

L appréciation des bénéfices se base de plus en plus sur des mesures de la charge virale. Mais les seuils
de détection varient selon les tests, et surtout, quelle est la signification d’une charge virale devenue indétectable
dans le plasma, méme si elle est maintenue longtemps, sur I’évolution a long terme de I'infection, compte tenu de
I"ensemble des compartiments infectés ?

Les différents traitements ne montrent pas la méme efficacité chez tous les patients. Jusqu’a présent, les
patients « naifs » ont mieux répondu aux thérapeutiques que ies patients prétraités, ce qui souligne Pextréme
importance du premiet traitement. Il semble également que les sujets qui ont une infection récente et une charge
virale basse soient ceux qui bénéficient te plus des thérapeutiques.

Il n’est donc possible, compte tenu de I'évolutivité des connaissances et des variations individuelies
{hétérogénéité des patients et des souches virales), que de proposer des ¢bauches de recommandations basées sur

des éiéments-clés, afin d’optimiser une gestion de la thérapeutique qui pourrait devenir un traitement a la carte,
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individualisé en fonction du profil virologique, clinique et immunologique de chaque patient. L"objectif primordial
actuellement constste a réduire et & maintenir la charge virale & un niveau le plus bas possible, meilleur garant de la
non-sélection de souches résistantes, méme si le niveau précis de la charge virale a atteindre n’est pas clairement
identifié. L’intérdt d’un traitement précoce, quand la population virale est la plus homogene, et agissant en

synergie avec le systéme immunitaire, est également souligné.

vv La recherche de nouveaux antirétroviraux plus puissants, moins toxiques, d’administration facile,
susceptibles d’intervenir 4 des niveaux variés du cycle de réplication viral, et pourquoi pas actifs sur les virus 4
I"état latent, reste donc une priorité si 'on veut parvenir & contrdler P'infection par le VIH, voire a obtenir une

eradication du virus.
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nucléotide 4 adénine

aids clinical trial groups

acide désoxyribonucléique
o-aminophénylacétamide
autorisation de mise sur le marché
nucléoside acyclique phosphoné
acide ribonucléique

acide ribonucléique messager
acide ribonucléique de transfert
aids related virus

avian sarcoma-leukosis virus
acide aurinetricarboxylique
adénosine triphosphate
autorisation temporaire d’utilisation
3'-azido-2",3 -didésoxythymidine =
zidovudine
bis(hétéroaryl)pipérazine

bovine immunodeficiency virus
bovine leukemia virus

nucléotide & cytosine

protéine de capside

caprine arthritis-encephalitis virus
concentration cytotoxique a 50%
concentration cytotoxique a 90%
center for disease control

cluster of differentiation 4

cluster of differentiation 8
concentration inhibitrice 4 50%
congentration inhibitrice & 90%
centimetre carré

cytomégalovirus

collaborateur

code de la santé publique

charge virale

cyclophifine A
didésoxyadénosine

désoxyadénosine triphosphate

ddC......... 2',3’-didésoxycytidine

ddar........ 2°,3’-didésoxyinosine

ddN........... didésoxynucléoside

DICT 50... dose infectante a 50% en culture tissulaire

DMSO...... diméthylsulfoxyde

ANTPR. ... désoxynucléoside triphosphate
DO........... densité optique

DP........ diphosphate

d4T.......... 2’,3’-didésoxydehydrothymidine
EBV. ... Epstein-Barr virus

ECP.......... effet cytopathogéne

EDTA....... ethylenediaminetetraacetic acid
EIAV...... equine infectious anemia virus
ELISA. ... enzyme-tinked-immuno-sorbent-assay
ENV............ enveloppe

Fel. V... feline leukemia virus

FIvV....... feline immunodeficiency virus
B gramme

G, nucléotide a guanine

gag group associated antigen
P glycoprotéine

HEPT....... hydroxyéthoxyméthylphénylihiothymine
HIV........ human immunodeficiency virus
HSV......... herpes simplex virus

HTLV....... human T-cell leukemia virus
DG...... immunodiffusion sur gélose
IFN....... interféron

lgGo immunogliobuline G

|| SR interieukine

IN intégrase

P inhibiteur de protéase
IS indice de sélectivité

kDa......... kilodalton

| SO litre

LAV...... lymphadenopathy associated virus
LTR......... long terminal repeat

MA........ protéine de matrice
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M. .o milligramme PR protéase

Mg .. ... magneésium Pr1608™  polyprotéine précurseur issue des génes gag

MGG........ May-Grimwald/Giemsa et pol

MIP-1c..... macrophage inflammatory protein lo Pr3s®e . polyprotéine précurseur issue du gene gag

MIP-1f3..... macrophage inflammatory protein 10 PSS........... polystyrénesulfonate

mm’.. millimétre cube PVAS...... polyvinylalcoholsulfate

Ml millilitre Rantes....... regulation-upon-activation, normal T

MLV........ murine leukemia virus expressed and secreted

mM..... millimolaire TeV........... regulator of expression of virion proteins

Mn...... manganése RR........... ribonucléotide réductase

MP.... monophosphate RRE......... Rev-responsive element

MSV. ... murine sarcoma virus rsCD4.... CD4 soluble recombinant

MTT......... bromure de 3-(4,5-diméthylthiazole-2-yl) RT......... transcriptase inverse
-2,5-diphényltétrazolium SDF1...... stroma cell-derived factor |

WMo microliire St syncytium inducing

WITL s micromeétre SIDA........ syndrome d’immunodéficience acquise

ubM.o micromoiaire SIV..... sirman immunedeficiency virus

N normale SU. glycoprotéine de surface

NC.......... protéine de nucléocapside SVE........ sérum de veau foetal

NCAs........ albumines chargées négativement T nucléotide a thymine

nef........ negative regulator factor tat......... trans activator of transcription

NLS.......... nuclear localization sequence TAR......... Tat-responsive element

1171 TP nanometre 3TC.... 2',3’-didésoxythiacytidine

NNRTIs.... inhibiteurs non nucléosidigues de la TCID 50...  50% tissue culture infectious dose
transcriptase inverse TIBO........ tétrahydroimidazobenzodiazépinone

NOBA. ... 3-nitrosobenzamide T™.......... glycoprotéine transmembranaire

NSL........ non syncytium inducing TNE......... tumor necrosis factor

| IO protéine TP, triphosphate

PAPS........ polyacétalpolysulfate TSAO....... tert-butyldiméthylsilylspiroaminooxathiole-

PAS......... polyanetholesulfonate dioxyde

PAVAS. .. polyacrylicvinylalcoholsuifate UV ultra-violet

PBS........ primer binding site vif viral infectivity factor

PC.... plexus choroide VIH........ virus de Pimmuneodéficience humaine

PCP......... pheumocystose a Preumocystis carinii VDL viral protein R

pdb..... paire de bases VP o viral protein U

PM............ potds motéculaire 1412 U viral protein X

PMEA ... 9-(2-phosphonométhoxyéthyl)adénine VZV....... virus du zona et de la variceile

pol........... polymérase

pom........... pivaloyloxyméthyl
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RESUME :

i.a recherche dans le domaine de la rétrovirologie a pris un essor considérable avec I’apparition
chez "’homme du syndrome d’immunodéficience acquise, dont I’agent causal est un rétrovirus de la sous-
famille des lentivirus : le VIH.

La réplication des rétrovirus au sein des cellules de I'organisme hote est complexe et se
decompose en nombreuses étapes que nous avons étudiées en tant que cibles potentielles d’action pour des
drogues a visée antirétrovirale. La recherche active d’une thérapeutique efficace susceptible d’intervenir
sur 'une de ces étapes génére une quantité considérable de molécules dont il faut évaluer I'activité. La
grande majorité d’entre elles s’avére dénourvue d’efficacité et souligne U'intérét d’une présélection des
composés susceptibles de présenter un activité anti-VIH .

Le lentivirus ovin VISNA-MAEDI, non pathogéne pour I’homme, présente de nombreuses
caractéristiques communes avec le VIH, avec en particulier des sensibilités a I’inhibition comparables in
vitro. 1l nous a servi de modéle expérimental pour I’évaluation in vifro de I'activité antivirale de cing

molécules originales selon une méthode colorimétrique simple et rapide utlisant un sel de tétrazolium

(MTT).
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