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Introduction

Cette premiere partie est composée d'un rappel bibliographique des
principales caractéristiques des lentivirus humains, de leurs propriétés

génétiques et biologiques, et de I'épidémiologie de I'infection dans le monde.

I Le Virus de I'lmmunodéficience Humaine

1.1 Généralités

1.1.1 Historique du VIH

Deux années apres la description des premiers cas du syndrome de
I'immunodéficience acquise (SIDA) en 1981, Barré-Sinoussi et collaborateurs
isolaient un rétrovirus a partir d'un prélévement ganglionnaire effectué chez
un patient présentant une lymphadénopathie persistante. Ce virus fut appelé
LAV pour "Lymphadenopathy Associated Virus" (Barré-Sinoussi et coll., 1983).
Durant cette méme période, d'autres équipes isolaient, & partir de lymphocytes
de patients présentant un SIDA ou des pathologies associées (ARC pour "AIDS
Related Complex"), d'autres rétrovirus qui furent appelés HTLV III pour
"Human T-Lymphotropic Virus Type II" (Gallo et coll., 1984) et
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ARV pour "AIDS Related Virus" (Levy et coll.,, 1984). Ces différents virus
présentaient "in vitro" des propriétés identiques, telles qu'un tropisme exclusif
pour les cellules CD4+ (Klatzman et coll.,, 1984) et la capacité a détruire ces
cellules. Ces éléments permettaient d'interpréter un phénomene clef de la
physiopathologie du SIDA: une déplétion progressive des lymphocytes T CD4*
périphériques chez les patients.

L'analyse génétique de ces différents isolats a permis de montrer qu'il
s'agissait de trois variants d'un méme virus (Alizon et coll., 1984; Luciw et
coll., 1984; Muesing et coll., 1985; Wain Hobson et coll., 1985). L'appellation
VIH pour "Virus de I'ITmmunodéficience Humaine" ft adoptée pour classifier

ces trois isolats viraux (Coffin et coll., 1986).

La mise en évidence de sérologies atypiques chez des habitants de Guinée
Bissau et d'autres pays d'Afrique de 1'Ouest fit soupgonner l'existence d'un
second virus du SIDA. Dans un premier temps, furent rapportés des cas de
personnes asymptomatiques présentant des anticorps dirigés contre la protéine
de capside mais sans anticorps détectable contre les protéines d'enveloppe des
virus VIH (Barin et coll., 1985). En 1986, Clavel et collaborateurs isolérent a
partir de patients au stade SIDA un rétrovirus morphologiquement semblable
au VIH, et partageant le méme tropisme pour les cellules CD4+ (Clavel et coll,,
1986). Ce nouveau virus, représentant un sérotype distinct, fit nommé VIH-2,
et le prototype du SIDA fGt rebaptisé VIH-1. L'analyse génétique montra que ce
virus possédait une organisation génétique similaire a celle du VIH-1, avec
toutefois une forte divergence, d'environ 50%, dans les séquences
nucléotidiques. La séquence génomique du VIH-2 est homologue a 80 % au

virus simien du macaque, SIVmac (Clavel et coll.,1986).
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I.1.2 Classification des rétrovirus

Au sein de la famille des virus 2 ARN, les rétrovirus sont le groupe le plus
diversifié au regard de l'organisation et de la plasticité de leur génome. Ils
possédent la capacité de convertir ' ARN génomique viral en un ADN double
brin qui peut s'intégrer au génome de la cellule héte (Baltimore, 1970). Cette
conversion de 'ARN en ADN nécessite la présence de la transcriptase inverse
avec ses deux activités enzymatiques : activitt ADN polymérase ARN
dépendante et activité ribonucléase H (dégradation de I'ARN du duplex ARN-
ADN) (pour revue, Teich, 1985). Les rétrovirus peuvent étre classifiés selon
leur origine; on distingue les rétrovirus endogenes et exogénes.

Les rétrovirus endogénes sont transmis par les lignées germinales. Leurs
caractéristiques ne sont que la conséquence de leur existence dans les lignées
germinales : ces virus ne s'expriment pas, sont défectifs pour la production de
particules infectieuses, et sont donc non pathogeénes. Leur non-infectiosité est
due a des mutations ponctuelles ou a des délétions d'une partie de leur
génome. IIs proviennent probablement de rétrovirus exogénes ayant infectés

des lignées germinales (Todaro, 1975; Coffin, 1984).

Selon la structure de la particule virale, les altérations cellulaires induites
"in vitro" et la pathologie induite "in vivo", les rétrovirus exogénes sont

subdivisés en trois sous-familles (Teich, 1985) :

- Les Spumavirus : ils ne sont actuellement associés a aucune pathologie

humaine ou animale. Ils induisent des vacuolisations des cellules "in vitro".

- Les Oncovirus, sont caractérisés par leur pouvoir oncogéne avec
transformation des cellules infectées. Ils induisent des tumeurs soit en
exprimant les oncogenes qu'ils portent, soit en activant des proto-oncogeénes,

soit en transactivant des génes cellulaires. Ils sont responsables de leucémies,
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de lymphomes et de sarcomes. L'HTLV I (pour Human T-cell Leukemia virus

type I) est le premier oncovirus humain mis en évidence (Poiesz et coll., 1980).

- Les Lentivirus : ils induisent des pathologies non néoplasiques

inflammatoires a évolution lente, et sont généralement cytopathogénes "in
vitro" (pour revue, Narayan et Clements, 1989). La caractéristique majeure des
lentivirus est d'établir une infection persistante dans l'organisme malgré la
réponse du systdme immunitaire et de parvenir a dérégler progressivement le
fonctionnement de celui-ci. Les virus de l'immunodéficience humaine
appartiennent a cette famille.

Une nouvelle classification de ces virus exogénes a été récemment établie
(Coffin, 1992), sur la base de leurs caractéristiques moléculaires et est présentée

dans le Tableau 1.
1.2 Structure de la particule virale du VIH

La microscopie électronique du virus révele une forme sphérique de 100 a
140 nm de diametre (Figure 1). Le VIH posséde une capside protéique et une
enveloppe externe partiellement dérivée de la membrane cellulaire contenant
les glycoprotéines gp120 et gp41.

Son génome se compose de deux brins d'ARN identiques associés aux trois
enzymes virales: l'intégrase, la protéase et la transcriptase inverse. Ces trois
enzymes conférent au virus la particularité de se répliquer dans la cellule héte
via un intermédiaire & ADN bicaténaire. La forme ADN du génome viral
s'intégre dans le chromosome de la cellule infectée sous forme de provirus, qui

sera transcrit et répliqué au méme titre qu'un géne cellulaire.
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Sous famille Genre Exemples

Ancienne taxonomie Nouvelle taxonomie

Oncovirinae oncovirus de type C  virus de type MLV MLV, FelLV,
(MLV, FeLV, HTLV..) GALV...
oncovirus de typeB  virus de type B MMTV
oncovirus de type D  virus de type D MPMV, SMRV

virus de type ALV ALV, RSV

HTLV-BLV HTLV I et I, BLV
Lentivirinae lentivirus lentivirus ovin et Visna, CAEV

caprins

lentivirus équins EIAV

lentivirus de primates Hy, SIV

lentivirus félins FI1V
lentivirus bovins BIV
Spumavirinae spumavirus spumavirus HSRV, SFV

Tableau 1 : Ancienne et nouvelle classification des rétrovirus exogénes

(d'apres Coffin, 1992).
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Transcriptase Intégrase (' Protéase ) @ \
inverse

VIH-2

@9 Membrane @cléoccpside)

lipidique
\\§ J

Figure 1 : Représentation schématique de la structure de la particule virale du

VIH-1 et du VIH-2

1.2.1 Organisation génétique du virus VIH-1

Comme tous les rétrovirus, le VIH-1 possede trois genes codant pour des
protéines de structure ( gag, pol et env), encadrés par deux longues séquences
répétées (LTR pour "Long Terminal Repeat”) nécessaires a l'expression des
geénes viraux. De plus, le VIH posseéde six autres phases ouvertes de lecture
(ORF pour "Open Reading Frame") codant pour des protéines de régulation

(vpr, vif, vpu, tat, rev, nef) (Figure 2).
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/'“\

I/\
—

l-@ LTR

Vpr vpu

Figure 2 : Représentation schématique du génome du VIH-1.
1.2.1.1 Les geénes de structure

Le géne gag pour "Group Antigen" code pour un ARN messager qui est
traduit sous la forme d'un précurseur de 55Kd. Ce précurseur sera
ultérieurement clivé par la protéase virale pour engendrer les protéines
matures: protéine de la matrice (MA p17), de la capside (CA p24), et de la
nucléocapside (NC p15) (Gelderblom ef col., 1991). (Figure 3)

Précurseur gag pS55
MA pl17 CA p24 NCpl5
p7 p6

Figure 3 : Protéines résultant de la maturation post traductionnelle du

précurseur gag p55.
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- La protéine p17 est localisée sur la face interne de I'enveloppe virale grace
a une glycine myristilée (Figure 1). Cette myristilation est primordiale dans le
bourgeonnement de la particule virale (Géttlinger et coll., 1989).

- La protéine p24 constitue le "core” cylindrique de la capside virale.

- La protéine p15 est une protéine basique possédant deux motifs "Cys-X2-
Cys-X4-His-X4-Cys" appelés "doigt de zinc". Ce motif confére a la protéine les
capacités d'interagir avec les acides nucléiques (Morellet et coll., 1992). La p15

sera maturée par la protéase virale en p7 et pé.

Le géne env code pour les protéines de l'enveloppe virale, produites sous
forme d'un précurseur de 160Kd. La maturation post-traductionnelle de ce
précurseur comporte de nombreuses étapes ( pour revue, McKeating et coll,,

1989). Ces étapes donnent naissance a deux glycoprotéines, la gp120 et la gp41

(Figure 4) :
[ Précurseur env gp 160 |
NH2 gp 120 COOH NH2 gr4l  coom
1 % F H I N 02 0
V1 3 V4 V5 ™
C1 Q C3 C4 C5

Figure 4 : Représentation schématique des glycoprotéines d'enveloppe gp120
(les régions variables (V) et constantes (C) sont indiquées) et gp41 du VIH-1.

- La glycoprotéine gp120 est une protéine extra-membranaire de 480 aa.
fortement glycosylée. La comparaison des séquences protéiques de la gp120 de
différents isolats de VIH-1 et de VIH-2 a montré une alternance de régions

conservées, variables et hypervariables (Figure 4).
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- La glycoprotéine trans-membranaire gp41 est une protéine de 330 aa,
subdivisée en trois domaines fonctionnels (Figure 4) : la région trans-
membranaire est constituée par le domaine d'ancrage a la bicouche lipidique et
le domaine cytoplasmique C-terminal. La région externe est constituée du
domaine fusogéne (PF pour "Peptide Fusion") en N-terminal et le domaine

d'interaction avec la gp120 (LZ pour "Leucine Zipper") (Levy, 1993).

Le géne pol code pour trois enzymes virales impliquées dans plusieurs
étapes du cycle viral : la protéase (PR p12), la transcriptase inverse(RT p66) et
l'intégrase (IN p32) (Figure 5):

Précurseur gag-pol

/

| Précurseur gag pS5

|  Précurseur pol

/¢\

PR p12 | RT pé66 | IN p32

Figure S: Protéines résultant de 1a maturation post traductionelle du précurseur pol

- La protéase permet la maturation des protéines codées par les génes gag et
pol.

- La transcriptase inverse est une ADN polymérase ARN/ADN
dépendante, associée a une activité RNAse H (Baber et coll., 1990).

- L'intégrase permet l'intégration de I'ADN viral dans le génome de la
cellule hote (Martin, 1993).
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1.2.1.2 Région promotrice

Les LTR (pour "Long Terminal Repeat”) sont formés au moment de la
rétrotranscription de I'ARN viral (Figure 8). Le LTR situé en 5' du génome
contient les éléments nécessaires pour l'initiation et la régulation de
I'expression des genes viraux. Le LTR situé en 3' contient les éléments de
terminaison et de polyadénylation pour les ARN messagers (pour revue,

Garcia et Gaynor, 1994)

1.2,.1.3 Génes accessoires

Les genes accessoires impliqués dans la régulation sont trés importants
dans le déroulement du cycle de réplication du VIH ainsi que dans la

physiopathologie de l'infection.

- Le géne vif (pour "Virion Infectivity Factor") code pour une protéine de
23kD essentielle au pouvoir infectieux des particules virales (Fischer et coll.,
1987; Strebel et coll., 1987). Cette protéine est présente dans le cytoplasme soit
sous forme soluble dans le cytosol (Lee et coll., 1986) soit associée a la face
interne de la membrane cytoplasmique (Gonclaves et coll., 1994). La protéine
Vif est responsable de l'incorporation des glycoprotéines d'enveloppe dans la
particule virale (Guy et coll.,, 1991). Son importance pour la production de
particules virales infectieuses dépend du type de cellules infectées, suggérant
qu'elle remplacerait certains facteurs d'origine cellulaire pour l'assemblage des
différentes protéines présentes dans les virions (Gabuzda et coll., 1992; Blanc et
coll., 1993; Sakai et coll., 1993). Von Schwedler et collaborateurs ont montré que
la protéine Vif était nécessaire pour la synthése d'ADN proviral (Von
Schwedler et coll., 1993). Cette protéine intervient également dans une étape

précédant l'intégration (Raghavendar et coll., 1995).
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- Le géne vpu code pour une phosphoprotéine associée a la membrane
cellulaire (Cohen et coll., 1988; Strebel et coll., 1989; Schubert et coll., 1992). La
protéine Vpu intervient dans le bourgeonnement et la libération des virions
(Terwilliger et coll., 1989; Klimket et coll., 1990). Elle induit aussi la dégradation
de la molécule CD4 en interagissant avec la partie cytoplasmique de cette
protéine cellulaire (Chen et coll.,, 1993; Vincent et coll., 1993; Willey et
coll.,1994; Bour et coll;, 1995). Cette dégradation de la molécule CD4 permet la
libération de la gp160 et sa maturation (Willey et coll., 1992a; Willey et coll,,
1992b).

- Le géne vpr code pour une protéine retrouvée dans les virions, dans des
quantités équivalentes aux protéines Gag (Cohen et coll., 1990), propriété
inhabituelle pour une protéine de régulation. L'étude des virus mutants ou
défectifs pour vpr montre une cinétique de réplication plus lente dans les
lymphocytes (Ogawa et coll., 1989) et une réplication faible dans les monocytes
(Hattori et coll., 1990). Les roles de cette protéine ne sont pas clairement établis :
on la retrouve associée a la protéine p6 de gag (Kondo et coll.,1995), au
complexe de préintégration (Zhao et coll., 1994) et elle pourrait jouer un role
dans la transcription des génes du VIH (Cohen et coll., 1990). Elle pourrait
également intervenir dans la régulation de la prolifération et la différenciation
cellulaire, rendant les cellules plus permissives a la réplication du virus (Levy
et coll., 1993). La présence de protéine Vpr dans le sérum des patients infectés
par le VIH (Levy et coll., 1994), ainsi que la propriété de réactiver la production
de virus pour les lignées cellulaires infectées de fagon latente (Levy et
coll.,1995), indiquent que cette protéine jouerait un réle important dans

I'évolution de l'infection.

- Le géne tat code pour une protéine de 15 kD essentielle a I'expression des

genes viraux (Sodroski et coll.,, 1985). La protéine Tat régule de fagon positive le
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taux des ARNm et le niveau de production du virus. De plus Tat pourrait
avoir un rdle direct dans le pouvoir pathogéne du VIH. Elle peut modifier la
transcription de certains génes cellulaires entrainant la tumorisation des
cellules ou la modification de la réponse aux stimulis cellulaires
(Subramanyam et coll., 1993). Enfin, la protéine Tat extracellulaire est capable
d'induire l'apoptose des lymphocytes CD4* non infectés. Cette propriété
pourrait étre directement liée au développement de I'immunodéficience lors
de l'infection par le VIH (Li et coll., 1995). Récemment, Nath et collaborateurs
(1996) ont identifié un épitope de la protéine Tat responsable du mécanisme
induisant une neurotoxicité. L'expression des ARNm de Tat dans les ganglions
lymphatiques et les PBLs des patients infectés suggeére un réle potentiel de Tat
dans la suppression immune "in vivo" et spécialement durant la phase aigué

de la maladie.

- Le géne rev code pour une protéine de 20 kD indispensable a I'expression
des génes codant pour les protéines de structure du VIH (Gag, Pol, et Env)
(Sodrosky et coll., 1986). La protéine Rev agit en effectuant le transport des
ARN non-épissés ou mono-épissés du noyau vers le cytoplasme, permettant
ainsi leur traduction (Emerman et coll., 1989; Malin et coll.,, 1990; Felberg et
coll., 1989). Elle pourrait également contribuer au tropisme cellulaire du VIH-1

(pour revue, Dayton et coll., 1993).

- Le geéne nef (pour "negative factor") code pour une protéine de 27 kD . La
protéine a été initialement décrite comme un géne de latence, régulant
négativement la réplication virale par répression transcriptionnelle au niveau
du LTR (Ahmad et Vankatesan, 1988; Cheng-Mayer et coll., 1989; Niederman et
coll., 1989) mais ces résultats ont été controversés (Hammes et coll., 1989; Kim
et coll., 1989). Des études ont montré un effet positif de nef sur la transcription

des génes viraux (De Ronde et coll., 1992; Zazopoulos et coll., 1993; Miller et
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coll., 1994). Récemment, d'autres résultats ont confirmé un réle important de
Nef dans la pathogénicité et l'infectivité du VIH-1 (Jamieson et coll., 1994;
Chowers et coll,, 1994). Un autre réle controversé de la protéine Nef est son
activité GTPase (Guy et coll.,, 1987), qui a été infirmé par d'autres études
(Kaminchick et coll., 1990; Mastsura et coll., 1991; Nebreda et coll., 1991). Enfin,
la régulation négative de l'expression du récepteur CD4 "in vivo" et "in vitro"
est un des roles reconnu de Nef (Garcia et Miller, 1991; Mariani et Skowronski,

1993; Skowronski et coll., 1993).

1.2.2 Organisation génétique du virus VIH-2

Le VIH-2 posséde une organisation génétique similaire au VIH-1, a la
différence prés que le géne vpu est absent et que I'on retrouve un autre geéne,
vpx (Figure 6). La structure de la particule virale ainsi que les masses
moléculaires apparentes des différentes protéines de l'enveloppe sont

indiquées sur la figure 1.

7 [T
—] pol 7
LTR ——— 1 ] env LTR
VPr vpx

Figure 6: Représentation schématique du génome du VIH-2.

1.3 Cycle de réplication du VIH

Les différentes étapes sont schématisées dans la figure 7.
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1.3.1 L'adsorption et la fusion

La premitre étape du cycle de réplication est I'adsorption du virus sur la
cellule cible. Cette étape est initiée par l'interaction entre la glycoprotéine
d'enveloppe gp120 et la molécule CD4 présente a la surface des cellules cibles.
L'identification de ce récepteur a été rendue possible par la mise en évidence
du tropisme du virus pour les lymphocytes CD4* (Klatzman et coll., 1984), par
I'inhibition de l'infectivité du VIH a l'aide d'anticorps dirigés contre le
récepteur CD4 (Dalgleish et coll., 1984). Le contact direct entre ces deux
protéines fut démontré par des expériences de coprécipitation des deux
molécules a partir de lysat de cellules infectées (McDougal et coll.,1986). Enfin,
Maddon et collaborateurs montrerent en 1986 que l'expression du récepteur
CD4 par des cellules initialement CD4 - rendait ces cellules permissives a

I'infection.

L'interaction avec la gp120 fait intervenir les acides aminés 43 a 59 du
domaine CDR2 de la région V1 de la molécule CD4 (Clayton et coll., 1988;
Arthos et coll., 1989; Clayton et coll., 1989). Lifson et collaborateurs ont
également montré le réle du domaine CDR3 (acides aminés 80 a 100) de la
région V1 dans cette interaction; la fonction de ce domaine reste a clarifier, les
résultats n'ayant pas été confirmés par d'autres études (Brosky et coll.,, 1990;
Broder et coll., 1993).

Le domaine d'interaction avec le CD4 est localisé dans le domaine C3 de la
gp120 (acides aminés 413 a 456), et une délétion de 12 acides aminés dans cette
région abolit l'interaction avec le CD4 (Lasky et coll., 1987; Kowalski et coll.,
1987; Dowbenko et coll., 1988). D'autres résultats ont montré que des acides
aminés présents dans les régions C2 et C4 de la gpl20 sont également
importants, indiquant que l'interaction dépend de la structure tertiaire de la

gp120 (Willey et coll., 1989; Thali et coll., 1992).
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L'interaction entre la gp120 et le CD4 induit pour ces deux molécules des
changements conformationnels permettant l'exposition de nouveaux
domaines jusqu'alors masqués ainsi que la dissociation gp120/gp41 (Walker et
coll., 1992; Sattentau et coll., 1991). Une protéase agirait ensuite pour cliver la
gp120 au niveau de la région V3 (Hattori et coll., 1989; Werner et coll.,, 1993).
Les étapes ultérieures font intervenir le domaine fusogéne de la gp4l
(Gallaher, 1987; White, 1990), un récepteur cellulaire de la gp41 (Quershi et
coll.,1990) ainsi que d'autres domaines de la gp41 tels que le domaine intra
cytoplasmique (Derera et coll., 1992; Freed et coll., 1992). Ces étapes conduisent a
la fusion de la membrane virale avec la membrane plasmique, contrairement a
ce qui est observé pour d'autres rétrovirus oit des mécanismes d'endocytose du
récepteur interviennent (Stein et coll., 1987).

D'autres récepteurs du VIH ont été décrits :

- les galactosyl céramides pour les lignées cellulaires d'origine gliale et
neuroblastique (Homsy et coll., 1988) et la lignée épithéliale HT29 (Yahi et coll.,
1992).

- les récepteurs du complément et de la région Fc des immunoglobulines, avec
comme rodle, également, de faciliter l'infection de maniére anticorps
dépendante pour les cellules CD4+ (Homsy et coll.,, 1989; McKeating et coll.,
1990; Robinson et coll., 1990; Boyer et coll.,1991).

- les récepteurs CC CKR5 (pour " C-C chemokine receptor 5") cofacteurs pour

les isolats macrophageotropes (Alkhatib et coll., 1996)

1.3.2 La rétrotranscription

L'entrée dans le milieu cytoplasmique déclenche la décapsidation
permettant la libération des deux molécules d'ARN génomique. La
rétrotranscription est amorcée au niveau d'une séquence de 18 nucléotides de

I'extrémité 3' d'un ARNtLYS3, présente dans les virions matures (Kohlsteadt
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et coll., 1992; Jiang et coll., 1993), appariée & une séquence complémentaire PBS
pour "Primer binding site", située a I'extrémité 5' du génome viral (Ratner et
coll., 1985). Cette liaison fait intervenir les protéines de la nucléocapside (Barat
et coll.,1993). Plusieurs étapes se succédent, faisant intervenir les activités
reverse transcriptase et RNAse H de la transcriptase inverse ainsi que des
transferts de brins d'ADN, pour constituer une molécule d'ADN double brin
correspondant au génome viral entier (Luo et Taylor., 1990; Ramesy et
coll.,1993). Le transfert des brins négatifs et positifs est également effectué par la
transcriptase inverse et nécessite 'activité RN Ase H (Luo et coll., 1990; Peliska

et coll.,, 1992; Tanese et coll., 1991) (Figure 8).

La rétrotranscription peut débuter dans le virion libre, comme cela a été
montré par la présence d'ADN viral dans les virions de culture ou de plasma
(Borroto-Esoda et coll., 1991; Lori et coll.,, 1992; Trono, 1992). Cette
rétrotranscription peut avoir lieu dans les fluides biologiques et nécessite la
présence des déoxynucléosides triphosphates (Zhang et coll,, 1993). Ce
phénomeéne n'est pas encore bien compris, mais il pourrait jouer un réle

essentiel sur l'efficacité de la transmission du VIH (Zhang et coll., 1994).
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1.3.3 Intégration

Apres l'étape cytoplasmique de la rétrotranscription, le complexe
nucléoprotéique de pré-intégration formé migre dans le noyau (Burkrinsky et
coll., 1992). Cette migration se fait grace aux séquences de localisation nucléaire
de la protéine de la matrice p17, de la protéine virale Vpr (Heinzinger et
coll.,1994) et aux protéines cellulaires intervenant dans le transport nucléaire.
Au sein du complexe de pré-intégration, on retrouve l'intégrase. Elle clive
deux paires de bases aux extrémités 3' de I'ADN viral, mais aussi I'ADN
cellulaire en générant des extrémités 5' sortantes sur quatre paires de bases.
L'énergie fournie par ce clivage est réutilisée par l'intégrase pour créer les
nouvelles liaisons phosphodiesters entre les deux ADN. Les enzymes
cellulaires finissent ensuite les étapes de remplissage et de ligation (pour
revue, Goff,1992)

Scott et collaborateurs (1994) ont montré que le provirus se trouvait intégré
préférentiellement au voisinage de séquences transposables présentes dans le
génome humain telles que les séquences Alu ou L1; ces régions pourraient en

fait étre plus accessibles a l'intégrase.

1.3.4 Transcription

Le provirus intégré est exprimé de la méme fagon qu'un geéne cellulaire,
avec l'utilisation de la machinerie transcriptionnelle et traductionnelle de la
cellule hoéte.

Les génes codant pour les protéines virales sont actuellement divisés en deux
groupes selon leur expression au cours du temps. On les classe ainsi en geénes
précoces et tardifs:

- Les genes tardifs codent pour les protéines structurales Gag, Pol et Env.

- Les génes précoces codent pour les protéines régulatrices. Parmi ces génes on

retrouve le geéne tat qui code pour la protéine transactivatrice de la



-24- Introduction

- Les génes précoces codent pour les protéines régulatrices. Parmi ces génes on
retrouve le geéne tat qui code pour la protéine transactivatrice de la
transcription virale et le géne rev qui code pour la protéine permettant la
maturation et le transport des ARNm mono-épissés dans la cellule infectée.

Trois classes d'ARN apparaissent de fagon séquentielle au cours du temps
(Pomerantz et al, 1990) :

- Une classe d'ARN multi-épissés de 2 Kb qui codent pour les protéines Tat,
Rev et Nef (Kim et coll.,1989). Cette classe d'ARN est la premiére a apparaitre
au cours du processus de production virale par la cellule infectée, dans la phase
dite précoce.

- Une classe d'ARNm mono-épissés de 4,3 Kb qui codent pour les protéines
Env et Vpu, Vif et Vpr.

- Une classe d'ARN de 9,4 Kb qui s'orientent vers deux voies possibles,
I'une vers l'encapsidation de I'ARN viral et l'autre vers la traduction, codant
alors pour les protéines structurales Gag et Pol. Ces ARN apparaissent en

dernier, dans la phase tardive du cycle de réplication.

L'apparition de ces trois classes d'ARN au cours du temps implique un
épissage trés complexe, qui est régulé de fagon équilibrée par les protéines
virales et cellulaires. De plus, 1'épissage n'est pas le méme aux différents stades
de la maladie. En effet, il est montré que l'expression des geénes tardifs est
beaucoup plus importante lors de la phase SIDA que pendant la phase
asymptomatique, et inversement pour l'expression des génes précoces

(Michael et al, 1992).
1.3.5 Maturation virale et bourgeonnement
Les dernieres étapes du cycle viral concernent l'assemblage des différents

composants des virions, la libération et la maturation de la particule. Ces

étapes font intervenir les différentes protéines de structure (Gag) et accessoires
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(Vif, Vpr et Vpu) du virus, ainsi que les séquences nécessaires a l'encapsidation
de I'ARN génomique viral.

La régulation de ces différentes étapes n'est pas encore élucidée, mais
I'étude de virus mutés a permis de mettre en évidence les événements
essentiels (Figure 9) (pour revue, Cann et Karn, 1989).

Le signal d'encapsidation est situé entre le premier site donneur d'épissage
(dans la région U5 du LTR5') et le premier codon (ATG) de la protéine Gag.
Cette séquence, délétée dans les ARNm viraux, forme une structure secondaire
nécessaire pour l'interaction avec la protéine p9 de la nucléocapside (Lever et
coll., 1989; Aldovini et coll., 1990; Rizvi et coll., 1993).

Les précurseurs des protéines de structure, p55 gag et p160 gag-pol,
s'accumulent au niveau de la face interne de la membrane cytoplasmique de la
cellule, et s'ancrent dans celle-ci par l'intermédiaire de la région N-terminale
myristilée (Gelderblom et coll., 1987; Gottlinger et coll.,, 1989). L'ARN
génomique viral s'associe alors a la région C-terminale du précurseur gag et on
observe une accumulation des glycoprotéines d'enveloppe gp120-gp41. Une
particule virale immature est alors libérée, contenant deux copies de I'ARN
génomique et deux ARNtLYS nécessaires pour la rétrotranscription.

La dimérisation des précurseurs gag-pol permet l'activation de la protéase
virale qui effectue un clivage des précurseurs p55gag. On obtient alors une

particule virale mature.
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II Pathogénese de I'infection par VIH-1

I1.1 Primo-infection

Cette étape implique toute une série de mécanismes comprenant la
dissémination initiale du virus et la mise en place de la réponse immunitaire
dirigée contre le virus.

Apres l'infection, les patients présentent des symptémes cliniques qui
peuvent ressembler 2 un syndrome de mononucléose (Niu et coll.,1993). Ces

symptdmes sont regroupés dans le tableau 2.

Signes cliniques Fréquence en %
Fiévres 96
Adénopathies 74
Pharyngites 70
Eruptions cutanées 70
Myalgies, arthralgie 54
Diarrhées 32
Maux de téte 32
Nausées, vomissements 27
Candidoses orales 12
Neuropathies 6
Encéphalopathies ) 6

Tableau 2 : Symptdomes cliniques fréquemment retrouvés lors de la primo-

infection symptomatique (Niu et coll., 1993)

La période moyenne entre l'infection et l'apparition des premiers

symptomes cliniques a été estimée entre 2 et 4 semaines (Tindall et coll., 1991).
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Des longues périodes d'incubations ont été rapportées (Piette et coll.,1986) mais
elles restent extrémement rares. Ces symptdmes persistent durant 1 a 3
semaines et peuvent ne pas étre tous présents. Cependant, toutes les infections
ne sont pas symptomatiques (DeNoray et coll., 1993). Les symptdmes des
primo-infections sont de sévérité variable, et dans 15% des cas, nécessitent une
hospitalisation du patient (Pantaleo et coll.,1995). Cette sévérité des symptdmes
cliniques dépend en grande partie de plusieurs facteurs comme la fréquence
d'exposition, la voie d'entrée du virus, la charge virale de I'inoculum mais
aussi des caractéristiques biologiques du virus (Tindall et coll., 1991).

Au cours de la primo-infection, l'intense multiplication virale se traduit
par des titres élevés de virus circulant dans le plasma et par un nombre
important de lymphocytes infectés. A partir de la 62Me semaine post-infection,
on assiste & une augmentation de la charge virale plasmatique due a la
dissémination du virus dans l'organisme. Vers la 128me gemaine, la virémie
diminuera puis se stabilisera & un taux trés faible durant la phase
symptomatique. Le nombre de lymphocytes CD4* baisse progressivement

(Figure 16).

Syndrome Infections

clinique Latence clinique opportunistes

o
Tgso brmphgide
- "““,“u " 5

e

Primo-infection

Figure 16 : Evolution de la charge virale au cours de l'infection
(D'apres Coffin, 1995)
Au niveau immunologique, on observe une lymphopénie transitoire
correspondant 2 une diminution du taux des lymphocytes CD4* et CD8*. Cette

diminution ne dure pas pour les lymphocytes CD8* puisque leur nombre
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réaugmente rapidement grace a la réponse immunitaire cytotoxique. On
observe alors une inversion du rapport CD4/CDS8, chez la majorité des patients
en phase de primo-infection (Nui et coll., 1993 Tindall et coll, 1991). La chute
du nombre des lymphocytes CD4* sanguins correspond a leur destruction par
la réplication massive du virus. Durant cette phase, le virus est détecté a des
taux élevés dans les différents liquides biologiques : plasma, fluide cérébro-
spinal et sperme. La réponse immunitaire & médiation cellulaire contribue a la
diminution de la virémie notamment en éliminant les cellules productrices
du virus (Koup et coll., 1994).

Il a été montré chez des patients en primo-infection l'apparition de
lymphocytes T cytotoxiques (CTL) spécifiques des protéines des génes gag, pol,
env (Koup et coll.,, 1994; Safrit et coll,, 1994). D'autre part, Borrow et
collaborateurs ont détecté des CTL spécifiques des protéines de régulation
comme Tat ou Nef (Borrow et coll., 1994). Les CTL dirigés contre les protéines
structurales apparaissent plus tot que les CTL spécifiques des protéines de
régulation (Lamhamedi-Cherradi et coll.,, 1995), a cause de la forte

immunogénicité des protéines de structure.

La réponse humorale intervient peu de temps aprés la réponse cytotoxique.
L'apparition des anticorps dirigés contre le virus est appelé séroconversion. La
fenétre de séroconversion correspond a la période de temps comprise entre
I'infection par le VIH-1 et l'apparition des premiers anticorps spécifiques du
virus. Cette période a été estimée d'une durée de 2 a 6 semaines, et varie selon
les patients (De Noray et coll.,, 1993). L'apparition des différents anticorps est
séquentielle. On trouve dans un premier temps des IgM dans le sérum des
patients présentant une primo-infection symptomatique (Healey et coll.,1989).
Ces premieres IgM sont dirigées contre la protéine Gag (Gaine et coll., 1988).
Puis apparaissent les IgG (De Noray et coll., 1993). On retrouve tout d'abord les

IgG dirigées contre la protéine p24 virale, puis successivement celles dirigées
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contre la gp160, contre la gp120 et l1a gp41. Apparaissent enfin les IgG spécifiques
des protéines codées par le gene pol (De Noray et coll., 1993). La réponse

humorale contribue a I'élimination des virions circulant dans le sang.

Les isolats retrouvés durant la phase de primo-infection sont de
prédominance macrophageotrope et NSI (isolats incapables d'induire la

formation de syncytia) (Zhu et coll., 1993).
I1.3 Latence et évolution de l'infection

La primo-infection est suivie d'une phase de latence clinique, ot les
patients ne présentent aucun signe clinique, et out leur taux de cellules CD4*
est supérieur a 200 CD4*/ mm3. Cette période dure en moyenne 8 ans dans le
cas de l'infection par le VIH-1. Cependant, il semblerait y avoir une relation
entre l'infection primaire symptomatique et 1'évolution rapide vers le SIDA.
En effet, des patients présentant une période de primo-infection
symptomatique évoluent plus rapidement vers la maladie que les patients
n'ayant aucun signe clinique lors de la primo-infection (Sinicco et coll.,1990). Il
a aussi été constaté que plus la durée des symptomes est longue (> a 14 jours),
plus le patient a la probabilité d'évoluer rapidement vers le stade terminal de
la maladie (Pedersen et coll., 1989). Boufassa et collaborateurs ont observé que
les patients présentant des troubles neurologiques lors de l'infection primaire,
évoluaient plus rapidement vers la maladie que les patients ayant une primo-
infection symptomatique sans manifestations neurologiques. D'autres études
ont montré qu'un faible taux de lymphocytes CD4* lors de la primo-infection
était corrélé a un mauvais pronostic pour le patient (Sinicco et coll.,1993).
Nielsen et collaborateurs ont montré que les patients qui présentent
précocément des souches SI atteignent plus rapidement le stade SIDA que ceux

qui ont des souches NSI (Nielsen et coll., 1993).
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ont montré qu'un faible taux de lymphocytes CD4* lors de la primo-infection
était corrélé 2 un mauvais pronostic pour le patient (Sinicco et coll.,1993).
Nielsen et collaborateurs ont montré que les patients qui présentent
précocément des souches SI atteignent plus rapidement le stade SIDA que ceux
qui ont des souches NSI (Nielsen et coll., 1993).

Les premieres études, portant sur l'estimation de la charge virale dans le
plasma avaient associé la latence clinique de la phase asymptomatique a la
latence virale du fait d'une virémie trés faible (Levy, 1994).

Cependant, plusieurs auteurs se sont concentrés sur les organes
lymphoides plutét que sur le plasma pour plusieurs raisons :

- La majorité des lymphocytes sont présents dans les organes lymphoides
(Westermann et coll., 1990) et les lymphocytes sanguins ne représentent que
2% des lymphocytes totaux.

- La réponse immune est générée principalement dans les organes lymphoides
et non dans le sang périphérique (Pantaleo et coll., 1993).

- Lors de la primo-infection, des adénopathies dans les aires cervicales,
inguinales, axillaires mais aussi généralisées sont observables dans plus de 75%
des cas cliniques (DeNoray et coll., 1993).

Ces études ont montré que les organes lymphoides étaient le siége d'une
réplication intense du virus et qu'ils sont des réservoirs viraux (Pantaleo et
coll., 1991; Graziozi et coll., 1992). De plus, l'utilisation de la PCR "in situ" a
montré que jusqu'a 25% des lymphocytes CD4+ présents dans les centres
germinatifs des organes lymphoides étaient infectés (Embretson et coll., 1993).

Des résultats récents montrent que le virus est produit a des taux élevés
dans le plasma tout au long de l'infection, avec une "clearance" rapide du
virus et des cellules CD4+ (Ho et coll., 1995; Wei et coll., 1995). Les notions de
latence clinique et virale ont donc été dissociées.

Lors de la phase asymptomatique, Schnittman et collaborateurs ont observé

que seulement 10% des lymphocytes T infectés sont le siége d'une réplication



-32- Introduction

virale (Schnittman et coll.,, 1989). D'autres auteurs ont montré qu'une grande
majorité de cellules arbore le provirus, mais n'expriment pas les ARN viraux
(Embretson et coll., 1993). Ces cellules sont donc infectées de fagon latente car
apreés stimulation par différents mitogenes, elles peuvent produire du virus.
En échappant au systéme immunitaire, ces virus vont pouvoir se disséminer
dans l'organisme et produire d'autres virus qui infecteront d'autres cellules. Il
a été clairement décrit qu'un blocage dans les étapes de rétrotranscription,
d'intégration ou de transcription, induisait un état de latence. Sous l'action de
facteurs viraux non identifiés et de facteurs cellulaires, la latence peut s'établir
a plusieurs niveaux dans la cellule. La coopération de tous ces facteurs permet
donc au VIH-1 de rester le plus longtemps possible dans l'organisme de I'h6te

et de se propager progressivement en détruisant le systtme immunitaire.

I1.4 Imnmunopathogénése

Le VIH crée une infection chronique active (Wei et coll., 1995, Ho et coll,,
1995) et non une infection latente avec réaction tardive comme cela a d'abord
été suggéré. Au cours de l'évolution de la maladie, le virus échappe
progressivement au systéme immunitaire grace a sa variabilité. Cependant, les
mécanismes physiopathologiques induisant ce déficit immunitaire et les
manifestations cliniques du SIDA restent imparfaitement élucidés. La
destruction du systéme immunitaire est le résultat de nombreux mécanismes :
- Effet cytopathogéne du VIH sur les cellules CD4* (Greene, 1991) entrainant
leur destruction d'une part, et leur fragilisation d'autre part. Les cellules
souches sont également détruites.

- Séquestration des lymphocytes CD4*% dans les réseaux de FDC (pour
"follicular dentritic cells") des ganglions (Panteleo et coll., 1993)
- Modification de la transduction du signal et des fonctions cellulaires

induisant I'apoptose (Pantaleo et Fauci, 1995).
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- Immunosuppression par les protéines virales (Viscidi et coll., 1989; Luria et
coll., 1991, Garcia et Miller, 1991; Baur et coll., 1994; Spina et coll., 1994).

- Production d'auto anticorps contre les cellules CD4* entrainant une
cytotoxicité cellulaire (Levy, 1993).

- Production d'un facteur immunosuppresseur par les lymphocytes CD8+
provoquant une diminution de la réponse immune par les lymphocytes T
auxiliaires (CD4%) (Levy, 1993).

- Modification de la production des cytokines (Graziosi et coll., 1994).

Il semble que les désordres biologiques et, en particulier immunologiques,
caractéristiques de 1'évolution de l'infection soient liés a l'intensité de la
réplication virale. Ils pourraient également étre liés a de multiples événements
consécutifs a une action directe ou indirecte du virus médiée par les protéines
virales, et a l'activation généralisée du systéme immunitaire liée 2a la
persistance du virus. Le paradoxe de cette maladie est que la mise en place de la
réponse immune destinée a éliminer le virus va au contraire l'aider a

s'implanter et a constituer le réservoir viral.
IL.5 Patients asymptomatiques a long terme : "Long term non progressor"

Malgré une infection persistante 8 a 12 ans apres la séroconversion, certains
patients n'ont pas encore évolué vers le stade SIDA (Sheppard et coll., 1993;
Levy et coll, 1994). Ils représentent 5 a 10% des patients infectés par le VIH-1. Ils
sont appelés "Long term non progressors"” ou LTNP. Cette catégorie de patients
est définie comme étant infectés depuis au moins 8 ans ou plus, avec un taux
de lymphocytes CD4% supérieur ou égal a 600 CD4* /mm3, n'ayant pas pris
d'antirétroviraux et ne présentant pas de signes cliniques en relation avec
l'infection a VIH-1. L'analyse virologique et immunologique de ces patients

montre que leur virémie est trés faible et que leur réponse immunitaire
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cytotoxique contre le virus est élevée (Connor et Ho., 1994; Greenough et
coll.,1994; Cao et coll,, 1995). Pantaleo et collaborateurs ont observé que la
structure des ganglions lymphatiques est normale et que la réponse immune
fonctionne normalement (Pantaleo et coll., 1995b). L'analyse génétique des
génes de régulations (vif, vpu, tat, et nef) montre dans certains cas la présence
de mutations. Dans d'autres cas, aucun dysfonctionnement des génes de
régulation n'est observé (Greenough et coll., 1994). L'analyse des virus présents
dans les ganglions et dans le sang montre qu'ils sont infectieux, contredisant
I'hypothése que les virus présents chez ces patients seraient latents ou défectifs.
Il a été rapporté que certains alleles du complexe majeur d'histocompatibilité
(CMH) ont une influence sur la progression rapide de la maladie (Kaslow et
coll., 1990). Ainsi, Greenough et collaborateurs n'ont pas retrouvé chez ces
patients les alleles (HLA-A1, -CW2, -B8, et -DR3) associés & une progression
rapide vers la maladie.

Drautres auteurs ont démontré une résistance des lymphocytes CD4% de ces
patients au VIH (Williams et Cloyd, 1991). 1l est probable que des mécanismes
d'origine virale et cellulaire interviennent dans la non progression de la

maladie.

I1.6 Pathogéneése de I'infection a VIH-2

L'infection par le VIH-2 conduit a l'apparition de tableaux cliniques
similaires & ceux décrits pour l'infection par le VIH-1 (Markovitz, 1993).
Quelques différences ont été mises en évidence : la période de latence clinique
dure en moyenne 15 ans, et la transmission par voie sexuelle (Kanki et coll,,
1994; Donnelly et coll.,1993) ainsi que la transmission de la mere a l'enfant
(Gayle et coll., 1992) semblent moins efficaces. Pour des patient pris a des stades
d'évolution similaire du SIDA, on détecte une charge virale plus faible que

dans le cas de I'infection par le VIH-1 (Wittle et coll., 1994).
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I1.7 Conclusion

Les organes lymphoides jouent un réle trés important dans
I'immunopathogénese liée au VIH-1. Ces organes, qui normalement assurent
la défense immunitaire, vont étre le site privilégié de la réplication du virus,
constituant ainsi un réservoir pour le VIH-1 tout au long de la maladie. On
assiste a un équilibre constant entre la destruction et la production virale, ainsi
qu'entre la destruction des cellules infectées et leur renouvellement. Ces
résultats nous montrent a quel point le systéme immunitaire est efficace,
permettant 'élimination d'une trés grande quantité de virus et de cellules
infectées sans étre toutefois capable de les éradiquer totalement de l'organisme.
Les réservoirs viraux dans les organes lymphoides sont donc primordiaux
pour le virus puisqu' ils lui assurent une présence permanente dans
I'organisme. A la fin de maladie, les structures des organes lymphoides sont
détruites irréversiblement et leur fonction immune est irréversiblement
perturbée. Progressivement, les cellules immunes infectées ne peuvent plus
étre renouvelées, basculant 1'équilibre en faveur du virus. La réplication virale
n'est plus réprimée et le virus peut se disséminer dans tous les organes
entrainant de nombreuses pathologies. Le déficit immunitaire crée par la
disparition progressive des cellules immunes favorise I'apparition d'infections

opportunistes qui conduisent le patient vers la mort.
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II1.Variabilité du VIH

IT1.1 Variabilité génétique du VIH

La caractérisation génétique et le séquengage d'un nombre important
d'isolats du VIH-1 ont permis de mettre en évidence une variabilité
importante entre ces isolats. Cette diversité génétique est le résultat de
I'évolution constante du virus infectant un individu et de I'accumulation de
nombreuses mutations. L'analyse phylogénétique des virus d'origines
géographiques variées a permis de mettre en évidence la présence de plusieurs
sous-types (ou génotypes) du VIH-1 et du VIH-2 (pour revue, Sharp et coll,,
1994).

II1.1.1 L'origine de la variabilité

La transcriptase inverse est considérée comme l'enzyme induisant le plus
de mutations dans le génome viral (Robert et coll., 1988; Preston et coll., 1988),
puisque son taux d'erreur a été estimé a environ une mutation par génome et
par cycle de réplication. Plusieurs facteurs sont responsables du manque de
fidélité de cette enzyme. Par exemple, le mécanisme de correction par l'activité
3'->5' exonucléasique est inexistant (Robert et coll., 1988). Ce mécanisme ne
peut expliquer a lui seul ce taux d'erreur car la présence d'un nucléotide
incorrect crée un tel déséquilibre au niveau énergétique qu'il est généralement
auto-éliminé avant l'incorporation du nucléotide suivant (Bebenek et coll,,
1993). Plusieurs études ont décrit d'autres mécanismes tels que la translocation
et le glissement (Bebenek et Kunkul, 1993), 'addition d'une ou plusieurs
purines a l'extrémité 3' de I'ADN naissant (Patel et coll., 1994), les
hypermutations G->A (Borman et coll., 1995). En conclusion, la plupart des

auteurs s'accordent a dire qu'en moyenne, la transcriptase inverse du VIH-1 est
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responsable de 0,1 a 1 mutation par génome et par cycle de réplication. C'est un
taux de mutation 30 a 300 fois plus élevé que la polymérase bactérienne (Drake,
1991). Un autre mécanisme peut avoir lieu lors de la rétrotranscription : la
recombinaison homologue entre les deux brins de I'ARN viral (Hu et coll,

1990).

II1.1.2 Diversité génétique du VIH-1

L'analyse phylogénétique d' un grand nombre de souches VIH-1 a permis
de subdiviser ces virus en deux groupes: le groupe M (pour "Major") et le

groupe O (pour "Outlier"). Ces deux groupes sont distincts génétiquement.

I11.1.2.1 les sous-types du groupe M

De nombreuses souches ont été isolées de part le monde et l'analyse
phylogénétique du géne de l'enveloppe a permis de les classer en neuf sous-
types, allant de A a I (Figure 10). Les sous-types (A, B, C, D, F et G) ont été
retrouvés par l'analyse phylogénétique du gene gag (Louwagie et coll., 1993).

L'analyse phylogénétique montre que ces différents sous-types sont tous
équidistants. Le pourcentage de divergence des séquences C2V3 de la gp120 au
sein d'un méme sous-type est compris entre 7 a 20%, alors qu'entre deux sous-

type différents il est de 20 a 30% (Kuiken et Korber, 1994).

La répartition géographiqge de ces différents sous-types est hétérogene. Le
sous-type B, contenant les souches prototypes (HIV-1lai, bru, IIIB) est
prédominant en Europe et aux Etats-Unis (Myers et coll., 1995). Les premieéres
souches africaines caractérisées appartiennent au génotype D (Alizon et coll,,
1986), et la plupart des souches de ce sous-type proviennent d'Afrique Centrale
(Myers et coll., 1992; Ranjbar et coll., 1996), mais il est aussi présent en Afrique
de 1'Ouest et en Ouganda (Janssens et coll.,1994; Bruce et coll., 1994). Le
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génotype A est largement représenté dans toute 1'Afrique allant de 1'Ouest a
I'Est (Janssens et coll.,1994a; Janssens et coll.,1994b; Nkengasong et coll., 1994).
Le génotype C contient des souches d'Afrique du Sud (Myers et coll., 1995),
d'Inde (Dietrich et coll., 1993), de Zambie (McCutchan et coll., 1992) et de
Djibouti (Louwagie et coll., 1993). Le sous-type E est trés présent en Thailande
(McCutchan et coll., 1992) et dans d'autres pays d'Asie (Weniger et coll., 1994
Grez et coll., 1994) mais est décrit aussi en République Centrafricaine et au
Cameroun (Murphy et coll., 1993; Nkengasong et coll., 1994). Le sous-type F
comprend les isolats du Brésil, de Roumanie, du Cameroun, du Gabon et
d'Argentine (Potts et coll., 1993; Dumitresco et coll., 1994; Nkengasong et coll.,
1994; Delaporte et coll., 1996, Campodonico et coll., 1996). Les génotypes G et H
ont récemment été décrits; le sous-type G est présent au Gabon, en Russie, en
Ouganda et au Nigeria, et le sous-type H est actuellement décrit au Gabon
uniquement (Janssens et coll., 1994; Bobkov et coll., 1994; Kaleebu et coll., 1995;
Abimiku et coll.,1994). Les virus du groupe I, les plus récemment décrits 1'ont
été chez des patients de Chypre (Kostrikis et coll., 1995).
Méme si certains sous-types sont majoritairement localisés dans différentes
régions géographiques, ils peuvent coexister avec d'autres. Ainsi dans certaines
régions d'Afrique, bien que les sous-types A, C et D soient prédominants, les

autres sous-types sont aussi retrouvés (Louwagie et coll.,1995).

Actuellement, plusieurs études réalisées en Europe et aux Etats-Unis
montrent que la prédominance du génotype B pourrait changer du fait de
l'introduction de génotypes caractéristiques d'Afrique et/ou d'Asie (Artenstein

et coll., 1995; Arnold et coll., 1995).
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Figure 10 : Arbre phylogénétique montrant les relations entre les 9 sous-types

(A a 1) du VIH-1 (d'apres Kostrikis et coll., 1995)

II1.1.2.3 Mise en évidence d'un nouveau type de VIH-1 :

groupe O

En 1990, Deleys et collaborateurs isolérent une souche VIH-1 a partir d'un
patient camerounais présentant une lymphadénopathie généralisée; cette
souche fut nommée VIHANT70. L'analyse génétique du génome de cette souche
montre qu'elle n'appartient a aucun sous-type du groupe M (Van den
Haesevelde et coll.,1994) et qu'elle présente moins de 50% d'’homologie sur le

géne env avec les souches prototypes VIH-1 gxpz et VIH-1 MaL (Van den
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Haesevelde et coll.,1994). Une autre équipe a aussi isolé, a partir d'un patient
camerounais atteint de SIDA, une souche VIH-1 Mmyps5180 (Glirtler et coll., 1994).
Cette souche présente 53% de similitude avec VIH-1 groupe M et 49% avec
VIH-2. L'analyse phylogénétique des séquences du géne env a montré que ces
souches étaient trés distantes de l'ensemble des souches du groupe M.
Cependant leur appartenance au groupe VIH-1 est indiscutable du fait qu'elles
possédent :

- Le géne vpu qui caractérise le groupe VIH-1.

- Le chevauchement des génes env et nef

- La similarité en taille et en structure de la séquence TAR (pour "Tat
Activating Reponse") du VIH-1.
Ces souches ont donc été placées dans un groupe O "pour Outlier". Depuis,
plusieurs autres souches ont été isolées a partir de patients camerounais mais
aussi chez un patient d'origine caucasienne (Charneau et coll., 1995; Loussert-
Ajaka et coll., 1995). L'arbre phylogénétique établi a partir de la région C2-V3 du
géne env des différents VIH-1 montre que les deux groupes M et O sont bien
distincts (Figure 11). Néanmoins les souches du groupe O sont aussi distantes
entre elles que deux souches appartenant a des sous-types différents du groupe
M. Il est donc probable que ce groupe contienne également plusieurs sous-
types.
La grande variabilité des souches du groupe O résulte en partie de la grande
divergence de la boucle V3 que ce soit en taille ou en composition en acide
aminés. Ainsi, la plupart des souches VIH-1 du groupe M contiennent le tri
peptide GPG au niveau de la boucle V3, alors que celles du groupe O possédent
le triplet GPM ou GPL. De plus les souches du groupe O possédent un grand
nombre d'altérations dans les sites de N-glycosylation de la boucle V3, une
modification de la conformation de certaines régions de l'enveloppe de ces

souches est donc plus que probable (Loussert-Ajaka et coll.,1995)..
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Cette homologie restreinte avec les virus du groupe M a des conséquences
directes sur le diagnostic. En effet, les antigénes de synthése utilisés dans les
tests de dépistage sont produits a partir des séquences génétiques du VIH-1
sous-type B, prédominant en Europe et en Amérique du Nord. Cela explique
que certains tests de dépistage manquent de sensibilité pour détecter les
anticorps dirigés contre les virus du groupe O (Simon et coll., 1994).

Les premiéres études épidémiologiques indiquent que les infections a VIH-
1 groupe O ont une prévalence inférieure & 10% chez les camerounais VIH-1
positifs et rapportent également la présence de ces souches au Gabon
(Nkengasong et coll., 1994). En France entre 1990 et 1994, treize patients ont été
diagnostiqués comme infectés par le VIH-1 sous-type O (Loussert-Ajaka et coll.,
1995). Parmi ces cas rapportés, 11 patients étaient d'origine camerounaise, deux
patientes étaient d'origine frangaise, dont une contaminée au Cameroun.
Récemment, Peeters et collaborateurs ont détecté des cas d'infections par le
VIH-1 groupe O dans différents pays d'Afrique (Sénégal, Togo, Niger, Nigeria,
Tchad, Cameroun, Gabon, Zambie) avec une séroprévalence de 0,07 a 2,1%

parmi les sérums VIH-1 positifs (Peeters et coll., 1996).
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I11.1.3 Les différents sous-types du VIH-2

De méme que pour le VIH-1, cinq sous-types (A a E) ont été définis pour le
VIH-2 (Gao et coll., 1992; Gao et coll., 1994). L'appartenance a un sous-type est
indépendante de l'origine géographique des différents isolats étudiés. Ces
génotypes sont retrouvés dans toute la zone de répartition du VIH-2 (Afrique
de I'Ouest), indiquant une dissémination simultanée des différents sous-types
dans ces populations humaines. Plusieurs études ont d'autre part permis de
mettre en évidence une plus grande difficulté a isoler le VIH-2 par rapport au
VIH-1 (Albert et coll.,, 1990; Schultz et coll., 1990; Gao et coll.,, 1994).
L'amplification directe de régions du génome viral a partir des cellules du sang
périphérique a montré que les souches résistantes a l'isolement étaient trés
divergentes et correspondaient aux sous-types C, D et E du VIH-2. Les auteurs
ont suggéré que ces différences pouvaient étre dues a plusieurs facteurs,
incluant par exemple le tropisme cellulaire, la régulation de l'expression
virale, ou une proportion importante de virus défectifs (Gao et coll., 1994;
Sharp et coll.,, 1994). La corrélation avec des différences de pathogénicité reste

cependant a établir.

I11.1.4 Evolution de la variabilité intrapatient du VIH-1 lors de
I'infection par le VIH-1 (quasi-espéces).

Nous avons vu jusqu’a présent que la variabilité génétique du VIH-1 était
trés importante dans le monde. Les études portant sur ’analyse du virus tout
au long de l'infection montrent que la variabilité intrapatient est elle aussi trés
élevée. La variabilité chez un méme patient évolue pendant la durée de la
maladie ainsi que dans les différents tissus. La coexistence de variants VIH-1
trés similaires mais distincts génétiquement, chez un méme patient, a
clairement été démontrée par plusieurs auteurs (Meyerhans et coll., 1989; Balfe

et coll,, 1990). IIs ont en effet observé qu’'un patient ne présentait pas un seul
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type de virus mais une quantité de variants apparentés, tous dérivés les uns
des autres. La variation intrapatient du VIH-1, basé sur 1’étude des acides
aminés de certaines régions du génome, peut varier de 5 2 17 % en quelques
années (Kusumi et coll., 1992; Pedroza Martins et coll., 1992). Ces variants qui

sont distincts génétiquement, sont désignés sous le terme de quasi-especes.

ITILL5 Variabilité intrapatient du VIH-1 dans différents organes

La plupart des études de variabilité du virus ont été réalisées a partir des
prélevements de sang de patient, ce qui donne probablement une image
incomplete de la variabilité virale intra-patient. En effet, des études ont montré
que le virus étaient présent dans différents organes (obtenus généralement

aprés autopsie) et qu'il était différent selon I'organe.

Ait-khaled et collaborateurs ont étudié les séquences LTR des souches
isolées sur des prélévements post-mortem de moélle épiniére, de rate, de
ganglions lymphatiques, de poumons et de sang (Ait-khaled et coll., 1995).
L'analyse phylogénétique de 33 séquences étudiées, représentée dans la figure
12, montre clairement la présence de deux groupes de variants, présents ou

non dans le systéme nerveux.

Deux types d'évolution du virus semblent donc se produire selon le type
d'organe infecté. Des résultats identiques sont retrouvés par Korber et
collaborateurs qui ont analysé les séquences de l'enveloppe de souches isolées
du cerveau (Korber et coll.,, 1994a) : il y aurait une compartimentalisation des
variants viraux, avec deux groupes colonisant respectivement le sang et le

cerveau.
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Figure 12 : Arbre phylogénétique établi d'apreés les séquences de 33 LTR chez un
méme patient (D'aprés Ait-Khaled et coll., 1995)
B = Sang périphérique, LN = Ganglion lymphatique, SP = Rate, LU = Poumon, SC = Moelle

épiniére, G = Ganglion de la racine dorsale.

L'analyse des souches présentes dans le poumon donne des résultats
similaires & ceux observés dans le cerveau. Par 1'étude des séquences V3, Itescu
trouve que la variabilité intrapatient du VIH-1 dans les poumons suggere une
évolution indépendante (Itescu et coll, 1994). Comme dans le cas du cerveau,
certaines souches VIH-1 s'adapteraient aux cellules monocytes/macrophages et
migreraient ensuite vers les poumons. Arrivé dans ce tissu, le virus évoluerait
selon les conditions micro environnementales dictées par la présence de
micro-organismes, de cytokines et par la pression immunitaire. Concernant les

autres tissus, Ball a trouvé que les souches présentes dans le sang a un instant
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donné étaient les mémes que celles retrouvées dans les organes lymphoides,
mais qu'elles étaient différentes de celles du tissu cardiaque (Ball et coll., 1994).
Les mémes mécanismes de divergence et de colonisation des organes ont été

retrouvés dans le modele simien (Kodama et coll., 1993).

La variabilit¢ du VIH-1 est donc prononcée a l'intérieur de chaque
individu. Cette variabilité est un atout pour le virus, car elle lui permet d'une
part d'échapper a la réponse immunitaire et d'autre part de s'adapter a certains
types cellulaires. Un patient infecté posséde donc une multitude de variants
compartimentés dans différentes parties de son corps, ce qui rend 1'élaboration

d'une stratégie vaccinale dirigée contre le VIH-1 tres difficile.

I11.1.6 Recombinaison génétique chez le VIH-1: les génomes mosaiques

Le génome du VIH-1 est composé de deux brins d'ARN identique (Coffin,
1990) dont la conformation jouerait un réle primordial lors du mécanisme de
recombinaison. Ce mécanisme est une des causes de la variabilité. Les
phénomeénes de recombinaison entre les deux brins d'ARN d'une méme
souche ne vont pas générer des virions trés différents par rapport a la souche
initiale. En revanche, la présence chez un méme patient de différents sous-
types du VIH-1 peut aboutir a l'apparition de génomes mosaiques entre
différents génotypes. Plusieurs études ont décrits des exemples de coinfection et
de virus recombinants. Sabino a observé au Brésil un hybride entre le sous-
type F et le sous-type B (Sabino et coll., 1994). Cette souche a été isolée a partir
d'une patiente brésilienne contaminée par deux patients infectés
respectivement par les sous-types B et F. Diaz et collaborateurs ont étudié le cas
d'un nourrisson transfusé avec deux lots d'érythrocytes contaminés par deux
donneurs séropositifs différents (Diaz et coll., 1995). L'analyse de certaines
régions du génome des souches VIH-1 chez cet enfant a montré la présence de

plusieurs types de virus: ceux provenant des deux lots de sang contaminés
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ainsi que différentes souches provenant d'une recombinaison entre ces deux
virus. Un autre cas a été décrit chez un patient contaminé apres des rapports

homosexuels avec plusieurs partenaires différents (Zhu et coll., 1995).

Robertson et ses collaborateurs ont analysé le génome de 114 souches VIH-1
référencées et ont noté la présence de 9 génomes mosaiques (Robertson et coll,
1995) (tableau 3). L'analyse phylogénétique de certaines régions du génome de
la souche VIH-IpmapL (Alizon et coll, 1986) a montré que cette souche
s'apparentait beaucoup plus a la souche zairoise VIH-1g1 | dans le géne env que
dans les génes gag et pol (Li et coll., 1988). Une analyse phylogénétique plus
détaillée du génome de cette souche a montré qu'il était morcelé puisque
différentes régions d'un méme génome ne s'apparentaient pas au méme sous-
type (Robertson et coll, 1995). En effet, la région de l'enveloppe appartenait au
sous-type D alors que les régions gag, pol, et nef appartenaient au sous-type A
(Figure 13). Toutes les souches de sous-type E ont été mises en évidence
comme des souches recombinantes, elles appartiennent au sous-type E sur la
région env et au sous-type A sur la région gag, telle que la souche CM240 (Gao
et coll., 1995; Arnold et coll.,1995; Gao et coll., 1996). Récemment, Bobkov et
collaborateurs ont isolé un virus dont la gp120 a une structure mosaique : la
région 5' de la séquence gpi20 se regroupe avec le génotype G alors que la
région 3' se regroupe avec le génotype C (Bobkov et coll., 1996). Ces
phénomeénes de recombinaison entre différents sous-types sont plus fréquents
dans les pays comme le Brésil et certains pays d'Afrique ol plusieurs génotypes

circulent.

Actuellement plusieurs virus recombinants ont été caractérisés, mais tres
peu de cas de doubles infections VIH-1 ont été documentés (Arteinstein et coll.,
1994). Au contraire, plusieurs cas de double infection VIH-1/VIH-2 ont été

observés (Peeters et coll., 1992), mais jusqu'a présent, aucun phénomene de
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observés (Peeters et coll,, 1992), mais jusqu'a présent, aucun phénomeéne de
recombinaison "in vivo" n'a pu étre mis en évidence entre une souche VIH-1
et VIH-2.

Les phénomeénes de recombinaison peuvent jouer un double réle dans la
maintenance du VIH-1 dans l'organisme de son hote. IlIs peuvent induire
d'une part une source de variabilité dans le génome du virus, lui permettant
ainsi d'échapper au systtme immunitaire et de s'adapter aux stratégies
antirétrovirales.

La découverte de souches hybrides isolées a partir de patients complique
donc considérablement la mise au point d'une stratégie vaccinale globale

contre le VIH-1.
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Figure 13 : Arbre phylogénétique comparant les régions gag, pol, env et nef de
la souche VIH-1pa1 & certains isolats du groupe M

(D'apres Robertson et coll., 1995).
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Isolats Origine Géne Sous-type Régions
KE124 Kenya gag A 1-1050
gag D 1083-1477
env A 1-1065
env D 1096-2435
env A 2480-2580
MAL Zaire gag A 1-1068
gag D 1101-1518
env D 1-2435
env A 2482-2580
UG266 Ouganda env A 1-199
env D 252-2556
CI32 Cote d'Ivoire |gag A 1-333
gag D 417-423
gag A 456-1477
G141 Gabon gag D 1-261
gag A 306-1459
VI354 Gabon gag A 1-1154
gag G 1245-1465
LBV10-5 Gabon gag A 1-1166
gag G 1209-1483
ZM184 Zambie env C 1-328
env A 363-1053
env C 1068-1263
env A 1270-2547
BZ200 Brésil gag B 1-1227
gag F 1253-1474

Tableau 3: Exemple de génomes mosaiques d'aprés Robertson et coll., 1995.
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II1.2 Variabilité biologique

Un autre aspect important de la variabilité du VIH-1 concerne le tropisme

cellulaire.

I11.2.1 Tropisme du VIH

Une des particularités remarquables de l'infection par le VIH-1 est le
tropisme de ce virus pour les cellules immunocompétentes mais il est
également capable d'infecter d'autres types cellulaires. En effet, la culture
cellulaire, I'hybridation "in situ” et I'immunocytochimie ont permis de mettre
en évidence de nombreux types cellulaires infectables ainsi que la localisation
tissulaire du VIH-1 (Tableau 4). Le virus a été détecté dans les tissus
hématopoiétiques, dans le cerveau, dans les cellules de Langerhans, dans le
tissu gastro-intestinal, dans les poumons et dans les reins (pour revue, Cheng-
Meyer, 1990). Le tropisme est assez étendu, le virus s'adapte a chacune de ces
cellules. Le virus est capable pour pouvoir se répliquer d'utiliser I'ensemble
des facteurs cellulaires s'exprimant dans les différents types de cellules.

La présence du virus dans ces différents tissus semble étre corrélée a
I'apparition des différents symptomes cliniques observés lors de 1'évolution de
la maladie vers les stades terminaux. La diminution du nombre des
lymphocytes CD4* périphériques en est le signe le plus évident. La présence du
génome viral dans les cellules macrophagiques et de la microglie dans le
cerveau semble jouer un réle important dans la pathologie au niveau du
systéme nerveux central (Koenig et col., 1986; Wiley et coll., 1986). La détection
du VIH dans les cellules cryptiques de la lamina propria au niveau des
intestins pourrait expliquer les désordres gastro-intestinaux observés lors de

l'infection (Nelson et coll., 1988; Fox et coll., 1989). L'infection des cellules de
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Langerhans et des fibroblastes pourrait également jouer un réle clé dans le

développement du sarcome de Kaposi (Vogel et coll., 1988; Ensoli et coll., 1990).

Tissus Cellules
Hématopoiétique Lymphocytes T-auxiliaires
Macrophages
Promyélocytes

Cellules dentritiques

Eosinophiles

Cerveau Microglie

Cellules endothéliales des capillaires
Astrocytes

Cellules gliales

Macrophages
Peau Cellules de Langerhans
Gastrointestinal Cellules épithéliales

Cellules entérochromaffines
Macrophages

Lymphocytes de la lamina propria
Poumons Fibroblastes

Cellules de I'épithélium sinusoidal

Reins Cellules épithéliales

Tableau 4 : Types cellulaires infectés par le VIH "in vivo"

(d'apreés Cheng-Meyer, 1990).

L'enveloppe est en majeure partie responsable du tropisme (Shioda et coll,,
1991). En effet des mutations dans la région V3 (Cordonnier et coll., 1989,
Cheng-Mayer et coll., 1991; Hwang et coll., 1991; Cann et coll., 1992; Shioda et

coll,, 1992), ainsi que dans le domaine de fixation au CD4 (Fujita., 1992a),
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peuvent le modifier. En plus de sa structure primaire, la conformation de la
boucle V3 pourrait étre un facteur important (Enbenbichler et coll., 1993). 1l a
été rapporté que le domaine V1 de l'enveloppe pouvait également étre
impliqué dans le tropisme (Boyd et coll., 1993). Freed et Martin (1994) suggeérent
I'importance de l'interaction entre les domaines V1/V2 et le domaine V3 dans
le tropisme cellulaire du VIH-1. Récemment, il a été montré que les
interactions des domaines V1/V3 et C4/V3 modifiaient la conformation de la
boucle V3 nécessaire A l'infection cellulaire (Carrilo et Ratner, 1996).

Dayton et collaborateurs (1993) ont montré que des mutations introduites dans
la région RRE ( pour "Rev Responsive Element") ont des effets sur la
réplication virale. Ces effets sont différents suivant les types cellulaires utilisés.
La gp 41 joue un role dans le tropisme cellulaire du virus (Bergeron et coll.,

1992; Fujita et coll., 1992b).

II1.2.2 Notion de souches "rapid/high" et "slow/low"

Bien que tous les variants soient capables d’infecter les cellules T CD4*, on
peut distinguer deux groupes de souches : "rapid/high" et "slow/low". Le
premier regroupe les souches isolées de PBMCs (pour "Peripheral Blood
Mononuclear Cells") qui se répliquent rapidement et possédent un taux
d'activité "reverse transcriptase" élevé en culture, alors que l'autre groupe
contient des souches isolées de PBMCs qui se répliquent lentement et ont un
taux d'activité "reverse transcriptase” faible en culture (Fenyo et coll., 1989;

Cheng Mayer et coll.,, 1988). Les caractéristiques biologiques de ces différents

phénotypes sont résumées dans le tableau 5.
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"Rapid/high" "Slow/low"
Isolement & partir PBMCs du
patient :
- temps pour une culture positive court long
- activité reverse transcriptase élevée faible
Replication dans les PBMCs rapide lente
Effet cytopathique Syncytia absence de Syncytia
(SD (NSI) ou induisent

rarement des Syncytia

Infection des lignées cellulaires:

- production de l'infection en continu

- pourcentage de cellules infectées élevé faible
- réplication dans les Macrophages oui oui
- activité CAT dans les lignées lignée lymphoide T, lignée monocyte

cellulaires lignée monocyte

CAT = Coenzyme acétyl transférase

Tableau 5 : caractéristiques biologiques du VIH (D'aprés Feny9 et coll., 1989)

Les virus "slow/low" se divise en trois sous-groupe selon leur capacité a
infecter les différents types de cellules (Schwartz et coll.,1989) :
- le sous-groupe I comprend des virus ne se répliquant pas dans les PBMCs ni
dans les lignées cellulaires.
- le sous-groupe II comprend des virus se répliquant dans les PBMCs mais pas
dans les lignées cellulaires .
- le sous-groupe III comprend des virus se répliquant a la fois dans les PBMCs

et dans les lignées cellulaires.

Des études ont montré que la boucle V3 de I'’enveloppe joue un rodle trés
important dans la détermination du phénotype SI ou NSI. L’introduction par
mutagenése d'acides aminés chargés positivement en position 11 et 25 dans la

boucle V3, permet de conférer un phénotype SI & une souche NSI (De Jong et

absente ou transitoire
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coll.,, 1992). D'autres régions de l'enveloppe, comme la région hypervariable
V2, jouerait aussi un role dans l'acquisition de ce phénotype (Shioda et coll,
1991; Westervelt et coll., 1992; Groenink et coll., 1993; Sullivan et coll., 1993).
Ces variants qui ont des phénotypes biologiques différents donneront donc des

pronostics différents de 1'évolution de la maladie chez le patient.

I11.2.2.1 Transition NSI->SI au cours de l'infection?

L'analyse du phénotype biologique, ainsi que les comparaisons des régions
V3 des variants isolés a différentes étapes de l'infection, ont permis de suivre
cette diversité. Plusieurs hypotheéses ont été établies. Lors de la phase
asymptomatique, il y aurait un développement préférentiel des souches NSI
par rapport aux souches SI (Cornelissen et coll., 1995). Les souches SI, qui se
répliquent trés vite, seraient, lors de cette phase, éliminées par le systéme
immunitaire, laissant les souches NSI, qui se répliquent plus lentement, se
disséminer progressivement dans l'organisme. Par leur capacité de pouvoir se
développer dans les macrophages, ces variants NSI auraient un role important
dans I'établissement de la persistance virale, mais permettraient aussi au virus
d'accéder a certains types de tissus (Miedema et coll., 1994). Les souches NSI
sont donc largement majoritaires aprés la séroconversion et vont le rester
durant toute la phase asymptomatique. On observe ensuite deux cas de figure :
soit le patient évolue trés rapidement vers le stade SIDA, soit il reste en phase
asymptomatique. Plusieurs auteurs ont montré que la présence de variants SI
est associée a une évolution rapide vers le stade SIDA. En effet, des variants
isolés au stade SIDA ou ARC seraient des souches SI dans 50 a 60% des cas

étudiés (Tersmette et coll., 1989).



-56 - Introduction

L'apparition des variants SI est corrélée a la diminution importante du
taux des cellules TCD4* et donc une évolution rapide vers le stade SIDA
(Schuitemaker et coll., 1992; Connor et coll., 1994). Cependant, Richman et
collaborateurs expliquent que, bien que la présence de souches SI chez un
patient est corrélée a la chute du taux de cellules CD4%, le stade final de la
maladie ne sera déterminé que par le nombre de CD4* restant et non par le
type de variants présents a ce stade (Richman et coll.,, 1994). En effet, deux
patients ayant un taux de CD4* inférieur & 50CD4*/mm3 de sang et étant
chacun infecté respectivement par un variant SI et NSI, auront autant de
chance de développer des infections opportunistes et de mourir; par contre,
pour des patients ayant cette fois-ci des taux de CD4* beaucoup plus élevés, le
risque d'évoluer rapidement vers le stade SIDA sera beaucoup plus important
pour le patient présentant le variant SI. Certaines études tendent tout de méme
a contredire le phénomeéne de transition NSI->SI lors de la phase SIDA. Des
analyses sur des prélevements post-mortem d'une série de patients décédés du
SIDA n'ont pas pu mettre en évidence la présence "in vivo" de variants SI
(Donaldson et coll., 1994a; Kasper et coll., 1994). Ces observations ne sont donc
pas une généralité et un patient peut atteindre le stade SIDA sans jamais avoir
eu une souche SL

Des études récentes ont pu mettre en évidence des variants SI et NSI chez
des patients infectés par des souches appartenant a d'autres sous-types que le B
avec notamment des souches du sous type A, D et E (DeWolf et coll., 1994,

Zharp, 1994, Zong et coll., 1995).
IT1.3 Variabilité antigénique

La variabilité antigénique du virus est la conséquence des différentes
pressions immunitaires imposées par I'h6te. Les anticorps générés au cours de

la primo-infection sont incapables de neutraliser le virus isolé du patient a un
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stade plus avancé de la maladie (Gousdmit et coll., 1991). De plus, il a été
montré que les anticorps neutralisants développés au cours de la maladie,
étaient incapables de neutraliser des nouveaux variants (Arendrup et coll,,
1992).

McKnight a montré que la variabilité du VIH-1 chez un patient est modifiée
par la réponse immune et par la colonisation de nouveaux types cellulaires
(McKnight et coll., 1995). Ces auteurs ont vu "in vitro" qu'une souche infectant
les cellules CD4* du cerveau perdait son tropisme pour les macrophages et
pouvait étre neutralisée par un anticorps monoclonal AntiV3. Si l'anticorps
est mis en présence de la souche, celle-ci, dans le but d'échapper a cette pression
immune, réacquiert son phénotype initial c'est-a-dire un tropisme préférentiel
pour les macrophages. Le VIH-1 est donc capable de s'adapter a
I'environnement imposé par I'héte, confirmant ainsi la forte capacité du virus

a modifier certaines régions de son génome.

II1.4 Signification de la variabilité

Le VIH-1 est doté d'une tres forte capacité de variation. Lorsqu'un patient
est infecté, le virus peut grace a cette variabilité, s'adapter et faire face aux
différentes conditions environnementales qui lui sont imposées. Méme si une
multitude de variants générés chez le patient sont éliminés ou défectifs, il y
aura toujours une souche qui échappera au systéme immunitaire, qui
s'adaptera et colonisera différents tissus. Le variant évoluera a nouveau en
fonction des nouveaux tissus qu'il infectera, mais également au cours de la
progression de la maladie. La variabilité du VIH-1 lui permet donc de s'adapter
a l'environnement hostile induit par son hoéte, mais surtout d'évoluer de
fagon a ne jamais étre totalement éliminé par son hoéte. La variabilité

intrapatient du VIH-1 étant déja assez prononcée, il semble donc logique que la
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variabilité interpatient soit encore plus prononcée. Comme nous l'avons vu,

la diversité du VIH-1 varie grandement dans le monde.

II1.4.1 Variabilité et pathogénése

Aucune corrélation entre la variation génétique et les caractéristiques
biologiques du virus telles que, la transmission, la pathogénése et la période
d'incubation n'a été clairement établie. Cependant comme pour d'autres
lentivirus, certains peuvent avoir une pathogénicité différente. Ainsi, il a été
rapporté que le profil de certaines séquences de la boucle V3 du VIH-2 étaient
corrélées de fagon significative au stade clinique du patient (Boeri et coll., 1992;
Kumar et coll., 1990). Des preuves indiscutables indiquent que les motifs de la
boucle V3 ont d'importantes répercussions sur les propriétés biologiques et
antigéniques du virus (Hwang et coll., 1991; Wertervelt et coll.,, 1991). Une
altération dans la boucle V3 provoque des modifications du tropisme
cellulaire, entrainant ainsi la destruction du systéme immunitaire et les
maladies du systéme nerveux central (Weiss et coll.,, 1993). D'autre part,
I'histoire naturelle de l'infection a VIH-1 peut étre influencée par la variation
génétique a travers la modification de certaines caractéristiques biologiques
telles que la fixation sur le CD4, la fusion, l'infectivité virale, la
cytopathogénicité, le potentiel immunossuppressif et probablement beaucoup
d'autres propriétés virales non encore documentées. Les raisons pour
lesquelles certains patients infectés par le VIH-1 développent la maladie
beaucoup plus rapidement que d'autres ne sont pas claire. La variation
antigénique peut influencer la pathogénése. En effet, trés tot dans l'infection
par le VIH-1, I'h6te développe des réponses immunes appropriées au virus, ce
qui explique probablement la longue période asymptomatique qui suit la
séroconversion. A cause de l'altération de l'antigéne, le virus échappe aux

réponses immunitaires, s'en suit l'apparition de variants antigéniques
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distincts capables de perturber le systtme immunitaire déja diminué, il en

résulte 1'évolution de la maladie vers le stade SIDA (Nowak et coll., 1993).

I11.4.2 Variabilité et développement du vaccin

La variation antigénique des virus VIH-1, a des implications pour le
développement de vaccins élaborés a partir d’une seule souche virale (ou d'un
sous-type), dans la mesure o1 un prototype vaccin basé sur un seul type de
virus pourrait ne pas entrainer une réponse immune suffisamment large pour
protéger contre les virus des autres sous-types. Il faudrait donc développer un
vaccin capable d'induire une large immunité "cross-protectrice” contre une

pléthore de variants et de sous-types.

II1.4.3 Variabilité et diagnostic

La variabilité génétique peut également avoir un effet sur la sensibilité des
tests commercialisés pour le diagnostic. Une séronégativité des tests VIH-
1/VIH-2 a été rapportés chez des individus infectés avec des variants VIH-1 du
groupe O avec les systétmes ELISA basés sur l'utilisation de peptides
synthétiques (Loussert-Ajaka et coll., 1994).

Cette variabilité peut intervenir aussi sur I'efficacité du diagnostic par PCR par
la présence de mutations dans les régions d'appariement des amorces,

empéchant ainsi une amplification efficace (Loussert-Ajaka et coll., 1995).

I11.4.4 Variabilité et épidémiologie

Enfin, la variabilité peut influencer 1'épidémie du VIH pour certains
génotypes qui sont plus transmissibles et plus infectieux. Par exemple, il a été
rapporté que la propagation hétérosexuelle du VIH-2 était plus lente que celle
du VIH-1 (Kanki et coll.,, 1994). En Thailande, 1'épidémie a VIH-1 a débuté

dans la population des toxicomanes par voie intraveineuse, et paralliélement
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dans la population hétérosexuelle (Brown et coll., 1994). Deux génotypes de
VIH-1 distincts ont été identifié: A et B (Ou et coll.,1993). Les variants de sous-
type A thailandais appartiennent en effet au sous-type E d'apreés la classification
(Weniger et coll.,, 1994) dont le prototype est VIH-117794 (Myers et coll., 1992).
Ces variants sont apparentés aux virus retrouvés en République Centrafricaine
(Murphy et coll., 1993; Girard, 1993). Les variants B thailandais appartiennent
aux sous-type B, mais sont différent des variants VIH-1/1 A1, MN,SF2 trouvés en
Amérique du Nord et en Europe (Myers,1993). Les variants B thailandais sont
caractérisés par le motif GPGQ au niveau de la boucle V3, se distinguant ainsi
du consensus du sous-type B (GPGR) (Ou et coll.,1993). La divergence a
l'intérieur des sous-types E et B thailandais est de 5,3 et 4,3% respectivement
(Kalish et coll.,1995). La prévalence du sous-type E est plus élevée dans la
population hétérosexuelle que dans la population des toxicomanes.
Récemment, Kunanusont et collaborateurs ont suggéré que les variants de
sous-type E se transmettaient plus efficacement et de maniére significative par
voie hétérosexuelle, de 'homme vers la femme (Kunanusont et coll., 1995). En
Inde et en Thailande, ou la transmission hétérosexuelle du VIH-1 est
majoritaire, la prévalence des variants de sous-type B reste stable alors que celle
des variants C et E augmente. Ces observations suggérent que des facteurs
intrinséques aux virus pourraient étre fondamentaux pour expliquer les
différences d'efficacité de la transmission hétérosexuelle observées en fonction
des génotypes viraux. En effet, il a été montré "in vitro" que le sous-type E
possédait une plus forte capacité a infecter les cellules de Langherans, cellules
présentes en grande quantité dans les muqueuses génitales, que les autres sous-

types (Soto-Ramirez et coll., 1996).

La caractérisation des variants génétiques provenant de diverses zones
géographiques, de leurs propriétés antigéniques et biologiques demeure

essentielle. Les bénéfices potentiels de telles études sont :
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- la classification génétique des virus VIH-1 en sous-type et l'identification des
souches hautement divergentes qui pourraient échapper aux tests de
diagnostic. S'ils sont identifiés, les antigénes dérivés de telles souches pourront
donc étre inclus, assurant ainsi une meilleure sensibilité des tests de dépistage
courants.

- la compréhension des variants "indigénes" VIH-1 prédominant dans des
régions définies pour inclure leurs antigénes dans un cocktail vaccinal. De
plus, cela aidera a I'évaluation d'essais vaccinaux dans ces régions ou
prédominent certains sous-types.

- I'étude de la variabilité peut nous amener a définir un ou des genes
fonctionnels de VIH-1 qui contrdlent les propriétés biologiques des différents
virus. Ceci permettra probablement le développement d'approches
préventives et/ou thérapeutiques qui seront efficaces dans le contrdle de tous

les isolats viraux dans toutes les régions géographiques.
IV Epidémiologie de l'infection a VIH
IV.1 Mode de transmission

Depuis le début de I'épidémie, trois principaux mode de transmission de
l'infection ont été observés : transmission horizontale, par voie sexuelle, et par
contact avec les fluides biologiques essentiellement le sang, et transmission
verticale, de la mere a l'enfant (pour revue Levy, 1993). L'efficacité de
transmission dépend essentiellement de la charge virale retrouvée dans les
différents fluides biologiques. Ainsi, des charges virales importantes ont été
détectées dans le sang (Clark et coll.,, 1991; Pan et coll., 1993), les fluides
cervicaux et vaginaux (Henin et coll., 1993), et le sperme (Borzy et coll., 1988).

Durant les premiéres phases de 1'épidémie, la transmission homosexuelle

était le mode prédominant dans la plupart des pays industrialisés. Cependant,
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ces cinq dernieres années, la transmission hétérosexuelle a progressé dans ces
pays (Quinn et Fauci, 1994; Haverkos et Quinn, 1995a). La transmission
sexuelle est trés importante, et correspond a 75% des infections a VIH dans le
monde (Quinn, 1996).

La transmission du VIH de la mére a l'enfant englobe la transmission
pendant la grossesse, pendant l'accouchement et par l'intermédiaire du lait
maternel. Le taux de transmission verticale varie selon les régions entre 13 et

52% (Peckham et Gibb, 1995; Working Group on Mother-to-child, 1995).

IV.2 Epidémiologie générale

Depuis l'identification du syndrome de l'immunodéficience acquise
(SIDA) en 1981 et la découverte du virus responsable en 1983, la pandémie n'a
cessé d'augmenter. Au premier Janvier 1995, I'O.M.S. (Organisation Mondiale
de la Santé) estime a plus de 18 millions le nombre total de cas d'infection par
le VIH, avec quasiment 2/3 des cas en Afrique subsaharienne (bilan O.M.S.,
janvier 1995). Dans le monde, il y a 3 hommes infectés pour 2 femmes, et d'ici
I'an 2000, le nombre de nouveaux cas devrait étre identique pour les 2 sexes,
s'accompagnant d'une augmentation du nombre d'enfants naissant porteurs
du virus, actuellement estimé a 1 million. Ces enfants développent
rapidement un SIDA et meurent en général avant I'dge de 5 ans (Bilan O.M.S,,
1994).

Les projections actuelles de I'O.M.S. pour I'an 2000 font état d'un total
cumulé de cas d'infection a VIH de 30 a 40 millions, dont plus de 90% dans les
pays en développement, avec 10 millions de cas de SIDA chez l'adulte.

La caractérisation des sous types VIH-1 a permis de mettre en évidence une
distribution géographique des différents génotypes. Ainsi en Europe et aux
Etats-Unis, le sous-type B est majoritaire alors qu'en Thailande, le sous-type E

est dominant, et le sous-type B minoritaire. L'ensemble des autres sous-types
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est représenté en Afrique subsaharienne et en Asie. Les raisons pouvant
expliquer la ségrégation observée des variants VIH-1 dans le monde ne sont
pas tout a fait connues. Elles semblent étre liées aux modes de transmission et
aux facteurs socio-culturels.

On observe donc deux types majoritaires d'épidémie d'infection par le VIH-1:
I'épidémie de type I, qui sévit principalement en Europe et aux Etats-Unis. Elle
est caractérisée par une prédominance de variants de génotype B et par une
transmission par voie sanguine (toxicomanie par voie intraveineuse) ou par
homo/bisexualité masculine. La transmission hétérosexuelle du VIH existe,
mais reste minoritaire. Ce type d'épidémie tend a se stabiliser ou a décroitre.
L'épidémie de type II est présente en Afrique subsaharienne et en Asie. Elle est
caractérisée par une prédominance des variants de génotype non-B et par une
transmission hétérosexuelle majoritaire. Cette épidémie est en augmentation

(Quinn,1996).

L'évolution de la pandémie a4 VIH se déroule en 4 phases : émergence,
dissémination, intensification, et stabilisation (Quinn, 1996). L'infection se
propage dans les populations sexuellement actives, constituées de prostituées
et de leurs clients dans les pays en voie de développement alors que dans les
pays industrialisés, elle atteint la population homosexuelle. Le virus se
dissémine rapidement. Cette propagation est le résultat de facteurs socio-
culturels et socio-économiques, surtout en Afrique Subsaharienne. La phase
d'intensification est caractérisée par d'autres facteurs tels que la transmission
du VIH. Cette transmission est amplifiée dans les populations a haut risque (la
toxicomanie, les polytransfusés, les individus a partenaires multiples) et dans
la population générale des pays en développement. Cette phase est illustrée par
le cas de I'Asie du sud ou I'épidémie s'est propagé trés rapidement ces 5
dernieres années (4 millions de cas d'infection a VIH). La quatriéme phase

correspond a une stabilisation de la pandémie comme cela est observé
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actuellement en Australie, en Amérique du nord et en Europe de I'Ouest. Ces
changements pourraient résulter de l'efficacité de la prévention. Cette
stabilisation indique que le taux de mortalité par le SIDA est équivalent au

nombre de nouveau cas d'infection.

En Afrique subsaharienne, la présence du virus dans la population
remonte a plusieurs dizaines d'années. Les données épidémiologiques
prouvent que c'est a partir de la fin des années 70 qu'il a diffusé (Piot et Kapita,
1991). La transmission hétérosexuelle demeure le principal mode d'infection.
Dans la population hétérosexuelle, la majorité des adultes infectés sont des
femmes. Cette différence par rapport aux pays industrialisés peut s'expliquer
par les facteurs sociologiques et biologiques précis, comme le commerce du
sexe, la polygamie, le multipartenariat. La prévalence parmi les femmes
enceintes est de 5 a 35% avec un taux trés élevé dans les zones urbaines telles
que Blantyre, Kampala, Lusaka, Kinshasa et Abidjan (Miotti et coll., 1990; The
Working Group on Mother-to-children transmission, 1995). 50 a 65%
d'infections a VIH sont retrouvées dans l'est et le centre de I'Afrique. Ces
régions correspondent a 15% de la population totale subsaharienne.
Récemment, des études sérologiques indiquent que la pandémie s'étend a
I'ouest et au sud de I'Afrique. Cette évolution pourrait étre liée aux

mouvements des populations (pour revue, Quinn, 1994).

En Asie, I'épidémie VIH a débuté vers la fin des années 80. La diffusion a
été trés rapide, essentiellement au départ chez les utilisateurs de drogue par
voie intraveineuse. A partir de 1989, la transmission hétérosexuelle a
augmenté rapidement, elle constitue actuellement le mode prédominant de
transmission du VIH. L'Inde est le pays le plus touché, la prévalence est
estimée a 5 millions de personnes infectées par le VIH (Bollinger et coll., 1995).

L'épidémie existe déja en Thailande , & Myanmar (Byrma) et commence au
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Cambodge, au Vietnam, en Indonésie, en Chine, a Taiwan, a Singapour et aux

Philippines (Kaldor et coll., 1994).

En Amérique latine et aux Caraibes, le modele épidémiologique de
diffusion a évolué rapidement: des populations d' homosexuels, aux bisexuels
masculins et aux toxicomanes, puis progression dans la population
hétérosexuelle (Quinn,1996). Par exemple, on peut citer 1'exemple du Brésil ot
le pourcentage des cas de SIDA imputables a la transmission hétérosexuelle est
passé de 7,5% en 1987 a 26% en 1994 (O.M.S,, 1995). L'infection a VIH parmi les
toxicomanes est également en augmentation: en Argentine ol la prévalence
chez les toxicomanes est de 30 a 50% (O.M.S., 1995). A Haiti, 8 a 10% de la
population urbaine et 5% de la population rurale sont infectés (Pape et coll.,
1993). Au Caraibes, 70% de nouveau cas sont observés chez les adultes de 20 a
45 ans et 12% chez les enfants jusqu'a I'dge de 15 ans (Haverkos et Quinn,

1995b).

Les autres régions du monde , Afrique du nord et Moyen Orient restent

peu touchées, la propagation est plus récente.

La situation tend a se stabiliser en Europe de 1'Ouest, alors qu'en Europe
du sud et en Europe orientale, la situation est préoccupante. Les différents
modes de transmission y sont présents. En effet, en Bulgarie, 75% des cas
d'infection sont dus a la transmission hétérosexuelle. En Pologne, la
prévalence de l'infection a VIH est de 70% dans la population de toxicomanes.
Certains pays ont connu des flambées localisées de transmission du VIH parmi
les nourrissons et les jeunes enfants; elles sont la conséquence d'actes
médicaux pratiqués sans respecter les normes sanitaires. En effet, plusieurs
enfants ont été contaminés par le biais de piqlres avec des seringues déja
utilisées et contaminées avec du sang infecté par le VIH (Pokrovsky et coll.,

1990). Quand a I'épidémie survenue en Roumanie, elle est probablement due a
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la transfusion de sang non contr6lé et éventuellement a l'utilisation

d'aiguilles et de seringues non désinfectées ni stérilisées (O.M.S., 1995).

Les premieres descriptions du VIH-2 provenaient d'individus vivants au
Sénégal, en Afrique de 1'Ouest (Barin et coll., 1985). De faibles prévalences ont
été retrouvés dans d'autres pays possédant des relations socio-économiques
avec I'Afrique de I'Ouest, tels que certains pays d'Europe (Rey et coll., 1987;
Smallman et coll., 1990), ou certains pays possédant un passé socio-économique
avec ces régions d'Afrique comme le Portugal, I'Angola (Bottiger et coll., 1988),
le Mozambique (Barreto et coll.,1993), le Brésil (Cortes et coll., 1989), et 1'Inde
(Bollinger et coll., 1995). Le VIH-2 se propage de la méme maniere que le VIH-
1. Certaines différences dans l'épidémiologie et la virulence clinique sont

observées. Ces différences sont résumées dans le tableau suivant.
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VIH-2 versus VIH-1 références

Mode de transmission identique
Probabilité de transmission 0 a 4% par naissance pour VIH-2  Kanki, 1988;
périnatale versus 25 a 35 % par naissance Andreasson et

pour VIH-1 coll., 1993
Probabilité de transmission  Approx. trois fois plus faible pour Kanki et coll., 1994
sexuelle VIH-2 Marlink et coll.,
Taux de développement plus faible pour VIH-2 1994
d'une anergie cutané Marlink et coll.,
Pourcentage du déclin des Approx. 1% par an pour VIH-2 1994
lymphocytes CD4 versus approx. 10% par an pour

VIH-1 Marlink et coll.,
Pourcentage de <0,5% par an pour VIH-2 versus 3 1994; Traore, 1995.

développement du SIDA a 5% par an pour VIH-1 dans une
méme cohorte

Tableau 6 : Différences cliniques entre I'infection par le VIH-2 et l'infection par
le VIH-1 (D'apres Marlink, 1996).

Le faible pourcentage de transmission sexuelle du VIH-2 comparé a celui
du VIH-1 permet d'expliquer pourquoi le VIH-2 a eu une diffusion
géographique plus restreinte, tandis que le VIH-1 s'est propagé dans le monde
sur la méme période de temps. Cette faible transmission du VIH-2 est due a la

faible charge virale chez le patient. (Kanki et coll., 1994; Wittle et coll., 1994).

V. Les virus de l'immunodéficience simienne

Les premiers lentivirus simiens furent isolés en 1985 (Daniel et coll., 1985)
a partir de macaques rhésus captifs (Macaca mulatta) présentant des

lymphomes et des déficits immunitaires, et furent désignés par SIVmac (pour

"Simian Immunodeficiency Virus from macaque”). L'organisation génétique



-68- Introduction

de ces virus est identique a celle du VIH-2 (Chakrabarti et coll.,, 1987).
L'infection expérimentale de macaque rhésus par ces virus conduit a
I'apparition rapide de signes cliniques similaires a ceux observés chez les
sidéens (Letvin et coll., 1985). Des virus identiques furent ensuite identifiés
chez d'autres espéces de macaques en captivité et des mangabés (Cercocebus
atys) au centre de primatologie de Delta (Murphey-Corb et coll., 1986). Les
isolats furent désignés SIVgm (pour "SIV from sooty mangabey). Une étude
sérologique de la colonie mangabés de Yerkes, d'oll provenaient ceux de Delta,
montra que 80% des animaux étaient séropositifs pour le SIV (Fultz et coll,,
1986). Ces singes ne présentaient aucun signe d'immunodéficience,
contrairement aux macaques inoculés avec des tissus provenant de ces
mangabés. La surveillance épidémiologique des macaques dans leur habitat
naturel n'a pas permis de mettre en évidence d'infection SIV (Lowenstine et
coll., 1986; Ohta et coll., 1988). En revanche, les mangabés d'Afrique de 1'Ouest
sont naturellement porteurs d'un SIV (Fultz et coll., 1986). De ces données, il a
été conclu que le SIVmac provenait d'une transmission interspécifique en
captivité et que l'apparition d'un SIDA chez le macaque résultait d'un
changement d'héte du SIVsm.

D'autres SIV sont caractérisés chez des espeéces de singes naturellement
infectés. Il s'agit de virus isolés a partir du mandrill (Mandrillus sphinx),
SIVmnd (Tusujimoto et coll., 1988; Tusujimoto et coll., 1989), du Singe vert
(Cercopithecus aethiops) , SIVagm (Daniel et coll., 1988; Otha et coll., 1988), et
du cercopithéque a diadéme ou singe de Sykes (Cercopithecus mitis), SIVgyk
(Emau et coll,, 1991; Hirsh et coll.,, 1993). D'autres sont isolés a partir de
chimpanzés (Pan troglodytes) SIVcpz pour lequel trois isolats sont caractérisés
(Peeters et coll., 1989; Huet et coll., 1990; Peeters et coll., 1992; Janssens et coll.,
1994; Van den Haesevelde et coll., 1996). Ces virus ne semblent pas pathogenes
pour leur héte naturel. La comparaison des phases ouvertes de lecture des

lentivirus de primates permet de distinguer plusieurs groupes : le VIH-1 et le
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SIVcpz se distinguent par la présence du géne vpu. Le géne vpx caractérise le

VIH-2, le SIVsm et le SIVmac (Chakrabarti et coll., 1987; Hirsh et coll.,1989).

VI Classification des lentivirus de primates

Les analyses des séquences nucléotidiques ou protéiques ont permis de
construire l'arbre phylogénétique représenté dans la figure 15, qui met en
évidence cinq groupes équidistants et distincts : un premier constitué par le
VIH-1 groupe M, groupe O et les SIVcpz, un deuxiéme regroupant les VIH-2,
les SIVsm et les SIVmac, les trois autres groupes étant constitués par les
SIVagm, le SIVsyk et le SIVmnd. Les distances évolutives étant calculées en
déterminant le nombre de substitutions nucléotidiques nécessaires pour passer
d'un génome a l'autre. Il est évident que la proche parenté entre les virus d'un
méme groupe n'est pas le fruit du hasard mais qu'elle représente une histoire

évolutive commune.

Cette classification en cinq groupes pose cependant plusieurs problemes : les
virus humains VIH-1 et VIH-2 se retrouvent dans des groupes distincts de
méme que les virus infectant les singes verts et les sykes alors que ces deux

espéces sont phylogénétiquement proche.
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Figure 15 : Arbre phylogénétique réalisé a partir des proteines Pol des
lentivirus de primates indiquant la présence de cinq groupes évolutifs distincts
(D'apres Sharp et coll., 1994).
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VII Origine du VIH

Des 1984, il est apparu que le SIDA était présent en Afrique centrale, en
particulier au Zaire depuis plusieurs années (Benn et coll., 1985). L'infection la
plus ancienne a été datée de 1959 (Nahmias, et coll., 1986) alors que les
premiers cas américains sont apparus au début des années 80. Cela a suggéré
une origine africaine du virus. En effet, 'analyse moléculaire d'isolats de VIH-
1 provenant d'Afrique a montré qu'ils présentaient entre eux des différences
génétiques trés importantes, supérieures a celles observées entre les isolats
américains et européens. Cette divergence suggere une présence plus ancienne
dans la population africaine (Sharp et coll., 1994). De plus, les souches VIH-1/0
sont trés divergentes des souches les plus répandues actuellement (VIH-1/M)
et I'analyse génétique des souches du groupe O suggére que ces virus pourrait
étre plus anciens que les souches du groupe M (Loussert-Ajaka et coll., 1995).
Les deux hypotheses les plus sérieuses sont :

1- celle d'une origine animale du virus,

2- celle d'un virus humain ancien, préexistant dans certaines populations.

Les résultats actuels semblent confirmer l'origine simienne dans le cas du
VIH-2. En effet, I'analyse phylogénétique a montré que le VIH-2 est trés proche
des souches SIV infectant le mangabé (SIVsm). De plus, certaines souches
SIVsm ont plus d’homologie avec le VIH-2 qu'avec d'autres souches SIVgm
(Hirsch et coll.,1989; Marx et coll., 1991; Peeters et coll., 1994; Chen et coll., 1996).
Ces souches simiennes partagent avec les souches VIH-2 le géne vpx, qui est
absent chez les autres souches de primates. Enfin, le VIH-2 est prédominant en
Afrique occidentale qui est 'habitat naturel des mangabés. Il est probable que
les différents sous-types du VIH-2 proviennent de plusieurs transmissions
interspécifiques a partir de mangabés (Gao et coll.,1994). L'origine du VIH-1

reste plus hypothétique, des études indiquent que les souches du groupe M
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proviendraient toutes d'un ancétre commun qui aurait évolué différemment
selon le type d'héte rencontré (Korber et coll., 1994b).

L'origine simienne récente du SIDA a été contestée par d'autres équipes. Le
seul primate chez lequel on observe une variabilité considérable du virus est
I'Homme lui méme. Aucune espéce de singe ne posséde deux types distincts de
virus comme VIH-1 et VIH-2; ceci suggere que I'Homme est un réservoir
ancien du virus. On suppose que le virus est resté longtemps confiné dans des
populations plus ou moins isolées, ne causant qu'une faible mortalité. Le
déséquilibre écologique dfi aux bouleversement sociologiques récents survenus
en Afrique (exode rural, urbanisation massive...) a entrainé l'apparition de
deux foyers indépendants du SIDA : VIH-1 en Afrique centrale et VIH-2 en

Afrique occidentale.



Présentation du travail

- J

Le travail de thése au sein du laboratoire a porté sur l'étude des
caractéristiques virologiques et moléculaires des infections VIH-1 survenues

lors d’un séjour Outre-mer.

Depuis la découverte des virus VIH-1 et VIH-2 comme agents responsables
du SIDA, plusieurs études ont permis d'analyser les caractéristiques
moléculaires et les mécanismes d'expression des geénes de ces virus ainsi que
leurs complexités génomiques (Meyrs et coll., 1995). Il en découle une grande
variabilité génétique au sein de cette classe de virus. L'analyse phylogénétique
des séquences du géene de l'enveloppe du VIH-1 a révélé l'existence de deux
groupes. Le groupe M, qui comprend 9 sous-types génétiquement différents (A-
[) (Meyrs et coll., 1995) et le groupe O dans lequel sont présents les souches les
plus divergentes, principalement observées au Cameroun ou chez des patients
originaires du Cameroun (Charmeau et coll.,, 1994; Loussert-Ajaka et coll.,
1995). L'impact de ces différents sous-types de virus sur la pathogénese, le
développement de la maladie et la transmission virale reste a élucider. Afin de
déterminer l'histoire naturelle du virus d'une part, et d'autre part, de suivre

I'épidémie causée par le VIH dans le monde, il devient nécessaire de recenser
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et de classer un maximum de souches des différents sous-types. Récemment, il
a été suggéré qu'en Thailande le génotype E pouvait étre associé a un risque de
transmission hétérosexuelle plus élevé que le génotype B; la prédominance du
génotype E pourrait avoir contribué a la diffusion rapide du VIH-1 dans ce pays
(Kunanusont et coll., 1995). La variabilité génétique peut donc avoir un role
sur la dynamique de l'infection, et également avoir un effet sur la sensibilité
des tests commercialisés pour le diagnostic (Loussert-Ajaka et coll., 1994) ainsi
que sur la résistance naturelle vis-a-vis de médicaments anti-VIH (Descamps et
coll., 1995). Enfin, la diversité génétique des virus VIH-1 a des implications
pour le développement de vaccins élaborés a partir d’une souche virale (ou
sous-type), dans la mesure ol un prototype vaccin basé sur un seul type de
virus pourrait ne pas entrainer une réponse immune suffisamment large pour
protéger contre les virus des autres sous-types.

Jusqu'a présent la plupart de notre connaissance de 'histoire naturelle de
I'infection a VIH-1 est liée au génotype B, dans la mesure ou les études ont été
faites sur des cohortes en Europe ou aux Etats-Unis.

A la suite d’un séjour Outre-mer et en dépit d’efforts intensifs de
prévention, prés de 200 militaires frangais ont été contaminés par le virus
VIH-1 entre 1986 et 1996. Ces patients ont séjourné dans des pays ou le
génotype B est rare et out des génotypes divers circulent, et ont donc une forte
probabilité d’étre contaminé par des souches a priori non-B. Les caractéristiques
virologiques de ces souches sont importantes a préciser pour ces patients et le
sous-type génétique impliqué dans leur contamination présente un intérét
majeur sur le plan épidémiologique. Ces patients infectés par des souches non-
B, dont la date et le lieu de contamination sont connus, ayant un suivi médical
régulier donnent l'opportunité d'étudier I’histoire naturelle de l’infection

VIH-1 en fonction de différents génotypes.
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La premiere partie de ce travail a consisté a identifier les génotypes viraux
impliqués dans ces contaminations Outre-mer. Les lieux de contamination
sont principalement I'Afrique ( Djibouti, Tchad, C6te-d'ivoire, Gabon) et I'Asie
(Cambodge). L'objectif a été de déterminer les sous-types du VIH-1 "importés”
en France et d'évaluer la diversité existante entre ces souches. Cette étude nous
a permis d'identifier différentes souches non B, et de mettre en évidence une
grande divergence entre les souches du sous-type A, C et B.

Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié les caractéristiques
virologiques des différents isolats afin de déterminer :

- la corrélation entre les phénotypes biologiques et la progression de l'infection
pour les différents génotypes d'une part, et le stade clinique du patient d'autre
part.

- la corrélation entre les propriétés génétiques et les propriétes biologiques pour

les différents sous-types.



Partie 1

Etude des caractéristiques
moléculaires de l'infection a VIH-1
survenue Outre-mer

I L'objectif:

Identifier les différents génotypes et les caractéristiques génétiques des

souches VIH-1 impliquées dans les contaminations Outre-mer.
Il Population étudiée et méthodes:

61 patients détectés positifs pour l'infection a VIH-1 entre 1986 et 1995 dans
I'armée Francaise ont été inclus dans 1'étude. Pour chaque patient, 'année et le
pays de contamination sont connus. Pour I'ensemble des patients, le génotype
a été identifié dans un premier temps par la technique de 'HMA pour
"Heteroduplex Mobility Assay” en utilisant ED5/ED12 comme amorces

externes et ES7/ES8 comme amorces internes. Cette technique a été effectuée
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technique a été effectuée sur la région V3-V5 de la gp120 de I'enveloppe. Pour
obtenir plus d'informations moléculaires, la région C2V3 de la gpl120 a été
séquencée et une analyse phylogénétique a été réalisée. Les séquences en acides
aminés correspondant a la région V3 ont été alignées puis comparées a la

séquence consensus de la région V3 correspondant a chaque sous-type.

IT1 Résultats

Parmi les 61 patients, 9 étaient déja positifs par VIH-1 au dépistage effectué
systématiquement avant le départ Outre-mer. Les souches isolées de ces
patients étaient toutes de sous-type B. Les 52 autres étaient négatifs avant leur
départ, mais positifs au dépistage anti-VIH effectué a leur retour. La majorité
de ces patients (33/52) avaient travaillé a Djibouti, les autres étaient en service
au Cambodge, Cameroun, République Centrafricaine, Céte d’Ivoire, Gabon,
Guyane, Mayotte et Tchad. Parmi ces 52 patients, nous avons observés que 8
(15.3%) sont infectés par le sous-type A, 20 (38.5%) par le sous-type B, 16 (30.7%)
par le sous-type C, 1 (1.9%) par le sous-type D, 6 (11.5%) par le sous-type E, et 1
(1.9%) par le sous-type F. Tous les patients infectés avec le sous-type C ont
travaillé a Djibouti. Pour les 6 sous-types E, 5 ont été contaminés au Cambodge
et 1 a Djibouti. Les infections avec les sous-types B sont survenues aprés des
séjours a Djibouti (n=11), Cameroun (n=1), Guyane (n=3), Tchad (n=2), Gabon
(n=1), Mayotte (n=1) et Cote d’Ivoire (n=1). Les séquences et l’analyse
phylogénétique de ces souches ont montré que la divergence de ces souches au
sein d'un méme sous-type est relativement importante : 16.4% (6.3 - 21.3%)
pour le sous-type A, 15.6% (7.4 - 22.0%) pour le sous-type B, 14.8% (6.3 - 21.0%)
pour le sous-type C et 5.5% ( 3.1 - 10.8%) pour le sous-type E. L’analyse
phylogénétique fait apparaitre aussi 2 sous groupes parmi les souches des sous-
types A et C. Les souches du sous-type B, ainsi que les souches des sous-types A

et C forment des groupes treés hétérogénes. L’analyse des séquences d’acides
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aminés de la boucle V3 montre que chez les souches du sous-type B, on
retrouve le motif GPGR prédominant, alors que pour tous les autres sous-types
c’est le motif GPGQ. Cependant, on observe des motifs divergents, entre autre
parmi les souches du sous-type B, oll pour certaines, le motif GWGR décrit
uniquement sur des souches Brésiliennes est retrouvé sur deux isolats
provenant de 2 patients contaminés a Djibouti. On observe également le motif
GLGR sur une souche du sous-type B du Cameroun. Ce motif est seulement
présent sur 8 des 967 séquences de la boucle V3 connues et plus spécifiquement
aussi sur une souche Camerounaise du sous-type F. Enfin, pour la premiére

fois, nous avons observé une souche du sous-type C ayant le motif GPGR.

VI Conclusion

Ces résultats montrent que la prédominance des souches du sous type B
pourrait potentiellement se modifier en France, car dans la population que
nous avons étudié, 33/52 patients étaient contaminés par une souche non-B.
Cependant, l'impact sur 1'épidémie en France reste a étudier, car ces patients
ne représentent qu'une minorité de la population infectée par le VIH-1 en
France. IIs montrent aussi que les différentes souches de sous-type A, B et C
sont trés divergentes. La population étudiée constitue une tres bonne base pour
initier une cohorte afin de définir l'impact des différents génotypes sur

I'évolution de l'infection a VIH-I.
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SUMMARY

Objective: to identify the genetic subtypes and genetic characteristics of HIV-1

strains from individuals infected after overseas deployment.

Patients and methods: 61 HIV-1 positive individuals detected between 1986
and 1995 in the French army were included in the study. For each patient the
year and country of HIV infection are known. Genetic subtypes of HIV-1 were
determined with the heteroduplex mobility assay using ED5/ED12 as outer and
ES7/ES8 as inner primers. Strains were further characterized by sequencing
and phylogenetic analysis of the C2V3 region. The amino acid sequences
corresponding to the V3 region were aligned on the basis of the subtyping
results and were then compared to the consensus V3 sequences of the

corresponding subtypes.

Results: Among the 61 patients studied, 9 became infected in France and 52
were HIV negative before overseas deployment but HIV positive at their
return. The majority (n=43) deployed in Africa and a limited number of
patients deployed in Asia (Cambodia, n=5) or Southern America (Guayana,
n=4). The 9 individuals who did not deploy oversea were all infected with
subtype B strains. The majority of the other patients were infected with non-B
strains; 8 subtype A, 20 subtype B, 16 subtype C, 1 subtype D, 6 subtype E and 1
subtype F. Five of the 6 subtype E strains were contracted in Cambodia and 1 in
Dijibouti, and all subtype C strains were from Djibouti. Phylogenetic analysis
revealed a large diversity among the different strains introduced into France.
Analysis of the amino-acid sequences of the V3 loop revealed the introduction

of uncommonV3 loop patterns.
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Conclusion: In the group of HIV-1 infected individuals that we studied and
who deployed overseas 63.4% were infected with non-B strains. In addition,
the subtype A, B and C viruses in this population were very heterogeneous.
Due to the routine occurence of international travel and deployement, in
European countries the predominance of subtype B HIV-1 viruses may change.
However, the possible implications on the dynamics of the HIV-1 epidemic

needs further follow-up.
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INTRODUCTION

Since the discovery of HIV-1 and HIV-2 as causative agents of the acquired
immune deficiency syndrome, much has been learned on their molecular
characteristics, mechanisms of gene expression, and genomic complexity.
Multiple isolates of both viruses have been characterized, their genomes
cloned and their nucleotide sequences determined (1). From these studies we
know that genetic variation is a hallmark of this class of viruses, no two
viruses are alike , and even within a single individual HIV is present as a
quasispecies (2). With the recent characterization of many isolates of HIV from
Africa and from other regions of the world, a phylogenetic structure has
emerged that identified numerous subtypes of the virus. This phylogenetic
analysis revealed two groups of HIV-1 isolates, group M, the major group, with
at least 10 different genetic subtypes (A-J), and group O (1,3). HIV-1 group O
viruses are highly divergent HIV-1 viruses and are mainly found in
Cameroon or among Cameroonians (4,5,6). The geographical distribution of
the different HIV-1 genetic subtypes is not well known, since relatively few
systematic large scale attempts to characterize HIV isolates from different parts
of the world have been done. Preliminary data indicate a very heterogeneous
distribution and dominance of different genetic subtypes depending on the
country analyzed. Subtype B, which includes the prototype strain (HIV-1lai) is
dominant in Europe and North America (1) In Africa, all the known HIV-1
genetic subtypes, including group O, are present and in South-East Asia

subtype E is predominant (7-13).

The relevance of this subtype classification versus the pathogenesis, disease
progression and virus transmission is not yet fully understood. HIV-1 subtypes
may have effects on the sensitivity of diagnostic assays and natural resistence

against anti-HIV drugs (14). Some data suggest that the genetic heterogeneity of
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HIV-1 has immune relevance (15), therefore there is concern that vaccine
products based on subtype B may not generate broad enough immunity to
protect against the other subtypes that occur around the world. Given the wide
dispersal of HIV-1 subtypes internationally, and the occurence of international
travel, it is inevitable that strains other than subtype B will spread in Europe
and the USA. Recently the introduction of A, D and E genotypes into the USA
by 5 individuals of the US army personnel after overseas deployement was
reported (16). Also in Germany, in 9 new HIV infected patients 3 were subtype
E, and 1 was subtype C (17). It is important to monitor the different genetic
subtypes that are introduced in the population in order to study whether the
introduction of non-B genetic subtypes could influence the actual epidemic are
not.
In order to contribute to an evaluation on the importance of HIV-1 infections
with non B subtypes in France we analyzed the HIV-1 genetic subtypes and risk
factors associated with HIV infection in military people selected for overseas
duties. We focused on this population group because they undergo regular
medical visits and the country and period of overseas employement are well
documented, allowing a better analysis of factors associated with presence of

certain HIV-1 genetic subtypes.

MATERIALS AND METHODS

Patients

We analyzed the risk factors and possible contamination sites in 61 HIV-1
positive individuals from the French army. Since 1987 the army personnel
that is selected for overseas deployement is screened for HIV infection in the
year that they are supposed to leave, i.e. between 0 and 6 months before their

real departure. People are retested for anti-HIV antibodies within a period of 3
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months after their return to France. By this way, for each patient the year and
the country of infection are known with a high probability. When the HIV test
is positive, patients are informed and they undergo medical visits at regular

time intervals.

Virus isolation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from the HIV positive patients
were co-cultivated with PHA-stimulated lymphocytes from a healthy (HIV-
negative) human donor in RPMI 1654 medium supplemented with 15% heat
inactivated foetal calf serum, 0.03% L-glutamine, 2ug/ml polybreen, antibiotics
and 20 U/ml recombinant Interleukin-2 (Boehringer, Mannheim, Germany).
The culture flasks were incubated at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. The
medium was replaced every 3 to 4 days, and once a week fresh PHA stimulated
donor lymphocytes were added. The cultures were kept for 6 weeks. The
release of viral particles in the culture supernatant was examined by an HIV

p24 antigen capturing test (Innogenetics, Antwerp, Belgium).

DNA preparation and PCR

DNA was extracted using the IsoQuick isolation kit (Microprobe Corp, Garden
Cove, CA,USA) from cultured PBMCs or primary lymphocytes when viral
isolations were negative. A nested PCR technique was used to amplify viral
genomic regions for HMA and sequencing. For HMA, we used as outer
primers ED5-ED12 and as inners ES7-ES8, which have been described
elsewhere (18). From 0.5 to 1.0 ug of genomic DNA was used under the
following conditions: a first denaturation step for 5 min at 94°C followed by 30
cycles of 94°C for 15 sec, 55°C for 30 sec and 72°C for 2 min, with a final
extension for 7 min at 72°C for the first round. Three microliters from this

amplification were used for the second round with the inner primers using
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the same cycling conditions for 40 cycles. The reaction mixture consists of 50
mM KCl, 10 mM Tris HCl (pH=9), 0.1% Triton X 100, 1.4 mM MgCl2, 20 pmol
of each primer, 0.2 mM of each dNTP, and 2.5 U Taq polymerase.For
sequencing, amplifications were performed on the same starting material with
previously described primers, ED31/ED33 for the outers (31) and BH1E101
(biotinylated) (5 CTGTTTAATGGCAGTCTAGCAGA 3’) and V4
(5CAGTAGAAAAATTCCCC 3’) for the inners. Cycling conditions were as
follows: for the first round 3 cycles of 94°C for 1 min, 37°C for 1 min and 72°C
for 1 min were followed by 32 cycles of 94°C for 1 min, 50°C for 1 min and 72°C
for 1 min with a final extension of 7 min at 72°C. For the second PCR round 25
cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 44°C and 1 min at 72°C were done with a final
extension of 7 min at 72°C. The reaction mixture consists of 50 mM KCl, 10
mM Tris HCI (pH=9), 0.1% Triton X 100, 1.4 mM MgCl2, 20 pmol of each
primer, 0.2 mM of each dNTP, and 2.5 U Taq polymerase. The PCR
amplification products were detected by electrophoresis on a 1% agarose gel

and visualised by ethidium bromide staining.

Heteroduplex formation (HMA)

Heteroduplex molecules were obtained by mixing two divergent PCR-
amplified DNA fragments (the unknown patient strain with a plasmid from
typed reference strains) denaturated at 96°C for 3 min and renaturated by rapid
cooling on wet ice. The reference strains used in this study were the following:
Al (RW20,Ruanda), A2 (IC144, Ivory Coast), A3 (SF170, Ruanda), B1 (BR20,
Brazil), B2 (TH14, Thailand), B3 (SF162, USA), C1 (MA959, Malawi), C2 (ZM18,
Zambia), C3 (IN868, India), C4 (BR25, Brazil), D1 (UG21, Uganda), D2 (UG38,
Uganda), D3 (UG46, Uganda), E1 (TH22, Thailand) E2 (THO06, Thailand), E3
(CAR?7, Central African Republic), F1 (BZ162, Brazil), F2 (BZ163, Brazil), G1
(RU131, Russia), G2 (LBV21-7, Gabon), G3 (VI525, Gabon), H1 (CA13,
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Cameroon), H2 (VI557, Zaire), H3 (VI997, Belgium). The reaction was
performed in 100 mM NaCl, 10 mM Tris HCl (pH 7.8) and 2 mM EDTA in a
final volume of 8 ul. The heteroduplex formation was resolved by
electrophoresis analysis at 250 V for 3 hr on a nondenaturing 5%
polyacrylamide gel in TBE buffer (88mM Tris borate, 89mM boric acid, 2 mM
EDTA) and was detected after being stained with ethidium bromide. The
electrophoretic mobility of the heteroduplexes was inversely proportional to

the sequence divergence of the two annealed strands.

DNA sequencing

Amplified products were purified by immobilisation on streptavidin coated
magnetic beads (Dynabeads M280-streptavidin ,Dynal AS, France). Both strands
were separated by denaturation with NaOH and were purified separately.
Sequencing primers were H1E101 ( 5’ AATGGCAGTCTAGCAGAA 3’) (forward)
and H1E203 ( S GTAATTTCTAAATCCCCTCCTGAG 3’) (reverse). Cycle
sequencing was performed using fluorescent dye terminator technology (dye
terminator cycle sequencing with AmpliTagR DNA polymerase FS, Perkin
Elmer) according to the instructions of the manufacturer. Electrophoresis and
data collection was done on an Applied Biosystems 374 automatic DNA

sequencer.

Phylogenetic analysis

Nucleotide sequences were aligned by using Clustal V (19) program with
minor manual adjustments considerating their predict proteine sequence.
Regions that could not be aligned unambiguously, due to length or sequence
variability, were omitted from the analysis. The newly determined C2V3
nucleotide sequences were aligned with known HIV-1 sequences representing

different genetic subtypes and the sequence of SIVcpz-gab. The previously
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reported HIV-1 sequences are the following: CAS, LAI, and MN for subtype B;
NDK and ELI for subtype D; U455 and KE 89 for subtype A; BZ-126AC for
subtype F; ZAM20, NOF and D]J2591 for subtype C; CAR4017.2 and TN2432 for
subtype E. Evolutionary distances were computed using Kimura’s empirical
two-parameter period. A distance matrix was then used to estimate
phylogenetic relationships by the neighbourjoining method (20) . Reliability of
the branching orders was confirmed by the bootstrap approach (21). All
analyses were performed using CLUSTAL V (22).

RESULTS

Population studied

A total of 61 HIV positive individuals were studied. All these persons were
selected for overseas deployement and were tested for HIV antibodies in the
year that they are supposed to leave overseas. Among the 61 individuals, 9
tested positive for HIV antibodies (screening by Elisa and confirmation by
Western blot) at this initial visit and were therefore not allowed to deploy
oversea. Since their test was positive at the screening visit and based on their
epidemiological history they most probably became infected with HIV in
France. None of them had a history of intravenous drug use or transfusion
with blood or blood derived products. The other 52 individuals were HIV
negative at the initial visit but were positive when they came back to France,
and therefore most probably became infected overseas. Also none of these 52
patients had a history of IVDU or blood transfusion. Table 1 summarizes for all
the patients in our study, the year of infection or diagnosis , age, risk of HIV
exposure, the country of overseas duty and the genetic subtype as determined
by HMA and/or sequencing of the C2V3 region. For the individuals who tested

positive after deployement overseas, the year of HIV diagnosis corresponds to
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the year of HIV infection. The mean age for our patients was 33.5 years ranging
from 26 to 54 years. The majority of the HIV infected individuals deployed in
Djibouti (East-Africa) (n=33). The remaining 19 cases performed duties in
Cambodia (n=5), Central Africa ( Cameroon (n=1), Central African Republic
(n=4), Gabon (n=1) and Tchaad (n=2)), West-Africa (Cote d’Ivoire (n=1)),
Mayotte (located in the Indian Ocean above Madagascar) (n=1) and French
Guayana (n=4). Only one women was included in the study, she was positive

by the initial screening visit (MP 39).

Genetic subtyping of HIV-1 strains

In order to determine the genetic subtype of the HIV-1 viruses, HMA was
performed on heteroduplexes obtained by reannealing the 0.7 kb env PCR
product, corresponding to the V3-V5 region, of each sample with the
corresponding PCR products of the HIV-1 reference strains. All subtype
assignments were based on reactions with the reference sequences. In this
group of patients 6 different genetic subtypes (A,B, C, D, E and F) were
identified by HMA and C2V3 sequences as shown in Table 1. Significantly
more B subtypes were observed in the patients who acquired HIV-1 infection
in France, 9/9 (100%) versus 20/52 (38.5%) in patients who went on overseas
duty. Among the 52 patients who acquired HIV infection after overseas
employement, 8 (15.3%) were infected with subtype A, 20 (38.5%) with subtype
B, 16 (30.7%) with subtype C, 1 (1.9%) with subtype D, 6 (11.5%) with subtype E
and 1 (1.9%) with subtype F.

All the 16 HIV-1 subtype C infected individuals employed in Djibouti. Five of
the 6 subtype E infected individuals employed in Cambodia and 1 in Djibouti.
Subtype A infections were acquired after employement in French Guyana
(n=1), Djibouti (n=5) and Central African Republic (n=2). Subtype B infections

were acquired in Djibouti (n=11), Cameroon (n=1), French Guyana (n=3),
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Tchaad (n=2), Gabon (n=1), Mayotte (Comores Island)(n=1) and Cote d’Ivoire
(n=1). Subtype D and F were acquired in the Central African Republic.
Since 1987 non-B HIV-1 strains are introduced into France by this population
group and since then the number and the variety of non-B strains is

increasing.

Nucleotide sequence and phylogenetic analysis of the C2-V3 region

In order to complete the qualitative analysis started by HMA analysis,
approximately 260 bp (the C2-V3 region of the env gene) were sequenced
directly from the PCR products. The nucleotide sequences were compaired
pairwise and the homology rates were obtained by alignment analysis. The
nucleotide homologies were calculated and the average divergence within the
different genetic subtypes is as follows: 16.4% ranging from 6.3% to 21.0% for
subtype A strains, 15.6% ranging from 7.4% to 22.0% for subtype B strains,
14.8% ranging from 6.3% to 23.9% in subtype C and an average of 5.5% between
3.1% to 10.8% for type E. The highest homology was observed between the type
E strains.

In order to perform phylogenetic studies, the nucleotide sequences from our
study were aligned among themselves and with data bank sequences, in
particular with HIV-1 sequences from the different clades (A-H) and with the
chimpanzee SIVcpz-gab strain as an outlier and a phylogenetic tree was
constructed (Fig 1). The genetic subtypes identified by HMA analysis were
confirmed in the phylogenetic analysis. For 7 HIV-1 strains it was not possible
to type them by HMA, because the amount of amplified product was too low or
PCR with ES7-ES8 primers remained negative, probably due to too many
mismatches between primers and target DNA. These strains were identified by
the phylogenetic analysis of the C2V3 sequences as subgroup A (n=1), subgroup
B (n=4), subgroup C (n=1) and subgroup E (n=1). The phylogenetic analysis of
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group A and C suggests two clusters , although supported by relative low
bootstrap values. The possible geographic origin of the subtype A strains is
very diverse. This group includes isolates from Djibouti, Céte d'Ivoire, Central
African Republic and French Guyane and the infections occured between 1987
and 1995. The group C strains originated all from Djibouti, however the
infections were acquired at different periods, between 1990 and 1995.

The group E strains formed a small cluster and there was less variability in this
subtype, 5 of the 6 E strains were from Cambodia and these individuals were
infected between 1992 and 1993. The only F strain obtained from a patient after
deployement in the Central African Republic cluster with the reference strains
from genetic subtype F. The B strains were obtained from different geographic

regions and form a heterogeneous group.

Analysis of the V3 loop

In order to verify the impact of the nucleotide variations on peptide
composition, the V3 loop amino-acid sequences were also studied. The
alignment of the deduced amino acid sequences of the HIV-1 region are shown
in table 3 . The amino acid sequences corresponding to the V3 region of the
HIV-1 strains from our study were aligned on the basis of the subtyping results
and they were compared to the consensus V3 sequences of the corresponding
subtypes (data not shown). The different genetic subtypes of HIV-1 identified in
our study present distinct V3 loop patterns. Only in the B subtype GPGR is the
most common tip of the V3 loop, globally for the other genetic subtypes GPGQ
is more prevalent. All the subtype A and E strains had the GPGQ tetramer.
Among the 14 subtype C strains, 13 were GPGQ and one was GPGR. Twelve of
the 16 subtype B strains were GPGR, from individuals infected in France and
Djibouti. The GWGR motif was observed in 2 individuals contaminated in

Djibouti and the GLGR motif in a strain most probably from Cameroon. In 6 of
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the 15 subtype C strains from our study the highly conserved N-linked
glycolysation site proximal to the first cysteine in the loop was present. Also in
the phylogenetic tree these isolates from a separate group ( MP003, MP019,
MP041, MP129, MP197 and MP(098).

DISCUSSION

Early studies in Europe noted that the first heterosexual AIDS cases were
amongst travellers,expatriates and workers returning from abroad and the role
of cross-border travel in the transmission of HIV was recognized soon after
AIDS was first described(23). Given the wide dispersal of HIV-1 subtypes
internationally and the routine occurence of international travel, it is
inevitable that HIV spreads but also that other than subtype B viruses will
eventually spread in Europe and the USA.

The genetic subtypes of HIV-1 in our study were determined by the
heteroduplex mobility assay (HMA) and by phylogenetic analysis of the C2V3
sequences from the envelope region. The genetic subtypes identified by HMA,
were identical to those obtained by the phylogenetic analysis based on the
corresponding V3 sequences. This confirms the accuracy of HMA for genetic
subtyping.

This study demonstrates that other than subtype B HIV-1 strains are entering
France. In the population that we studied, approximately 53% of the newly
detected HIV-1 cases were non-B subtypes. Even more, in the group of HIV
infected individuals who employed overseas, 32 on 52 patients (61.5%) were
infected with a non-B HIV-1 strain. In addition, the HIV-1 subtype B viruses
observed in this population were very heterogeneous. Two B strains from
individuals infected in Djibouti showed the GWGR pattern at the tip of the V3
loop. This pattern was previously only observed in subtype B strains from

Brazil and Paraguay (1). One B strain had the GPGK tetramer motif, previously
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described in a limited number of B strains from Europe and the USA and in 2
A strains from Uganda and Central African Republic. One strain from a patient
infected in Cameroon showed the GLGR tetramer motif, among the 967 V3
sequences from all over the world described in the Los Alamos data base (1),
this motif has only been described in 6 B strains, 1E strain from Thailand and 1
F strain from Cameroun. Among the subtype C strains, one had the GPGR
tetramer motif typical for B strains, this is the first C strain described with this
sequence at the tip of the V3 loop. For the majority (48/55) of the subtype C
strains described in the Los Alamos Data base, the highly conserved N-linked
glycosylation site proximal to the first cysteine in the loop is absent, but in our
study in 40% (6/15) of the C strains this glycosylation site is present. In
addition, in the phylogenetic tree, these strains seem to cluster in one
group.However the two clusters of subtype C strains are only supported by
65% bootstrap values and sequences of longer envelope fragments are necesary
to confirm this. Divergent forms of the V3 loop may have very different
biological and immunological characteristics from viruses which are similar to
the consensus. In the population group that we studied the introduction of
non-B strains and subtype B strains with an uncommon V3 loop motif started
already in 1987.
Surprisingly, a high number of indiviudals became infected with subtype B
strains. One of the possibilities is that they became infected with HIV in France
during the period between the HIV test and their real departure, but it seems
rather impossible that 38% of individuals became HIV positive during this
relatively short period which varies between 0 and 6 months. French Guyana
is located in South America were the majority of HIV-1 infections are subtype
B. Many of the subtype B infections were contracted in Djibouti which is
located at the tip of East Africa. In this small country, several western nations
have an important military basis which means a rather important population

of expatriates in this country. One of the possibilities is that subtype B strains
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have been introduced in this community by the expatriates and that this

strains circulate in certain networks of prostitutes.

The possibility exists that biological or immunological differences among HIV-
1 subtypes can have implications on transmission and efficiency of vaccines.
To date, studies of HIV-1 and HIV-2 have provided clear evidence of
differences in transmissibility of viral strains. Prospective cohort studies have
shown lower mother to child transmission rates for HIV-2 compared to HIV-1
as well as less efficient rates of sexual transmission (24-26). In Thailand, the
seroconcordance in couples is significantly higher in patients infected with
subtype E strains than with subtype B (27), suggesting a higher risk of
heterosexual transmission for subtype E HIV-1 viruses. In vitro findings
suggesting that subtype E viruses grow more efficiently in Langerhans cells
from genital tract mucos than do subtype B viruses (28), raise the possibility
that the enhanced transmissibility of subtype E viruses is related to an intrinsic
property of subtype E. However, further epidemiological and in vitro studies
are necesary to confirm or not the eventual higher sexual transmissibility of
subtype E viruses. Since in France the last 3 years HIV infection is decreasing in
the homosexual population but continues to increase in the heterosexual
population and in intraveneous drug users (29), the introduction of non-B
subtypes could modify the HIV epidemic in futur. This was the case in
Thailand, between 1988 and 1993 the proportion of subtype E infections among
in injecting drug users in Bangkok increased from 2.6% to 43.8% (30,31).
However the impact of non-B strains on the epidemic in France has to be
analyzed more in detail and in a prospective way. The returning army
personnel represents only a small proportion of the HIV infected people in
France and their influence in futur on changing the predominance of subtype

B strains in France will be limited. A study in Belgium showed that non-B
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HIV-1 subtypes have been present in Belgium for some time without any

evidence of an epidemic among heterosexuals. (32)

As with diagnostic tests for HIV-1, most vaccine candidates have been based on
subtype B and not on subtypes prevalent in some geographic regions. It is,
however important to confirm if neutralization efficiency is strongly
influenced by the degree of genetic heterogeneity predicted by the subtypes.
Kostrikis et al. showed that neutralization serotypes do not directly correlate
with HIV-1 genetic subtypes (33), however a more extended study is necessary
to identify the exact number and nature of all neutralization serotypes of HIV-
1. A vaccine developed with a subtype B strain can be less efficient in
developing countries or in certain population groups in Europe which are
preferentially infected with non-B strains.

.As our understanding of the significance of different genotypes and
phenotypes increases, knowledge of their frequency and distribution will play
an important role in a timely and effective response to the HIV pandemic. The
concerns related to the genetic variability discussed above emphasize the
importance to monitor the molecular epidemiology of HIV by systematically
collecting isolates from different populations with various transmission risk
factors to help understand the degree of genetic diversity within subtypes and
what subtypes predominate in these populations. Our study together with
other reports clearly documents that other than subtype B HIV-1 stains have
entered the western hemishere from Africa and Asia. Even within the subtype
B strain svariants have been introduced with V3 loop sequences which were
previously observed in Brazilian HIV-1 subtype B strains (GWGR motif of the
tip of the V3 loop). In the near futur, subtypes of new HIV infections should be
taken into account, to follow the natural history of the disease and the effect of
antiviral therapy on the different genetic subtypes. For the population that we

studied, the year of HIV infection is known and since then the individuals
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undergo a regular and intensive clinical and immunological follow-up. This
group of individuals forms a good basis to initiate a prospective study on the

eventual impact of the HIV-1 genetic subtype on the disease progression.
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Table 1: Epidemiological summary from the HIV-1 infected individuals

included in the study.
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e Year of Epidemiological | Risk country of | HIV-1 genetic Sub

h8 diagnosis P gposurg overseas drlitv HI\%A C2v3 gggnce
MP 023 38 1987 Heterosexual 1boutl
MP 058 39 1989 ~ Heterosexual CA
MP 117 34 1990 Heterosexual Guyane
MP 020 34 1991 Heterosexual ibouti
MP 031 42 1992 Heterosexual Diibouti
MP 033 36 1992 Heterosexual ~ Dyjibouti
MP 026 27 1993 Heterosexual ~ Dybouti
MP 246 38 1995 Heterosexual RCA
MP 013 4 1986 ‘Heterosexual -
MP 027 32 1987 Heterosexual? Tchaad
MP 032 33 1987 Heterosexual Tchaad
MP 122 5 1987 ‘Heterosexual Cameroon
MP 053 | 43 1988 Heterosexual ~ Djibouti
MP 006 | 41 1989 ‘Heterosexual Mayotte
MP 007 T 29 1990 ‘Heterosexual ~Diibouti
MP 029 | 34 1990 Heterosexual ~Djibouti
MP 024 31 1990 Heterosexual -
MP 078 3 1991 Heterosexual ~Djibouti
MP 018 31 1991 Heterosexual
MP 093 32 1991 Heterosexual ~Djibouti
MP 054 | 39 1992 Heterosexual Cote Ivoire
MP 045 39 1992 Heterosexual - Djibouti
MP 052 36 1992 Heterosexual ~Djibouti
MP 016 | 27 1992 Heterosexual -
MP 051 29 1993 ‘Heterosexual? Gabon
MP 159 23 1993 ~ Heterosexual Diibouti
MP 025 34 1993 Heterosexual | ‘Guyane
MP 036 54 1993 Heterosexual “Djibouti
MP 047 | 33 1993 Heterosexual Guyane

MP 039 29 1994 Heterosexual

MP 077 42 1994 Heterosexual?? -

MP 030 28 1994 Heterosexual -
MP 034 29 1994 Heterosexual -
MP 061 26 1995 Heterosexual Djibouti
MP 110 41 1995 Heterosexual -
MP 201 | 24 1955 Heterosexual Guyane
MP 329 30 1995 Heterosexual Djibouti
MP 019 40 1990 Heterosexual Dyboutt
MP 003 | 40 1991 Heterosexual Dijibouti
MP 040 35 1991 Heterosexual ‘Diibouti
MP 197 32 1991 Heterosexual ‘Djibouti
MP 041 31 1992 Heterosexual Diibouti
MP 043 25 1992 Heterosexual ibouti
MP 130 30 1992 Heterosexual Djibouti
MP 148 8 1992 Heterosexua Dijibouti
MP 037 3 1993 Heterosexual Diibouti
MP 129 44 1993 Heterosexual Djibouti
MP 169 27 1993 “Heterosexual “Djibouti
MP 300 31 1993 ‘Heterosexual Diibouti
MP 098 2 1964 Heterosexual Djibouti
MP 102 27 1994 Heterosexual Dyibouti
MP 292 | 24 1994 Heterosexual Dyjibouti
P 083 32 1995 Heterosexual Dpbouti
MP 153 32 1995 Heterosexual RCA
Heterosexual
"MP 059 | 31 1992 Heterosexual Cambodge
MP 038 9 1993 Heterosexual Cambodge
“MDP 044 27 1993 Heterosexual Cambodge
MP 048 26 1993 Heterosexual Cambodge
‘MP 126 | 26 1993 Heterosexual Cambodge
~ MP 323 1995 Heterosexual Diibouti

- EmmAm- d [AdaA [AAAAAA A A A w-a-%éww-dmwwwww-m%wwmwmmwmﬂﬂ >ﬁﬁﬁ>>.>
m AmAmAm v nEnnonnnnnqnnnnn wwwwwwmwmwwwmawmwmmﬁ%ﬂwjmﬁjmé ﬁ>>>ﬁﬁﬁﬁ

‘MP 084 39 1992 Heterosexual RCA
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Figure 1: Phylogenetic tree based on 260 unambiguously aligned positions o f
the HIV-1 env gene C2V3 region from 51 new HIV-1 isolates and 13 HIV-1
reference strains representing different genetic subtypes. The tree was rooted
with a corresponding region of teh chimpanzee SIVcpz-gab isolate being used
as an outgroup. The analysis was performed as described in Materials and

Methods.
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Partie 11

Etude du phénotype biologique du
VIH-1

I Introduction

Depuis la découverte du VIH-1 et du VIH-2 comme agents responsables du
syndrome de I'immunodéficience acquise (SIDA), on a beaucoup appris sur la
pathogénése de la maladie ainsi que sur les caractéristiques génétiques,
biologiques, et antigéniques du virus. Ces études ont permis de mettre en
évidence la caractéristique majeure de cette classe de virus : la variabilité
génétique. Deux virus ne sont jamais identiques; un patient ne présente pas un
seul virus mais une quantité de virus apparentés, tous dérivés les uns des
autres. Ces variants distincts génétiquement sont désignés par le terme de
quasi-especes (Wain-Hobson, 1989). La caractérisation récente de nombreux
isolats provenant de différentes zones géographiques a précisé les relations
phylogénétiques entre ces isolats. L'analyse a permis de subdiviser ces virus en
deux groupes: le groupe M (pour "Major") contenant 9 sous-types

génétiquement différents (A a I), et le groupe O (pour "Outlier") dans lequel
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sont regroupées les souches les plus divergentes, principalement observées au
Cameroun (Charneau et coll., 1994; Loussert-Ajaka et coll.,, 1995). Les résultats
actuels indiquent que la distribution des différents génotypes est hétérogene et
que la prévalence relative de chacun des sous-types differe selon les pays. La
variabilité existe aussi au niveau des propriétés biologiques "in vitro". Ces
différences biologiques telles que le tropisme cellulaire, la capacité d'induire la
formation des syncytia et la capacité de réplication ont été suggérées comme
déterminantes dans la pathogénese du VIH-1 (Termette et coll.,, 1989; Koot et
coll., 1992; Connor et coll., 1993; Connor et Ho, 1994, Richman et Bozette, 1994).
Au début de la phase asymptomatique, les variants qui se répliquent trés
lentement sont prédominants, ils ont un tropisme pour les
monocytes/ macrophages et n'induisent pas la formation des syncytia sur la
lignée cellulaire MT2 (Schuitemaker et coll. 1992; Cornelissen et coll., 1995).
Ces variants NSI qui peuvent se développer dans les macrophages, auraient
un rdle important dans la persistance virale, et permettraient au virus
d'infecter certains types de tissus tel que le cerveau (Miedema et coll,, 1994). Le
patient peut alors évoluer rapidement vers le stade SIDA ou rester en phase
asymptomatique. Au cours de I'évolution de la maladie, le taux de réplication
des virus augmente (Tersmette et coll.,, 1989a; Connor et Ho, 1994), et le
tropisme pour les macrophages diminue (Schuitemaker et coll. 1992).
Plusieurs auteurs ont rapporté la présence de souches SI dans 50 a 60 % des cas
de SIDA (Tersmette et coll., 1988; Koot et coll., 1992). L'apparition des variants
SI est corrélée avec une diminution plus rapide du taux de cellules T CD4t,
entrainant un mauvais pronostic pour le patient puisque le patient évoluera
rapidement vers le stade SIDA (Schuitemaker et coll., 1992; Koot et coll., 1993a,
Connor et coll., 1994). Cependant, Richeman et collaborateurs ont observé que
le stade final de la maladie est déterminé par le nombre de lymphocytes CD4+
restant et non par le type de variants présents a ce moment de la maladie. La

plupart des patients peuvent atteindre le stade final sans jamais avoir
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développé de variants SI (Donaldson et coll, 1994; Kasper et coll.,, 1994).
Certains auteurs suggerent que le phénotype biologique du virus joue un role
dans l'efficacité de la thérapie: l'efficacité du traitement par la Zidovudine
parait étre dépendant du phénotype biologique, et l'effet bénéfique du
traitement est observé chez les patients présentant des souches NSI (Koot et
coll., 1993b). La classification des isolats viraux en SI ou NSI a donc été
considérée par plusieurs équipes comme fondamentale dans l'évaluation des
essais antiviraux (Karlsson et coll., 1994a; Richman, 1994), dans le pronostic de
la progression de la maladie (Koot et coll.,1993a; Karlsson et coll., 1994b) et dans
la transmission du virus (Scarlatti et coll., 1993;Fiore et coll., 1994).

Les régions hypervariables de l'enveloppe du VIH-1 semblent responsables
du tropisme ainsi que du phénotype biologique du virus. Plus précisément, la
région V3 serait impliquée dans le tropisme du VIH-1 (O'Brien et coll., 1990;
Westervelt et coll.,, 1992) et dans la capacité a induire la formation des syncytia
(De Jong et coll,, 1992; Fouchier et coll.,, 1994). De plus, la boucle V3 de
I'enveloppe jouerait un rdle trés important dans la prédiction du phénotype
biologique SI ou NSI (De Jong et coll., 1992; Fouchier et coll., 1994), et la charge
des acides aminés en position 11 et 25 peut prédire la présence ou non de
variants SI ou NSI (DeJong et coll., 1992, Fouchier et coll., 1992, Keys et coll.,
1993). En effet, la présence d'acides aminés chargés négativement ou neutres
prédit des isolats NSI alors que la présence des acides aminés chargés
positivement prédit des isolats SI. Cette corrélation de la séquence génétique de
la boucle V3 et le phénotype peut offrir la possibilité d'avoir un test de criblage
facile et rapide pour la prédiction du phénotype biologique. La classification des
isolats en phénotype Sl ou NSI a été considérée par plusieurs auteurs comme
étant fondamentale pour ['évaluation de la progression de la maladie. Les
études sur la relation entre la boucle V3 et la capacité d'induire la formation
des syncytia ont été principalement réalisées pour des variants VIH-1 de sous-

type B. Une quantité limitée de virus non-B a été étudiée afin de déterminer la
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corrélation entre le phénotype prédit et le phénotype biologique (DeWolf et
coll., 1994; Zhong et coll., 1995). Cependant, Holm-Hansen et collaborateurs ont
rapporté l'absence de corrélation entre le phénotype SI/NSI et la séquence V3
chez des virus de sous-type F. En outre, les connaissances sur le phénotype
biologique et sur la progression de la maladie ont été essentiellement limitées
pour les virus de génotype B. Nous ne savons pas si de telles caractéristiques
biologiques s'appliquent a d'autres souches appartenant a des génotypes

différents.

Dans cette étude, les objeciifs sont de :
- Déterminer si la corrélation entre le phénotype prédit et le phénotype
biologique décrit pour les différents virus de sous-type B, existe aussi pour les
autres sous-types, tel que le sous-type C pour lequel les informations sont rares.
- Analyser si 'association entre les phénotypes biologiques des infections a
VIH-1 non-B est également corrélée avec une diminution des lymphocytes
CD4t et avec la durée de l'infection par le VIH-1 comme pour les infections du

VIH-1 de sous-type B.

I1 Matériels et méthodes -

I1.1 Patients

82 prélevements obtenus de 75 patients dont la plupart sont déja décrits
dans le chapitre précédant ont été étudiés. Tous ces patients sont des militaires
frangais contaminés par le VIH-1 lors d'un séjour outre-mer. Parmi ces
prélevements, 11 sont de sous-type A ( 13,41%), 42 de sous-type B (51,2%), dont
4 correspondent au suivi, 19 de sous-type C (26%), 9 de sous-type E (10,9%),
dont 3 correspondent au suivi, et 1 de sous-type F (1,23%). Ces différents isolats

ont été identifiés dans le travail précédent (Lasky et coll., 1996).
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I1.2 Isolement viral

Les virus sont isol{s a partir des PBMCs (pour "Peripheral Blood
Mononuclear Cells") de patients infectés par le VIH par coculture avec des
PBMCs de donneurs de sang sains (VIH négatifs) préalablement activés par la
phyto-hémagglutinine (PHA) dans du milieu RPMI 1640 complémenté avec
15% de sérum de veau foetal désactivé, 0,03% L-glutamine, 2ug/ml polybrene,
antibiotiques, et 20 U/ ml d'Interleukine-2 (Boehringer, Mannheim, Germany).
Les cultures sont incubées a 37°C dans une atmosphere humide de 5% de CO2.
Le milieu est remplacé tout les 3 a 4 jours et une fois par semaine, 106 PBMCs
de donneurs sains fraichement stimulées a la PHA (1ug/ml) sont ajoutées. La
présence de particules virales dans le surnageant des cultures est vérifiée par le
test de capture de I'antigéne VIH P24 (Innogenetics, Antwerp, Belgique). Les

cultures sont maintenues 6 semaines.
I1.3 Caractérisation des phénotypes biologiques

La capacité d'induire la formation des syncytia est déterminée sur la lignée
cellulaire MT2, comme décrit par Koot et coll.,1992. Brievement, 106 PBMCs
provenant d'une culture dont le test de capture de l'antigéene VIH P24 est
positif (DO p24>3) sont mis en coculture avec 2 106 cellules MT2 dans 5 ml de
milieu Iscoves (Gibco) complémenté avec 10% de sérum de veau foetal
inactivé, 0,03% L-glutamine, 2ug/ ml polybréne, antibiotiques. La formation de
syntycia est vérifiée deux fois par semaines, les cellules sont resuspendues dans
1/4 de milieu frais. L'isolat est considéré comme souche SI, si on observe des
cellules géantes multinucléées au microscope inversé et si le test de capture de
l'antigéne VIH P24 est positif. Les cultures sont maintenues 4 semaines avant

de déclarer la souche NSI.
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I1.4 PCR et séquengage

Les séquences des 65 isolats ont été réalisées par séquengage direct de
produit PCR comme décrit dans le chapitre précédent. Pour les sept isolats
discordants, les séquences de plusieurs clones (M13) ont été effectuées.

L'ADN est extrait des PBMCs de culture en utilisant le Kit d'extraction

"Isoquick” (MicroprobeCorp., GardenGrove CA, USA). L'amplification de la
région C2C3 de l'enveloppe est réalisée par "Nested PCR". Le mélange
réactionnel comprend 1png d'ADN extrait, 20pmol d'amorces, 0,2mM de chaque
dNTP, 2,5U Taq DNA polymérase (Promega), 50mM KCI, 10mM Tris-HCI
(pH=9 a 25°C), 0,1% TritonX100, et 1,4mM MgCI2. Les premiéres amorces
utilisées dans l'enveloppe gp120 sont ED31/ED33 décrites par Delwart et
collaborateurs (1993).
Les conditions de l'amplification sont les suivantes: 3 cycles avec une
dénaturation a 94°c pendant 1min , une réassociation a 37°c pendant 1min,
une élongation a 72°c pendant 1min, ensuite 32 cycles avec une dénaturation
de 94°c pendant 1min , une réassociation de 50°c pendant 1min, et une
élongation de 72°c pendant 1min, suivie d'une élongation finale de 7min.
1,5u] ADN de cet premieére réaction sont soumis a une seconde amplification
de 25 cycles : dénaturation a 94°c pendant 1min , réassociation a 44°c pendant
1min, extension a 72°c pendant 1min suivie d'une extension finale de 7min.
Les secondes amorces sont HE110 (5'-AATGGCAGTCTAGCAGAA-3") et V4
(5'-CAGTAGAAAAATTCCCC-3). Les produits d'amplification sont visualisés
apres migration sur un gel d'agarose 1% en présence de bromure d'éthidium.

Les produits d'amplification sont purifiés avec un kit "Wizard" (PCR Preps
DNA purification system, Promega). Le produit purifié est soumis a I'action de

la DNA polymérase de Klenow / T4 polynucléotide Kinase dans un volume de
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100ul comprenand 2U Klenow, 10U Kinase, ImM ATP, 0,2mM dNTPs et 1X

final de tampon kinase.

Le fragment a bout franc phosphorylé est inséré dans le vecteur M13
préalablement linéarisé par coupure franche (digestion Smal), et
déphosphorylé (Amersham). Des bactéries éléctro-compétentes Escherichia coli
de souche XL1 sont transformées par 3 a 5ul de la ligation, puis étalées sur
boite H plate en présence de 2% Xgal et 2% d'IPTG. Aprés 5h de culture du
phage recombinant, la présence de l'insert est vérifiée par PCR avec 10ul de
culture dans les conditions décrites plus haut. Les matrices sont séquencées en
utilisant le kit "Taq FS Dye DeoxyIM Terminator cycle sequencing Kit"
(Applied Bio System). Les séquences sont analysées a I'aide d'un séquengeur
automatique Applied Biosystems 373A DNA Sequencer. 4 a 13 clénes par

patients ont été analysés.
I1.5 L'analyse des séquences proteique de la boucle V3.

Les séquences protéiques de la boucles V3 sont alignées a l'aide du
programme multialignement de Clustal V (Higgins et Sharp, 1989). Ensuite les
phénotypes prédisant 1'état SI ou NSI sont déterminés selon la méthode
décrite par Fouchier et collaborateurs (1992), et par De Jong et collaborateurs
(1992). Cette prédiction est déterminée par la charge éléctrique des acides

aminés en position 11 et/ou 25 de la boucle V3.

1.6 Numération des lymphocytes CD4¥

La détermination du nombre de lymphocytes CD4* est réalisée par
cytométrie de flux en utilisant un Facscan avec des anticorps monoclonaux

commercialisés (Beckton Dickinson, San Jose, CA, USA).
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III Résultats

II1.1 Prévalence des virus NSI dans la population étudiée

26,8% (22/82) des isolats viraux étudiés sont des souches SI sur la lignée
cellulaire MT?2, les 60 isolats restants (73,1%) sont des isolats NSI. Par sous-type
génétique, la distribution des souches NSI est la suivante : 8/11 (72,7%) parmi
les souches de sous-type A, 25/42 (69,5%) parmi le sous-type B, 6/9 (66,6%)
parmi le génotype E et 100% (1/1) parmi le sous-type F. toutes les souches du
sous-type C (19/19) sont NSL

II1.2 Prévalence des virus SI en fonction du nombre de lymphocytes CD4t et
de la durée d'infection.

Pour 68 isolats obtenus a partir de 61 patients, le nombre de lymphocytes
CD4* a été déterminé. L'analyse du phénotype en fonction du nombre de
lymphocytes CD4* montre l'apparition de souches SI dans 29,4% (20/68) des
cas étudiés. Plus de 50% d'isolats SI (11/20) ont été isolés chez des patients dont
le nombre de lymphocytes CD4* est inférieur a2 100 T4/ mm3, 2 isolats (10%) de
patients dont le nombre de lymphocytes CD4" est compris entre 100 et 200
T4/mm3, 2 isolats, de patients dont le nombre est compris entre 200 et 500
T4/mm3, et 5 isolats, de patients dont le nombre de lymphocytes CD4* est

supérieur a 500 T4/ mm3 (Figure 1).
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Figure 1: Pourcentage de souches Sl en fonction du nombre de lymphocytes

CD4t-

La corrélation entre la présence des souches SI et le taux de lymphocytes

CD4+ a été analysée en fonction des génotypes (tableaul).

Génotype Nombre de lymphocytes CD4*/ mm3
<100 100-200 200-500 >500
A 2/2 0/0 0/7 0/0
B 9/14 2/4 1/10 4/9
C 0/0 0/1 0/9 0/3
E 0/0 0/1 1/5 1/2
F 0/0 0/0 0/1 0/0

Tableau 1: Nombre de souches SI en fonction du taux de lymphocytes CD4+
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Pour le sous-type A, les souches SI sont présentes chez des patients dont le
nombre de lymphocytes est inférieur a 100 T4/ mm3, plus précisément de 2 a 32
T4/mm3 ( MP023 et MP114).

Pour le génotype B, les souches SI sont présentes chez des patients a
différents stades de la maladie : le taux de lymphocytes CD4 varie entre 19 et
743 T4/ mm3. 9/ 16 isolats de sous-type B sont présents chez des patients ayant
un taux de lymphocytes CD4* inférieur a 100 T4/mm3. 7/ 16 isolats de sous-
type B sont présents chez des patients dont le nombre de lymphocytes CD4* est
supérieur a 100 T4/mm3.

Parmi les 3 isolats SI de patients dont le nombre de lymphocytes CD4* est
supérieur a 500 on a:

-1 patient infecté depuis juin 1993 dont le premier prélevement était NSI
(MP279).

- 2 patients infectés depuis plus de 10 ans.

Dans notre étude, les isolats SI observés chez des patients ayant un taux de

lymphocytes CD4" élevé appartiennent aux génotypes B et E.
En ce qui concerne les souches de sous-type C, I'ensemble des isolats sont NSI.
92,3% des souches NSI sont observés chez des patients ayant un taux de
lymphocytes CD4* compris entre 225 et 571 T4/ mm3. Un seul patient (MP169)
posséde un taux de lymphocytes CD4 de 138 T4/ mm3.

2 souches de sous-type E sont devenues SI alors que les patients ont un

taux de lymphocytes CD4 élevé (460-515 T4/ mm3).
La transition NSI->SI de 2 isolats de sous-type B est observée chez 2 patients
(MP39, MP279) dont le tat x de lymphocytes CD4 est respectivement de 4 et 576
T4/mm3. L'un des patients (MP39) est infecté depuis 1994, alors que l'autre
(MP279) est infecté depuis 1993.

La durée d'infection est connue pour 58 patients. L'analyse du phénotype

en fonction de la durée d'infection montre que les souches SI apparaissent au
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cours de la progression de l'infection. En effet, 58,8% (10/17) des souches SI
sont observées chez des patients dont la durée d'infection est supérieure a 36
mois : 3 patients infectés depuis une période de 36 a 72mois, 7 patients infectés

depuis plus de 72 mois.

La corrélation entre la présence de souches SI et la durée d'infection a été

analysée en fonction du génotype (Tableau 2).

Durée d'infection en mois
Génotype <36 36-72 >72
A 0/4 0/3 1/1
B 5/12 2/8 6/10
C 0/8 0/7 0/0
E 2/4 1/1 0/0

Tableau 2 : Nombre de souches SI en fonction de la durée d'infection

pour 8 de ces patients, on observe que le nombre de lymphocytes CD4* est
faible. Un patient dont l'apparition de souche SI est corrélée avec la durée
d'infection possede un nombre de lymphocytes CD4+ de 743 T4/mm3. Ce
patient infecté depuis 1986 rentre dans la catégorie des LTNP (pour "long terme
non progessors").

Pour les patients ayant une durée d'infection inférieure a 36 mois. Ce groupe

est constitué d'isolats de sous-types B et E.

II1.3 Corrélation entre la capacité d'induire des syncytia et la charge des
acides aminés de la boucle V3.

La capacité d'induire des syncytia sur la lignée cellulaire MT2 a été¢ prédite

a partir de la charge électrique des acides aminés en position 11 et 25 de la
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boucle V3. Cette analyse a été réalisée pour 65 souches virales. La charge
positive des acides aminés en position 11 et/ou 25 est présente sur 5 des 12
souches SI avec l'arginine comme acide aminé chargé positivement. Parmi les
60 souches prédites NSI, seules 53 souches sont NSI sur la lignée MT2, soit un
pourcentage de 81,5%. Les acides aminés neutres présents sont la sérine, la
glycine, la glutamine, l'alanine, la méthionine. Les acides aminés chargés
négativement sont l'acide aspartique et l'acide glutamique (Figure 3).

Sept souches ont été prédites NSI, mais elles induisent des syncytia sur la
lignée cellulaire MT2: 2 appartiennent au sous-type A (MP023, MP114), et 5
appartiennent au sous-type B (MP053, MP093, MP122, MP319 et MP351). Pour
ces souches discordantes, les séquences de plusieurs clones provenant d'un
méme isolat ou de l'isolat séquentiel ont été effectuées. Les résultats montrent
que tous les clones prédisent un phénotype NSI (figure 4).

L'isolat séquentiel (MP432) du MP039 est discordant, du fait qu'il est prédit NSI

et se retrouve Sl sur la lignée cellulaire MT2.
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VIDiscussion

L'enveloppe virale, plus particulierement la boucle V3, joue un réle
important dans le tropisme cellulaire (Shioda et coll., 1992), dans l'infectivité
(Freed et coll., 1992) et dans l'effet cytopathogene du virus (Fouchier et coll,
1992). Des études longitudinales ont montré que l'évolution du phénotype
viral, notamment l'augmentation de la réplication virale, la transition NSI-
>SI et le changement de tropisme sont associés a la progression de la maladie
(Termette et coll., 1989; Koot et coll., 1992; Connor et coll., 1993; Connor et Ho,
1994). Plusieurs études ont montré une corrélation entre la structure génétique
de la boucle V3 et le phénotype biologique du virus; ces études ont été réalisées
pour les variants de sous-types B (Dejong et coll., 1992) et pour un nombre
limité des génotypes A, D et E (DeWolf et coll., 1994; Zhong et coll., 1995). Ces
études ont permis de déterminer l'existence d'une concordance entre la
prédiction du phénotype a partir de la charge des acides aminés en position 11
et/ou 25 et le phénotype obtenu sur la lignée MT2. Notre étude nous a
permis de déterminer l'existence d'une correspondance entre le phénotype
prédit et le phénotype sur la lignée MT2, dans les cas des souches NSI avec un
taux de concordance de 81,5%. Pour les souches SI, la concordance n'est que de
41,6%. Pour certains isolats, nous avons retrouvé des résultats discordants. 7
isolats prédit NSI sont apparus SI sur la lignée cellulaire MT2. Cette
discordance peut étre expliquée par le fait que le phénotype biologique a été
réalisé a partir de coculture. En effet, les cocultures avec les PBMCs de
donneurs sains peuvent sélectionner certains variants VIH-1 présents chez le
patient. En lignée cellulaire MT2, le variant se répliquant rapidement (variant
SI en général) est sélectionné au détriment des autres (Meyerhans et coll., 1989;
Kusumi et coll., 1992). Au contraire par séquengage direct des produits

d'amplification, le phénotype prédit correspond au variant majoritaire.
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L'analyse des séquences aprés clonage n'a pas permis de lever cette
discordance, nous retrouvons toujours les séquences prédisants le phénotype
NSI. Le nombre de clones séquencés (4 a 13 clones) est probablement faible
surtout si le variant NSJ est trés peu représenté. Cette discordance peut aussi
étre expliqué par le fait que i'analyse a été limitée a la boucle V3. En effet,
plusieurs auteurs ont décrit que le phénotype SI est dépendant de la relation
entre la variabilité de la séquence et la charge des acides aminés des régions V1
et V2 pour les isolats capables d'induire des syntycia (Groenink, et coll., 1993;
Andeweg et al, 1993). Il est possible que les souches discordantes aient un
phénotype SI sur la lignée cellulaire MT2, dicté par la région V1 et V2, alors
que la boucle V3 donne un phénotype prédit NSI. 11 a été montré que le
domaine fusogéne de la GP41 joue un rdle important dans la capacité
d'induire la formation des syncytia (Delahunty et coll.,, 1996). De plus, d'autres
phénomenes interviennent dans la capacité d'induire des syncytia, tels que la
conformation de la gpl120 (Stamatatos et Cheng-Mayer, 1993), l'interaction
entre les régions variables V1/V2 et le domaine C4 de la gp120 (Freed et
Martin, 1994). Nos résultats semble confirmer que plusieurs régions de
I'enveloppe interviennent dans la capacité du virus a former des syntycia. Il
aurait été intéressant de séquencer les variants qui poussent sur la lignée
cellulaire MT2. Le résultat nous donnerait avec certitude ou non l'importance
de la boucle V3 a prédire le phénotype biologique.

Nos résultats montrent des différences selon les génotypes. La concordance
entre les deux méthodes est de 100% pour le sous-type C et E, mais I'effectif (19
et 7) est peut étre trop faible pour conclure a I'existence d'une corrélation entre
le phénotype prédit et le phénotype biologique. Cette concordance a été définie
pour la majorité des souches NSI avec un seul cas de souche SI appartenant au
sous-type E. Nos résultats montrent aussi que pour les génotypes A et B, il est
difficile de corréler définitivement la capacité d'induire des syncytia avec la

présence d'acides aminés positifs en position 11 et 25 de la boucle V3. Cette
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corrélation a été déterminé pour les souches B d'origine américaine et
européenne. Or la majorité de nos souches de sous-type B sont d'origine
Africaine et présentent une grande divergence.

Parmi les 5 souches discordantes de sous-type B, 3 sont d'origine africaine
(Djibouti (n=2), Cameroun (n=1)), une d'origine frangaise, et une d'origine
indéterminée. Les deux souches de Djibouti ont le motif classique du sous-type
B (GPGR). En revanche, celle du Cameroun a un motif GLGR avec deux
insertions d'acide aminé en position 19 et 20 de la boucle V3. La souche
francaise a un motif RWGR. La souche dont l'origine est inconnue a un motif
GPGS. 11 est probable que l'origine africaine de ces souches et les différents
motifs non classiques du sous-type B puissent intervenir dans cette prédiction
du phénotype surtout que les études précédentes ont été réalisées sur des
souches de sous-type B d'origine américaine ou européenne (Fouchier et coll,,
1992; De Jong et coll. 1992). La discordance entre le phénotype prédit et le
phénotype biologique a été rapportée par différents auteurs (Scarlatti et coll,,
1993a; Scarlatti et coll., 1993b; De Wolf et coll., 1994; Sabri et coll., 1996). De plus,
Holm-Hansen et collaborateurs n'ont observé aucune corrélation entre le
phénotype SI/NSI et la précence d'acides aminés chargés positivement en
position 11 et 25 de la boucle V3 chez les virus de sous-type F (Holm-Hansen et
coll., 1995).

I existe donc une certaine fiabilité de la prédiction du phénotype a partir des
acides aminés en position 11 et 25 de la boucle V3 dans des cas de souches NSI.
Les discordances que nous avons observées dans le cas des souches SI (7/12)
indiquent cependant que d'autres régions de l'enveloppe virale pourraient

étre impliquées dans le phénotype biologique.

1l est évident que la variabilité biologique du VIH-1 joue un réle important
dans la pathogénése du SIDA. Dans notre étude, plus de 50% des souches SI

sont observées chez les patients dont le nombre de lymphocytes CD4 est
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inférieur 2 100 T4/ mm3. Nos résultats concordent avec plusieurs études (Koot
et coll., 1992; Schellekens et coll. 1992; Tersmette et coll., 1989). En général,
l'apparition des souches SI est liée de fagon significative a la diminution de
lymphocytes CD4*. Cependant, chez certains patients ayant un taux de
lymphocytes CD4t supérieur a 500 T4/mm3, on observe l'apparition de
souches SI. Nos résultats montrent que l'apparition des souches SI n'est pas
toujours corrélée a un taux de lymphocytes CD4* faible comme décrit par
d'autres auteurs (Richeman et coll., 1994).

Les 2 patients présentant des souches de sous-type E devenues SI aprés 22 a
31mois d'infection ont un taux de CD4" élevé. La transition NSI->SI d'une
souche B est observée chez un patient ayant un taux de lymphocytes CD4%
élevé. En revanche, la transition NSI->SI d'une autre souche B est observée
chez un patient dont le taux de lymphocytes CD4* est faible. Il semblerait que
la corrélation entre le phénotype SI et la diminution des lymphocytes CD4%
dépendrait de facteurs immunologiques intrinséques a chaque patient.
L'évolution du phénotype SI est corrélée a une durée d'infection supérieure a
36 mois dans 69,2% des cas. En revanche, on a observé 30,7% des isolats SI chez
des patients dont la durée d'infection est inférieure a 36 mois. Ces isolats sont
tous de sous-type B. Ces résultats suggerent que l'apparition des souches SI est
associée aux propriétés virales d'une part et a I'état immunologique du patient

d'autre part.

Ces résultats préliminaires montrent la nécessité de poursuivre cette étude sur
un grand nombre de patients pendant une longue durée afin d'évaluer la
progression de la maladie en fonction du phénotype biologique. Ces études a
long terme pourraient préciser le réle des phénotypes biologiques dans le

pronostic de la maladie pour les différents génoty pes.
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CeweoesseoaesssBOUCLE V3. neeneeas>
GENOTYPE A

1 11 25 35
PCONSA CTRPNNNTRKSVRIGPGQ. .AFYATGDIIGD.IRQAHC
PMP020 mmmmmmmmmmmmmm e, S e
PMP023 “M-=S=—==T-Lm—mmmm,  —m—— - Ve —=K—=-
PMP026 R » I — IT——m——— cem———— E-===.==D-=-
PMP031 = = —eemee—ee RGIH----~ e em==Tm e m————
PMP033 ————He———— GIH-==—~ B Ve e memmeem
PMP058 R R-J—=-——m «om———= D-==<N.~———==
PMP114 = e R-FH--—=-. em—————— A-=-K.=mmmmm
PMP117 = = —mmmmmm——e GIH-----  emm————— V--N.=————-
PMP157 S N ¢ R I R
PMP246 = = | eemmmmmm——em ) ; e TWem e e Ne—me—em
PMP347 = e oS R | N
GENOTYPE B

1 11 25 35
PCONSB CTRPNNNTRKS IHIGPGR. .AFYTTGEIIGD.IRQAHC
PMP007 = e P Ry WS, Y, |
PMP009 = e - > J * G . WU Y
PMP010 PR 1[5 K..-S=A--D-—=e i —m =
PMP015 -P--S-—=-RG--L-==-. .=S==—==D-T==, —=R——==
PMP017 = = e GL-L-T--..~==A~=D=Vem —m e
PMP018 N GLN~=—m= (= D-=—= L—emm
PMP027 = —mmmmmeme— Y----K..-=H--DR-=-—~, =—=m——
PMP029 -I--—~-—=-R-S~-=-==, .-V — == ———
PMP030 -I-----S-QRLS-—-—-- e e=A—meeQemmm
PMP032 = = = —emmm——e RG-m——=—m ¢em==BA= D= —m Y-
PMP034 -~G-SS~==~=GLN-~=-~ e em==A-cDommm
PMP036 ———=8=e G =M-W-m. s mm—me A — e
PMP039 = cmmemmmeee GePe—mmu e e=l=A-mme—— m——————
PMP045 = @ eememme—ee G-PM——=—, s ——=A—mm P, G
PMP050 = e LL---K..TL-A--————— em—————
PMP051 = = e R-PM—==-. m—————— Vee—.==R-=-
PMP053 ———eS=e Q=T . —=FA-—= == N.,-=—-Y-
PMPO77 = —mmemeeem GePe—mmu. em==RA-=Dmmme e
PMP078 = e S SR W S
PMP108 = e GV—m——m K. . TW-A-—emm=m em—————
PMP093 G ——— Tom——. e==FA--DV-mme , m e
PMP110 = e o R-TM-—-K. .VY=mumm V-==.—=R——=
PMP122 = = e R--S--L--YNRV-—--M-—-=-RL-K-Y~
PMP245 == e Ve wem——A-.Domee e
PMP279 ——=——eee—-R==S-m=—e, . ===A-=Demme ===
PMP291 = emmeee o R-—S=—-—- cemmme==Domm e —m————
PMP319 = e MRW-=., .===A==D=Vee , —mee
PMP346 = = o —ememem——— R—=PM=—==., .——=A—=Der=ue ——=-Y-
PMP329 SRR P S wem—=A-—=Dememn,—=K——m
PMP351 = e R m S..TW-AA~———~ N,—=———-
PMP417 = e R=T==—=n cemm=Amm————— em—————

Figure 3 : Alignement des séquences protéiques de la boucle V3
obtenues par séquengage directe
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GENOTYPE C

1 11 25 35
PCONSC CTRPNNNTRKS IRIGPGQ. . TFYATGD I IGDIRQAHC
PMP003 = e e
PMPO019 G —Em e e
PMP037 S e e Ae———NGe————= Amee
PMP040 ————Gem———— VeMae—R. ¢ ——mmmme e
PMP041 B < Sy S
PMP043 = = e Ve s e
PMP083 W Me————— Py Y-
PMP098 SN ¢ TN S L——m—
PMP102 = = —mmmmmm——— M—————— e ——————
PMP116 = e ——— R-M—————— e
PMP129 ———e G ————— e mm e — e —————
PMP130 ——————— R-V—m—mmm s s mmme o N
PMP148 S ¢ S M-———- cem————— N
PMP169 -I--G—m———= Ve emm e K-Y-
PMP197 ———=Yer— Qe G em—mmm—— K——-
PMP292 W = —m—mme——— R-M—————=  e———m——— e — Y-
PMP333 = e H--G-———-.. A————o A——=N--E-——
PMP348 = = —e—mmmemm—mmem—me o « «A—-——-EAV--N--H-Y-

GENOTYPE E

1 11 25 35
PCONSE CTRPSNNTRTS ITIGPGQ. .VFYRTGDIIGDIRKAYC
PMP038 W = e em—mm——— Ee=e—V-R-—-
PMP044  cm—— e e Mec—— e
PMP048 W W e P e m—m e ————————————
PMP126 I, O S Y,
PMP323 = = @ eemmmmmeme——e- Mo e s
PMP349 @ —————=- T ——— G em——m—————————— F-

GENOTYPE F

1 11 25 35
PCONSF CTRPNNNTRKS IHLGPGQ. . AFYATGD I IGDIRKAHC
PMP84 = ——mmmmemee [ T e R-—-

Figure 3 : Alignement des séquences protéiques de la boucle V3 obtenues par

séquencage directe.
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Lo Boucle V3-——eemmmem >
1 11 25 35
PMP23* CMRPSNNTRTSLRIGPGQAFYATGDVIGDIRKAHC
PMP23C6 G 3 (U R
PMP23C8 e U
PMP23Cl14 —me—— S———~— (UGS PpS,
PMP23C3 e e T e e
PMP23C4 = e o T e ————
PMP23Cl0 = e ) QR Kemm oo
PMP23Cl8 = e VIR
PMP23C21 = e mem o Q-—-
PMP23C22 = e Vee=R-AIT——— e
PMP23C20 = e V—e—R=AIT——o e
1 11 25 35
PMP53* CTRPSNNTRQS ITIGPGRAFFATGEIIGNIRQAYC
PMP53C3 = emmmm—e—a K
PMP53C4 SR, SER—— Rem e - P H-
PMP53Cl1 = e KGeP e e De—mme——
PMP53Cl2 = e ) S S
PMP53C1l3 e K e
PMP53Cl4 e Kemmmmmmmmmee Mo e
PMP53C1l6 = emmmme— o R e e e e
PMP53C19 —— L § » S S-TLi—eme——no H-
PMP53C20 = e YeorE e ) PR
PMP53C21 = e YoeKeS-Veom e e ) P
PMP53C22  mmmeee S S
PMP53Cl7 = e K e e e
PMP53Cl5 = e K e
1 11 25 35
PMP93C2 CTRPGNNTRKS ITIGPGRAFFATGDVIGDIRQAHC
PMP93C5 = e ) P
PMP93C31 = e e YT-=Qlmmmme e
PMP93C30 YD
PMP93C4 = e Yo QI—mmm
1 11 25 35
PMP114+* CTRPNNNTRRSFHIGPGQAFYATGAIIGKIRQAHC
PMP114C3 e
PMP114C9 = mmmmem—m | Eee————
PMP114C12 SR, Y - SR, oS ) P
PMP114C16 —P—-H-Dme— T ) Y
PMP114C11 ~P--H-D-=o—Ieemmeee e I—=VV———-PS—-
PMP114Cl13 = e ) PP S
PMP114C20 = e QSRS
PMP114Cl19 = mmmeemmm N
PMP114Cl17 = e [, . ) Y,
PMP114C21 = e ) P

Figure 4 : Alignement des séquences protéiques de la boucle V3 des différents
clones



PMP319*

PMP319C28
PMP319C26
PMP319C23
PMP319C22
PMP319C25
PMP319Cl6
PMP319C13

PMP351*

PMP351Cl1
PMP351C2
PMP351C5
PMP351C6
PMP351C8

PMP122*
PMP399C1
PMP399C3
PMP399C5
PMP399C7
PMP399C11
PMP399Cl12
PMP399C15
PMP399C16
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e Boucle V3—eeemmeo >
1 11 25 35
CTRPNNNTRKS ITHMRWGRAFYATGD IVGDIRQAHC
________________________ G m—
__________________ | ¥ A .
___________ L U IR
1 11 25 35
CTRPNNNTRRS THIGPGSTWYAAGE ITIGNIRQAHC
——e T Y= ————— Comme L=~
e e e - e - - — — — IL———
1 11 25 28 38
CTRPNNNTRRS ISIGLGRYNRVYTTGMIIGDRLRKAYC
e e e e e - - o o — K=
——————————————————— S-M————-Veee [ T == =—
e o o - o — i ————— T ——_ = T o — y
——————————————————— S-M——-——--Veee [ I = ——
——————————————————— Semeeee e Veer [ I ===
——————————————————— S—-M-=meec Ve [ I =
——————————————————— S-A-—===———= ,MLR-A-
_______________________________ Mee——-C-

*Séquences obtenues par séquencage directe du fragement PCR

Figure 4: Alignement des séquences protéiques de la boucle V3

des différents clones.



ISOLAT J Année Durée Nombre SOUS-TYPE PHENOTYPE | PHENOTYPE | PHENOTYPE
d'infection d'infection lymphocyte par HMA et/ou prédit BIOLOGIQUE | PREDIT APRES
en mois CD4+ C2V3 SEQ CLONAGE
|
MP 246 oct-94 6 ND A B NS NSI
| MP 026 avr-93 21 376 A NS NS
MP031 |  oct-92 24 412 A NSl NSl
MP 033 oct-92 30 234 A NS NSl
MP020 | aw-91 45 244 A NSl NSI
| MPO042 oct-90 60 262 A NS NS
MP 058 nov-89 66 451 A NSl NSl
| Mpo023 avr-87 96 2 A NSI sl 10 CLONES NI
MP 347 ND ND 223 A NSl NS
MP 157 ND ND ND A NS NS
MP 114 ND ND 32 B A NSI SI 10 CLONES NS
: MP 110 mai-95 1 ND . B sl sl |
| MP291 sep-95 3 551 B NS NS |
MP 030 sep-94 5 273 B Sl Sl
Mp 034 |  oct-94 6 621 B NSl NS
MP 010 jun-94 7 869 B NS NS
MP 039* |  mar-94 8 19 B J NS NSl
MP 432%* | 24 2 ND Sl 5 CLONES NS
MP 329 fév-95 12 308 | B NSI NS
| MP 077 mar-94 13 495 B NS NS |
MP 105 jan-93 24 532 B ND Sl |
| MPoO51 jan-93 25 7 B i sl |
| MPO045 sep-92 30 ND B NS NS |
MP 016 jan-92 | 35 448 | B | ND NI [
MP 036 mar-93 36 299 B | NSI NS |
MP018 |  déc-91 42 408 B | NS NS |




ISOLAT |  Année Durée |  Nombre SOUS-TYPE PHENOTYPE | PHENOTYPE | PHENOTYPE
d'infection d'infection lymphocyte par HMA et/ou prédit | BIOLOGIQUE | PREDIT APRES
en mois CD4+ C2V3 SEQ CLONAGE |
B ] T
MP 279* jun-93 42 576 B NSL | Nsl
MP 406** 60 576 NSI sl |
| MP093 jun-91 47 45 B NS si 4 CLONES NSI |
MP 078 mar-91 49 211 B NS NS| \
| MP 029* nov-90 50 96 B sl sl ]
MP417** 68 53 si ND |
MP 007 mai-90 55 169 B NSl NSl ]
MP 053 sep-88 78 142 B NSI si 13 CLONESNSI |
| MP 346 awr-89 81 56 B B NSl _L NS |
MP 015 86 >100 ND B NSl NSl
MP 013 avr-86 >100 743 B ND s
MP 293 <87 >100 154 B ND NSl
MP027 |  sep-87 >100 15 B sl Sl
MP 319 87 >100 119 B NSI sl 7 CLONES NSl
MP 122* 87 >100 88 B NSI | sl
MP 399+ >100 | 16 NSl sl 8 CLONES NS
MP 032 87 >100 ND B NSl NSl |
MP 021 84 >100 7 B ND | sl |
MP 245 ND ND ND B NSl ﬂ* NSl |
| MP 009 ND ND 39 B NS NSl |
MP 108 ND ND 366 B | NS NS| '
| MP 008 ND ND 210 B ND NS
MP 056 ND ND 860 B ND NSl
MP 060 ND ND 5 B ND NSI \
| MP351 | ND ND 549 B NSI sl 5 CLONES NSI |
MP 017 % ND |  ND | 214 B | NS! NS| |
MP 024 <90 | ND 9 B ND sl B




ISOLAT Année Durée Nombre SOUS-TYPE PHENOTYPE PHENOTYPE PHENOTYPE
d'infection d'infection lymphocyte par HMA et/ou prédit BIOLOGIQUE | PREDIT APRES
en mois CD4+ C2Vv3 SEQ CLONAGE

MP 332 oct-95 4 426 C NSI NSI

MP 098 jun-94 13 389 C NSI NSI

MP 102 jan-94 18 563 C NSI NSI

MP 037 mar-93 20 ND C NSl NSI

MP 292 mai-94 23 324 C NSi NSl

MP 169 jul-93 26 138 C NSI NSI

MP 129 fév-93 29 225 C NS} NSI

MP 201 nov-92 35 429 C NSI NSI

MP Q03 aol-91 40 345 C NSI NSI

MP 130 mar-92 40 571 C NSI NSI

MP 041 fév-92 41 ND C NSI NSt

MP 043 oct-92 42 549 C NSI NSt

MP 197 91 48 384 C NSI NSl

MP 320 jan-91 54 235 C NSI NSI

MP 035 jun-90 54 200 C NSI NSI

MP 116 ND ND ND C NSI NS!

MP 348 ND ND ND C NSI NSI

MP 333 ND ND ND C NSI NSl

| MPO083 ND ND ND C NSI NSt

MP 323 fév-95 12 334 E NSI NSI

MP 038* jul-93 19 461 E NSI NSl |
MP Q96** 22 460 ND Sl

MP 048* jun-93 20 191 E NSI NSI

MP406** 38 ND Sl Sl

MP 044* jun-93 20 504 E NS| NSI




T
ISOLAT Année Durée Nombre SOUS-TYPE PHENOTYPE | PHENOTYPE | PHENOTYPE
d'infection d'infection lymphocyte par HMA et/ou prédit BIOLOGIQUE | PREDIT APRES |
en mois CD4+ C2V3 SEQ CLONAGE
} J
]
MP 355** 31 515 ND Si
MP 107 jun-93 24 381 E NSl NSI
MP 349 ND ND 450 E NSI NSI
MP 084 jun-92 22 445 F NSI NSI
o
ND = Non déterminer
*= Tier isolat
**=|isolat séquentiel J
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Conclusion et perspectives

N S

La caractérisation moléculaire de l'infection a VIH-1 a permis
d'identifier les différents sous-types circulant dans différentes zones
géographiques et d'évaluer le potentiel de diversité des différentes souches.
Nous avons pu disposer d'une cohorte de patients vivant en France mais
infectés Outre-mer : pour tous ces patients, la date de contamination est
connue et un suivi régulier est effectué. La majorité de ces patients a été
infectée a Djibouti, les autres I'ont été au Cambodge, Cameroun, République
Centrafricaine, Coéte d'ivoire, Gabon, Guyane, Mayotte et Tchad. La
caractérisation des souches isolées de ces patients a permis de mettre en
évidence la présence de plusieurs sous-types A, B, C, D, E et F.

L'analyse phylogénétique fait apparaitre une grande hétérogénéité des
souches A, B, et C (D et F sont tres peu représentées). La divergence de ces
souches au sein d'un méme sous-type est relativement importante : 16.4% (6.3
- 21.3%) pour le sous-type A, 15.6% (7.4 - 22.0%) pour le sous-type B, 14.8% (6.3 -
21.0%) pour le sous-type C. Par ailleurs, elle fait apparaitre deux sous-groupes
au sein du groupe C. L'un des sous-groupes est caractérisé par la présence d'un

site de N-glycosylation au niveau de la premieére cystéine de la boucle V3. Ce
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site est absent chez les souches de sous-type C déja décrites (database de Los
Alamos). Pour le sous-type A, on observe aussi deux sous-groupes. Cependant,
les deux sous-groupes de ces deux sous-types ont des faibles valeurs de
"bootstrap”, cette subdivision pourrait donc étre artéfactuelle et ne refléte que
la grande diversité des scuches virales. 1l serait donc nécessaire d'analyser des
régions plus longues de l'enveloppe ainsi que d'autres régions du génome
viral afin de pouvoir confirmer l'existence de subdivisions dans les différents
sous-types caractérisés actuellement.

Parmi cette population, un pourcentage élevé de patients (38%) sont
infectés par le sous-type B. La majorité de l'infection VIH-1 de sous-type B a été
contractée a Djibouti, pays d'Afrique de l'est ol1 plusieurs pays occidentaux ont
des bases militaires. Cette population d'expatriés a pu étre contaminée par des
souches de sous-type B, circulant dans un réseau de prostitution. Une autre
possibilité serait que ces patients aient été infectés en France durant la période
entre le test VIH et leur départ en mission. Cette hypothese est peu plausible,
car cette période est extrémement courte (0 a 6 mois).

Différents motifs de la boucle V3 sont présents a l'intérieur d'un méme
sous-type: certaines souches de sous-type B possédent le motif GLGR retrouvé
chez une souche thailandaise de sous-type E et chez une souche camerounaise
de sous-type F, le motif GPGK retrouvé chez deux souches de sous-type A,
I'une d'origine ougandaise et l'autre d'origine centrafricaine, ou le motif
GWGR retrouvé chez des souches B brésiliennes. Pour la premiere fois, une
souche de sous-type C présente un motif GPGR caractéristique des souches de
sous-type B. Ces différents motifs pourraient jouer un réle important dans les
propriétés biologiques et antigéniques du virus comme plusieurs auteurs 1'ont
montré (Hwang et coll., 1991; Wertervelt et coll., 1991). De plus, la boucle V3
forme le principal domaine de neutralisation (Rusche et coll.,, 1988). Dans la
perspective de développement d'un vaccin, la question qui se pose

actuellement est de savoir si l'efficacité de neutralisation pourrait étre
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influencée par la variabilité génétique des différents sous-types. La réponse est
tres controversée. Des études ont montré I'existence d'une corrélation entre le
génotype et le sérotype de neutralisation pour les sous-types B et E (Mascola et
coll., 1994). En revanche, Kostrikis et collaborateurs (1996) n'ont trouvé aucune
corrélation entre les sous-types et les résultats de neutralisation croisée. Ces
études ont été effectuées sur un nombre limité de souches et de sous-types. Il
est donc nécessaire d'étudier les différents sérotypes de neutralisation du VIH-
1 afin que le vaccin développé puisse étre efficace dans les pays en voie de
développement.

L'épidémiologie de l'infection a VIH pourrait étre modifiée en raison de
nombreux sous-types qui circulent dans et entre différentes régions du monde.
Certains auteurs ont rapporté l'introduction de souches non-B aux Etats Unis
et en Europe (Artenstein et coll.,, 1995, Arnold et coll., 1995). 1l a été suggéré
qu'en Thailande le génotype E pouvait étre associé a un risque de transmission
hétérosexuelle plus élevé que le génotype B; la prédominance du génotype E
pourrait avoir contribué a la diffusion rapide du VIH-1 dans ce pays
(Kunanusont et coll., 1995). En effet, la prévalence du sous-type E a augmenté
de 2,6% a 43,8% dans la population toxicomane par injection intraveineuse a
Bangkok entre 1988 et 1993 (Wasi et coll., 1995; Kalish et coll., 1995). En France,
on assiste a une stabilisation du taux d'infection dans la population
homosexuelle, et a une augmentation du taux d'infection dans les populations
hétérosexuelle et toxicomane par voie intraveineuse (Surveillance du SIDA en
France). L'introduction des souches non-B caractéristiques d'Afrique ou d'Asie
pourrait dans le futur modifier 1'épidémie du VIH en France comme en
Thailande. Cependant, I'impact des sous-types non-B sur 1'épidémie du VIH-1
en France doit étre analysé & long terme. Les militaires en mission Outre-mer
représentant seulement une faible partie de la population infectée en France,
leur influence dans le futur sur la prédominance du sous-type B sera

probablement limitée. Récemment, une étude a montré que les sous-types
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non-B étaient présents en Belgique depuis le début de I'épidémie dans la
population hétérosexuelle, cependant la présence de ces sous-types n'a pas
modifié I'épidémie (Fransen et coll., 1996).

D'apres la caractérisation moléculaire de ces souches et leur provenance
de régions oit il a été mis en évidence différents sous-types et virus
recombinants ou mosaiques (Gao et coll., 1996), il est probable que certains de
nos virus soient recombinants ou mosaiques. Des virus recombinants
pourraient avoir un impact sur les propriétés biologiques (pathogénicité,
transmission, réplication virale...), antigéniques, et sur la progression de la
maladie.

L'analyse des acides aminés en position 11 et 25 de la boucle V3 montre
une corrélation entre le phénotype prédit et le phénotype biologique.
Cependant des discordances sont observées dans le cas des souches SI. Ces
résultats indiquent que d'autres régions de l'enveloppe virale pourraient étre
impliquées dans le phénotype comme la gp4l, la conformation de la gp120,
l'interaction entre les régions variables V1/V2 et le domaine C4 de la gp120
(Groenink, et coll., 1993; Andeweg et al, 1993; Stamatatos et Cheng-Mayer, 1993;
Freed et Martin, 1994; Delahunty et coll., 1996).

Dans notre étude, 'analyse des phénotypes biologiques en fonction du
nombre de lymphocytes CD4% et de la durée d'infection montre que
lI'apparition des souches SI est corrélée de fagon significative a un faible taux de
lymphocytes CD4% et a une longue durée de l'infection dans la majorité des cas
et pour I'ensemble des sous-types étudiés. Cette corrélation avait été établie
précédemment pour le génotype B, parce que la majorité des études a été
réalisée sur des cohortes en Amérique du nord et en Europe. La transition NSI-
>E1 est corrélée a la diminution du nombre de lymphocytes CD4% chez le
patient. Dans notre étude, la transition NSI->SI des souches de sous-type E est
observée chez des patients ayant un taux de lymphocytes CD4% élevé et cela en

un temps tres court aprés ia séroconversion. La transition NSI->SI d'une
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souche B a entrainé la chute des lymphocytes CD4%1 chez un patient, alors que
pour un autre patient, le taux des lymphocytes CD4t est resté constant.
L'apparition des souches SI pourrait étre responsable en partie de la
diminution des lymphocytes CD4". Ces observations suggerent que ces
phénomenes dépendent des propriétés virales et de 1'état immunologique du

patient.

Les résultats sur la corrélation entre le phénotype biologique et la
progression de la maladie d'une part, et entre les propriétés génétiques et
propriétés biologiques des différents sous-types d'autre part sont encore
préliminaires, et aucune différence significative n'a été mise en évidence.
Cependant, le nombre des patients reste relativement faible et le suivi pour

chaque sous-type n'a été effectué que sur une courte durée.

Ces patients infectés par des virus de sous-type non-B, dont la date de
contamination est connue et ayant un suivi médical régulier, constituent un
bon modele pour étudier I'impact des différents sous-types sur l'histoire

naturelle de l'infection a VIH-1 et le pronostic de la maladie.
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RESUME

La caractérisation génétique récente de nombreux isolats VIH
provenant de différentes zones géographiques a permis de subdiviser ces
virus en deux groupes: le groupe M (pour "Major") contenant 9 sous-types
génétiquement différents (A a 1), et le groupe O (pour "Outlier”) contenant
les souches les plus divergentes. Les résultats actuels indiquent que la
distribution des différents génotypes est hétérogene et que la prévalence
relative de chacun des sous-types différe selon les pays. La variabilité est
présente au niveau des propriétés biologiques "in vitro™.

La caractérisation moléculaire de virus isolés de patients militaires
infectés par le VIH-1 lors de leur séjour en Outre-mer a permis de mettre
en évidence la présence de plusieurs sous-types A, B, C, D, E et F. L'analyse
phylogénétique montre une grande hétérogénéité des souches, et fait
apparaitre deux sous-groupes au sein des groupes A et C. Différents motifs
de la boucle V3 sont présents a l'intérieur d'un méme sous-type.

L'analyse des phénotypes biologiques en fonction du nombre de
lymphocytes CD4+ et de la durée d'infection montre que l'apparition des
souches SI est corrélée de fagon significative & un faible taux de
lymphocytes CD4* et 2 une longue durée d'infection dans la majorité des
cas et pour l'ensemble des sous-types étudiés. Cependant, on observe des
exceptions suggérant que l'apparition des souches SI est associée aux
propriétés virales d'une part et a I'état immunologique du patient d'autre
part. La prédiction du phénotype a partir des acides aminés en position 11
et 25 de la boucle V3 est fiable dans la majorité des cas. Cependant, des
discordances sont observées dans le cas des souches SI

Ces résultats nous permettent d'envisager I'étude de I'histoire
naturelle de l'infection & VIH-1 pour chaque sous-type et d'analyser
I'impact des différents sous-types sur le pronostic de la maladie.

Mots clés : Virus de l'immunodéficience, Sous-types génétiques,
Phénotype biologique, Durée d'infection, Nombre de lymphocytes CD4+,
Phénotype prédit, Histoire naturelle du virus. -






