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A 

ACH-2: A3.01 clone H-2 

ADCC: Antibody-dependent Cell-mediated cytotoxicity 

ADCP: Antibody Dependent Cell Phagocytosis 

ADN: Acide DésoxyriboNucléique 

AID: Activation-induced Cytidine Deaminase 

ALV: Avian Leukosis Virus 

ANRS : Agence Nationale de Recherche sur le Sida et les hépatites virales  

AP-1: Activator Protein 1 

APOBEC: Apolipoprotein B mRNA Editing enzyme, Catalytic polypetide-like 

APH-2, 3 et 4: Antisense Protein of HTLV-1, 2, 3 and 4 

APS: Ammonium Persulfate 

ARF: Alternative Reading Frame 

ARN: Acide RiboNucléique 

ARN lnc: ARN long non codant 

ARNm: ARN messager 

ARN PIWI: ARN P-element Induced WImpy testis in Drosophila 

ARNt: ARN de transfert  

ART: Antiretroviral Therapy 

ARV: AntiRetroViral drug 

ASP: Antisense Protein (Protéine Antisens) 

ASPopt : ASP optimisée 

ASPwt : ASP wild type (sauvage) 

ATL: Adult-T cell-Leukemia 

ATP: Adenosine Triphosphate 

ATR: Ataxia-Telangiectasia and Rad3-related 

AZT: Azidothymidine 
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B 

BCR: B Cell Receptor 

BIV: Bovine Immunodeficiency Virus 

BLV: Bovine Leukemia Virus 

bNAb: broadly Neutralizing Antibodies 

BST-2: Bone marrow Stromal antigen 2 

bZip: basic leucine Zipper 

 

C 

C: celsius 

C1-C5: régions Constantes 1-5 

CA: Capside 

CCR5/7: C-C Chemokine Réceptor type 5/7 

CD 3/4/8/14/28/38: Cluster of Differentiation 3/4/8/14/28/38 

CDC: Complement-Dependent Cytotoxicity 

CDK9: Cycline Dependant Kinase 9 

CE: Cryptic Epitope 

CEA: Commissariat à l'énergie atomique et aux énergies alternatives 

CESP: Centre de Recherche en Epidémiologie et Santé des Populations 

CHU: Centre Hospitalo-Universitaire 

CMH: Complexe Majeur d’Histocompatibilité 

CMV: Cytomegalovirus 

CNRS: Centre Nationale de la Recherche Scientifique 

COS7: CV-1 (simian) in Origin, and carrying the SV40 genetic material 

CREB: cAMP response element-binding protein 

CRF: Circulating Recombinant Form 
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CRM-1: Chromosomal Maintenance 1 

Ct: Cycle threshold 

CTL: Cytotoxic T lymphocyte  

CTLA-4: Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4 

CV: Charge Virale 

CXCR4: C-X-C Chemokine Receptor type 4 

 

D 

DC: Dendritic Cell 

DC-SIGN: Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin  

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

dNTP: deoxyNucleotide Triphosphate 

DTT: Dithiothreitol 

 

E 

EC: Elite Controller 

EcoRI : Escherichia coli RI 

Env: Enveloppe 

EDTA: 1,2-Diaminocyclohexane-N,N,N´,N´- Tetraacetic Acid 

EFS: Etablissement Français du Sang 

ELISA: Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay 

ESCRT: Endosomal Sorting Complex Required for Transport 

 

F 

Fc: Fragment cristallisable 

FcR: Récepteur aux Fragments Fc 

FDC: Follicular Dendritic Cell 
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FIV: Feline Immunodeficiency Virus 

FE : Forme entière 

FR: Facteur de Restriction 

 

G 

G2: Gap 2 

Gag: Group of antigens 

GALT:  Gut Associated Lymphoid Tissue 

Gp 41: Glycoprotéine 41 

Gp 120: Glycoprotéine 120 

GPI: Glycosylphosphatidylinositol 

 

H 

h: heure 

HAM/TSP: HTLV-1-Associated Myelopathy/Tropical Spastic Parapesis 

HBZ: Human b-Zip factor 

HCl: Hydrogen Chloride 

HEK 293T: Human Embryonic Kidney expressing the SV40 large T antigen 

HLA: Human Leucocyte Antigen 

HLA-DR: Human Leucocyte Antigen – antigen D Related 

HPRT: Hypoxanthine-guanine Phosphoribosyltransferase 

HRP: Horseradish Peroxidase 

HUSH: Human Silencing Hub 

HTLV-1: Human T-cell Leukemia Virus 1 

 

I 

ICTV: International Committee Taxonomy on Viruses 
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IFI16: Gamma-Interferon-Inducible protein 16 

IFN: Interféron 

IFITM : Interferon-Induced Transmembrane 

IkB: Inhibiteur de NF-kB 

Ig: Immunoglobuline 

IL-2: Interleukine 2 

IL-10: Interleukine 10 

ILT7: Immunoglobulin-Like Transcript 7 

IMVA: Immunologie des Infections Virales et des maladies Auto-immunes  

IN: Intégrase 

INSB: Institut des Sciences Biologiques du CNRS 

INSERM: Institut national de la Santé et de la Recherche Médicale 

IRF3: Interferon Regulatory Factor 3 

IRIM: Institut de Recherche en Infectiologie de Montpellier 

IT: Interférence Transcriptionnelle 

 

L 

LAV: Lymphadenopathy-Associated Virus 

LB: Luria Broth 

LC3: Microtubule-associated protein 1A/1B-Light Chain 3 

LIRMM: Laboratoire d’Informatique, de Robotique et de Microélectronique de Montpellier 

LIPS: Luciferase Immunoprécipitation System 

LMV: Lamivudine 

LNTP: Long Term Non Progressor 

LPS: Lipopolysaccharide 

LRA: Latency Reversing Agent 

LTR: Long Terminal Repeat 
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LU: Light Unit 

 

M 

M: Mitose 

MA: Matrice 

Mab: Monoclonal antibody 

MAGIC-5A: CCR5-expressing HeLa/CD4+ cell clone 1-10 

MALT: Mucosal Associated Lymphoid Tissue 

MARCH: Membrane Associated RING-CH 

MgCl2: Magnesium Chloride 

mi ARN: micro ARN 

µL: microliter 

MLV: Murine Leukemia Virus 

min: minute 

MIP1α/β: Macrophage Inflammatory Protein 1α/β 

mL: millilitre 

MPER: Membrane Proximal External Region 

MRCA: More Recent Common Ancestor  

MX-2: Myxovirus resistance 2 

 

N 

NAT: Natural Antisense Transcripts 

NaCl: Sodium Chloride 

Nano: Nanoluciférase 

NC: Nucléocapside 

ND: Non Disponible 

Nef: Negative factor 
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NFAT: Nuclear factor of activated T-cells 

NF-kB: Nuclear Factor-kappa B 

NK: Natural killer 

NLS: Nuclear Localization Sequence 

NTB-A: NK-, T- and B-cell Antigen 

 

O 

OMS: Organisation Mondiale de la Santé 

ORF: Open Reading Frame  

 

P 

PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cells  

PBS : Phosphate Buffer saline 

PBS : primer Binding Site 

PCCI : Pathogenèse et Contrôle des Infections Chroniques 

PCR: Polymerase Chain Reaction  

PD-1: Programmed cell-Death protein 1 

pDC: plasmacytoid Dendritic Cell  

PEI: Polyethylenimine 

PIC: Pre-integration Complex 

PIP2: PhosphatidylInositol (4,5) bisphosphate 

PMA : Phorbol 12-Myristate 13-Acetate 

PNH: Primates Non Humains 

Pol: Polymérase 

PPT : Polypurine Tract 

PTC: Post-treatment Controller 

PR : Protéase 
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PRC2: Polycomb Repressor Complex 2 

PrEP: Pre-Exposure Prophylaxis 

PTAP: Pro-Thr/Ser-Ala-Pro 

PVDF: Polyvinylidene Difluoride 

PxxP: domaine riche en prolines 

 

Q 

qPCR: PCR quantitative 

 

R 

RAG-1/2: Recombination Activating Genes 1 and 2 

RDC: République Démocratique du Congo 

RLU: Relative Light Unit 

RNase H: Ribonucléase H 

rpm: rotation par minute 

RPL19: Ribosomal Protein L19 

RPMI: Roswell Park Memorial Institute 

RRE: Rev Responsive Element 

RT: Réverse Transcription 

RTC: Retro-Transcription Complex 

RT-PCR: Réverse Transcription Polymerase Chain Reaction 

 

S 

s: seconde 

S0 / S13 / S25 / S37: Semaine 0 / 13 / 25 / 37 

SAMHD1: SAM domain and HD domain-containing protein 1 

SDS-PAGE: Sodium dodecyl Sulfate- Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
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SERINC 3 / 5: Serine Incorporator 3 / 5 

SH3: Src Homology region 3 

SIDA: Syndrôme de l’Immunodéficience Acquise 

siARN: small interfering ARN 

SLX4: Structure-specific endonuclease subunit SLX4 

SOC: Super Optimal Broth 

SP1: Specificity Protein 1 

SP1/SP2: Spacer Peptide 1/2 

STLV-1: Simian T cell Lymphotropic Virus type 1 

SVF: Serum de Veau Fœtal 

 

T 

Taq: Thermophilus aquaticus 

TasP: Treatment as Prevention 

Tat: Transactivator of transcription 

TAR: Tat Responsive Element 

T CD4+: lymphocyte T CD4+ 

TCR: T Cell Receptor 

TEFb: Transcription Elongation Factor b 

TEMED: Tetramethylethylenediamine 

TFIIB: Transcription Factor II B 

TNF-α: Tumor Necrosis factor α 

TGF-β: transforming Growth Factor β 

TI: Transcriptase Inverse 

Tim-3: T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3 

Tm: melting Temperature  

TM1/2: domaine Transmembranaire ½ 
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TPE : Traitement Post-Exposition 

TPI: Temps Post-Inclusion 

TRAIL: TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand 

Treg: Lymphocyte T régulateur 

TREX1: Transcription Export Complex 1 

TRIM: Tripartite Motif 

TSS: Transcription Starting Site 

 

V 

V1-V5: régions Variables 4-5 

Vif: Viral infectivity factor 

VIH: Virus de l’Immunodéficience Humaine 

VIS: Virus de l’Immunodéficience Simienne 

VIS cpz: VIS de Chimpanzé 

VIS den : VIS de dent’s Mona monkey 

VIS gor: VIS de Gorille 

VIS gsn : VIS de great spot-nosed monkeys 

VIS mon : VIS de Mona monkeys 

VIS mus : VIS de mustached monkeys 

VIS rcm: VIS de red-capped mangabey 

VIS sm: VIS de sooty mangabey  

Vpr: Viral protein r 

VPS4: Vacuolar Protein Sorting-associated protein 4 

Vpu: Viral protein u 

Vpx: Viral protein x 

 

W 



20 
 

WT: Wild Type 

 

U 

U1: HIV-1 infected U937 

UMR : Unité Mixte de Recherche 

URF: Unique Recombinant Form 

Z 

ZDV: Zidovudine 
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I. Emergence du Virus de l’ImmunoDéficience Humaine : des origines à la pandémie 

actuelle 

1. De la découverte du VIH aux enjeux actuels sur le VIH/SIDA  

a. Historique de la découverte 

 

C’est en 1981 qu’apparaissent les premiers signes alarmants d’une épidémie émergente. En 

effet, cette même année, le Centers Disease Control d’Atlanta reporte cinq cas de patients à 

orientation homosexuelle atteints d’une forme grave de pneumonie (Centers for Disease 

Control (CDC) 1981). Les 15 jours suivants, 31 nouveaux cas identiques sont rapportés. Cette 

maladie, qui semble alors provoquer une immunodéficience uniquement chez les hommes à 

orientation homosexuelle, est dans un premier temps nommée GRID pour Gay-Related Immune 

Deficiency. A la fin de l’année 1981, il devient évident que cette maladie sévit également chez 

les utilisateurs de drogues injectables et chez les personnes transfusées. La maladie est alors 

renommée AIDS pour Acquired Immunodeficiency Syndrom (SIDA en français pour 

Syndrôme de l’Immunodéficience Humaine) en 1982 (Centers for Disease Control (CDC) 

1982). Il est important de noter que ces premiers cas à l’origine de la découverte de la maladie 

sont à l’origine de la stigmatisation dont souffrent encore aujourd’hui certaines populations 

dites "à risque". 

Dès 1982, le SIDA dépasse les frontières américaines et les scientifiques se mobilisent dans 

le monde entier pour identifier l’agent étiologique de cette maladie. Parallèlement, les premiers 

cas de SIDA sont relatés en Afrique cette même année, et la maladie est observée en France 

chez des patients hémophiles transfusés. Deux ans auparavant, le virus HTLV-1 (Human T-cell 

Leukemia Virus 1) avait été isolé de patients souffrant de leucémies et de lymphomes T humains 

(Poiesz et al. 1980). Ces différents éléments ont amené les scientifiques à avancer une 

hypothèse rétrovirale pour la nature de l’agent infectieux à l’origine du SIDA. 

En 1983, les Professeurs Françoise Barré-Sinoussi et Luc Montagnier isolent pour la 

première fois l’agent infectieux à l’origine du SIDA. Ils détectent l’existence d’une activité 

transcriptase inverse dans le surnageant de culture des cellules ganglionnaires d’un patient 

atteint de lymphadénopathie (patient BRU). La mise en évidence d’une activité transcriptase 

inverse, qui est une activité enzymatique propre aux rétrovirus, apporte alors une preuve 

irréfutable de la nature rétrovirale de l’agent causal du SIDA. L’observation de ces cellules en 

culture révèle également une autre propriété de l’agent infectieux à l’origine du SIDA, qui le 
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distingue alors parfaitement du rétrovirus HTLV-1 isolé par le Dr. Robert Gallo en 1980. En 

effet, contrairement au HTLV-1 qui induit une prolifération des cellules en culture, l’agent 

causal du SIDA exerce une action cytopathogène sur les cellules en culture. Enfin, l’observation 

au microscope électronique de l’agent infectieux à l’origine du SIDA démontre une 

morphologie caractéristique des rétrovirus, mais différente de celle du HTLV-1. Le virus à 

l’origine du SIDA fut dès lors nommé LAV, pour Lymphadenopathy-Associated Virus. Le 20 

mai 1983, une publication provenant du laboratoire du Pr. Montagnier et relatant la découverte 

de LAV paraît dans la revue Science (Barré-Sinoussi et al. 1983). En 1984,  l’équipe américaine 

concurrente du Dr. Robert Gallo publie dans ce même journal la découverte d’un rétrovirus 

lymphotropique isolé de deux patients atteints du SIDA, qu’il nomme HTLV-III (Zagury et al. 

1998). Les virus LAV et HTLV-III, qui s’avèrent par la suite être deux isolats du même virus 

(Ratner et al. 1985), sont nommés VIH pour Virus de l’Immunodéficience Humaine en 1986. 

Cette même année, un rétrovirus possédant des cractéristiques biologiques et morphologiques 

très similaires au VIH est isolé de deux patients atteints du SIDA en Afrique de l’Ouest (Clavel 

et al. 1986). Cette découverte mène à la distinction de deux types de VIH : le VIH-1 

(anciennement LAV et HTLV-III) et le VIH-2 décrit par Clavel et al.  

Sauf précision de ma part, je ferai uniquement référence au VIH-1 dans la suite de ma 

thèse. 

b. Chiffres et enjeux actuels 

 

Le SIDA reste « la plus grande catastrophe sanitaire du XXe siècle», d’après l’Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS). Plus de trente ans après sa découverte, le VIH a atteint même les 

régions du monde les plus reculées et l’épidémie du SIDA est devenue pandémique. La 

difficulté à élaborer un vaccin préventif et les enjeux socio-économiques qu’elle soulève font 

de la thématique VIH/SIDA une problématique pluridisciplinaire qui requiert l’expertise 

combinée de plusieurs champs de recherche scientifique : les recherches fondamentale, 

clinique, épidémiologique, sociale et communautaire.  

Repères épidémiologiques (ONUSIDA: 'Ending AIDS: Progress towards the 90-90-90 

targets') 

Depuis le début de l’épidémie, plus de 70 millions de personnes ont été infectée par le VIH 

à travers le monde, et 35 millions de personnes sont décédées des suites de l’infection par le 

VIH. A l’heure actuelle, environ 37 millions de personnes sont infectées par le VIH dans le 
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monde. L’Afrique de l’Est et l’Afrique du Sud restent les régions les plus sévèrement touchées 

par la pandémie, et concentrent à elles seules 19.4 millions de personnes infectées dans le 

monde (Figure 1). Le nombre de nouvelles infections parmi les adultes de 15-45 ans a en 

moyenne reculé de 16% dans le monde entre 2010 et 2016. Ce chiffre encourageant masque 

cependant d’importantes disparités, notamment en Europe Occidentale et en Asie de l’Est, où 

l’absence de politique de prévention, la stigmatisation et la criminalisation de pratiques à risque 

constituent le principal moteur de l’épidémie.   

 

Figure 1: Estimation du nombre d'individus vivant avec le VIH dans le monde. Source : Données 

2017 ONUSIDA. 

 

En 2013, l’ONUSIDA a lancé l’objectif 90-90-90 visant à ce que, à l’horizon de 2020 : 

ü 90% des personnes infectées par le VIH connaissent leur statut sérologique. 

ü 90% des personnes dépistées reçoivent un traitement durable. 

ü 90% des personnes traitées aient une charge virale durablement supprimée. 
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La 22e conférence mondiale sur le VIH/SIDA qui a eu lieu à Amsterdam en 2018 (AIDS 

2018) a révélé les chiffres suivants : à l’heure actuelle, dans le monde, 53% des personnes 

vivant avec le VIH connaissent leur séropositivité, 75% de ces personnes sont sous traitement, 

et 77% des personnes sous traitement ont une charge virale indétectable. Près de la moitié des 

personnes infectées dans le monde ignorent donc leur séropositivité. Ce chiffre, associé à 

l’estimation d’1.8 millions de nouvelles infections dans le monde en 2017, souligne 

l’importance d’intensifier le rythme actuel des initiatives de prévention pour atteindre 

l’objectif 90-90-90 à l’horizon de 2020. 

L’importance des différentes voies de transmission du VIH dans la pandémie actuelle 

La transmission du VIH d’un individu à l’autre nécessite trois conditions : (i) un vecteur 

(fluide corporel) contenant le virus, (ii) la présence de virus en concentration suffisante pour 

que la transmission soit efficace et (iii) une "porte d’entrée" du virus dans l’organisme (plaie, 

piqûre…). Il existe trois voies de transmission du VIH :  

o Transmission par voie sexuelle. Le VIH est transmis des fluides sexuels (sperme, liquide 

pré-séminal, sécrétions vaginales) aux surfaces muqueuses (anales, vaginales, buccales) lors 

de rapports sexuels anaux, vaginaux ou oraux non protégés. La transmission par voie 

sexuelle est l’un des principaux moteurs de l’épidémie actuelle, et fait l’objet d’une 

intensification des politiques de prévention dans l’ensemble du monde. Afin de prévenir les 

évènements de transmission du VIH par voie sexuelle, les principales démarches de 

prévention employées, souvent utilisées en association, sont : 

 

o L’usage du préservatif masculin ou féminin au cours des rapports sexuels 

homosexuels et hétérosexuels, oraux et génitaux. 

 

o L’utilisation d’antirétroviraux pour la prévention 

· Le TasP (Treatment as Prevention). Cette approche consiste à traiter les personnes 

séropositives afin de prévenir de nouvelles infections, notamment entre partenaires 

sexuels sérodiscordants (Beyrer et al. 2015). En effet, des études ont rapporté que 

les personnes sous traitement antirétroviral dont la charge virale est durablement 

supprimée ont un rique quasiment nul de transmettre le virus à leur partenaire sexuel 

non infecté (Consolidated guidelines on the use of antiretroviral drugs for treating 

and preventing HIV infection, WHO 2016). 
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· La PrEP (Pre-Exposure Prophylaxis), qui consiste à administrer un traitement 

antirétroviral préventif aux personnes séronégatives présentant des comportements 

à risque (Grant et al. 2010; Delaugerre et al. 2017).  

· Le TPE (Traitement Post-Exposition), qui consiste à administrer un traitement 

antirétroviral prophylactique aux individus suivant une exposition au VIH. Le TPE 

est administré sur une durée de 28 jours et doit étre administré dans les 72h suivant 

la prise de risque. 

 

· Transmission mère-enfant. Le VIH peut être transmis de la mère à l’enfant de trois manières 

différentes : (i) durant la grossesse (antepartum), (ii) au cours du travail et de la délivrance 

(intrapartum) et (iii) lors de l’allaitement (postpartum). En l’absence de traitement durant 

la grossesse et la délivrance, 30 à 40% des femmes transmettent le VIH à leur nouveau-né. 

Ce faible taux de transmission naturelle a été attribué à la présence de facteurs protecteurs 

dans le lait maternel, et en particulier à la forte concentration en anticorps présents dans le 

lait maternel (Hanson et al. 2003; Breastfeeding and HIV International Transmission Study 

Group et al. 2004; Van de Perre et al. 2012). Deux approches existent pour endiguer la 

transmission du virus de la mère à l’enfant via le lait maternel : le traitement des mères 

allaitantes infectées (2nd edition. Geneva: World Health Organization 2016), et la 

prophylaxie antirétrovirale des nouveau-nés non-infectés (World Health Organization 

2017). Si les avancées des dernières années dans le traitement prophylactique des mères et 

des nouveau-nés ont diminué le taux de transmission périnatale du VIH dans le monde, la 

transmission du virus via le lait maternel reste un enjeu sanitaire majeur.  

 

· Transmission par le sang. Le VIH peut être transmis par voie sanguine (i) lors de 

l’utilisation de matériel d’injection contaminé ou (ii) lors de la transfusion de sang 

contaminé. Dans les années 1970 et 1980, des milliers de personnes hémophiles ont été 

infectées par le VIH à travers le monde en recevant des produits sanguins provenant 

d’individus infectés. Ce mode de transmission contribue à un tiers des nouvelles infections 

en Europe de l’Est et en Asie de l’Est (congrès AIDS 2018, Amsterdam). Les démarches 

préventives visant à réduire les risques de transmission du VIH par voie sanguine 

comprennent l’utilisation de matériel d’injection stérile, le traitement de la dépendance et en 

particulier le traitement de substitution des opioïdes, la PreP et le TPE.  
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Populations clés dans la lutte contre la pandémie du SIDA 

La connaissance de ces trois modes de transmission du VIH a permis de définir des 

populations cibles que certaines pratiques exposent davantage au risque d’infection par le 

VIH. Ces populations constituent la cible prioritaire des programmes de prévention. Dans 

certaines régions du monde cependant, les pratiques de ces populations sont stigmatisées voire 

criminalisées, ce qui les dissuade d’accéder aux structures de soin et de prendre connaissance 

de leur statut sérologique. La lutte contre la stigmatisation et contre les lois coercitives qui 

condamnent certaines pratiques de ces populations est donc au cœur du programme 90-90-90 

initié par l’ONUSIDA. Les principales populations à risque sont les Hommes ayant des 

relations Sexuelles avec des Hommes, les Travailleurs(euses) du Sexe, les migrants, les Usagers 

de Drogue, les détenus, les individus transgenres et les individus transexuels. 

2. Origine et diversité génétique du VIH  

a. Taxonomie du VIH  

 

Les virus sont composés de deux éléments constants : un génome composé d’ADN ou 

d’ARN et une structure protéique qui protège le génome, appelée capside. Certains virus, 

qualifiés d’enveloppés, possèdent une troisième structure : une enveloppe qui entoure la 

capside. Du fait de leur structure relativement simple, les virus sont des parasites intracellulaires 

obligatoires qui nécessitent la machinerie cellulaire et moléculaire de leurs cellules hôtes pour 

se répliquer. Le système de classification des virus est polythétique et basé sur : (i) la nature de 

l’acide nucléique qui compose le génome viral et l’organisation génomique du virus, (ii) la 

symétrie de la capside, (iii) la présence ou non d’une enveloppe, et (iv) la nature de l’hôte 

(ICTV ; International Committee Taxonomy on Viruses). Le VIH-1 est un virus enveloppé 

qui possède une symétrie de capside complexe et deux copies d’ARN simple brin de 

polarité positive. A l’heure actuelle, le VIH-1 appartient : 

 

· A l’ordre des Ortervirales. Cet ordre regroupe 5 familles de virus à ARN qui possèdent une 

transcriptase inverse (TI) et utilisent un ARN de transfert (ARNt) comme matrice pour 

l’étape de transcription inverse. Le génome des virus appartenant à cet ordre est composé de 

deux copies d’ARN simple brin et présente 4 gènes principaux dans l’ordre suivant : 5′-gag-

pro-pol-env-3′ (Figure 2).  
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· A la famille des Rétroviridae. Les rétrovirus possèdent une structure protéique localisée à 

l’intérieur de la capside qui protège le génome viral, qualifiée de nucléocapside (Figure 2). 

Certains rétrovirus possèdent des gènes codant pour des protéines non-structurales qualifiées 

de régulatrices ou d’auxiliaires. Ces protéines exercent un rôle dans la régulation de 

l’expression des gènes viraux et de la réplication virale. La présence ou non de telles 

protéines dans le génome des rétrovirus distingue les rétrovirus simples (comme le MLV) 

des rétrovirus complexes (comme HTLV-1 et les VIH-1 et 2).  

· A la Sous-famille des Orthoretrovirinae : Contrairement à l’autre sous-famille de 

rétrovirus, les spumarétrovirus, l’étape de transcription inverse a lieu lorsque l’ARN viral 

est inséré dans la cellule hôte.  

· Au genre des Lentivirus : Le genre des Lentivirus comprend le Virus de 

l’Immunodéficience Féline (FIV), le Virus de l’Immunodéficience Simienne (VIS) et les 

deux espèces de VIH : le VIH-1 et le VIH-2 (Figure 2). Les lentivirus sont des rétrovirus 

complexes qui se distinguent des autres rétrovirus par la morphologie conique de leur 

capside. Ils peuvent être divisés en 5 groupes en fonction de l’hôte qu’ils infectent : primates, 

moutons et/ou chèvres, chevaux, félins et bovidés. Les lentivirus de primates (VIH et VIS) 

se distinguent des autres lentivirus par l’utilisation de la protéine CD4 et d’un 

récepteur de chémokine (CCR5 ou CXCR4) comme co-récepteurs d’entrée dans la 

cellule hôte.  

 

 

Figure 2 : Phylogénie et structure générale des Rétrovirus. Les rétrovirus complexes HIV-1, HIV-2 

et HTLV-1 ainsi que le rétrovirus simple MuLV sont encadrés en rouge sur l’arbre phylogénétique. 

Source : ictvonline.org.  
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b. Origine simienne des VIH-1 et -2 

 

L’émergence du VIH est le fruit d’au moins 13 franchissements de barrière inter-espèce du 

VIS de PNH (Primates non Humains) à l’Homme (VIH-1 et VIH-2). Les deux espèces de VIH 

partagent le même hôte naturel, infectent les mêmes cellules cibles et induisent une 

immunodéficience chez leur hôte. Les VIH-1 et -2 sont issus de plusieurs évènements 

indépendants de transmission inter-espèce du VIS des PNH à l’Homme. L’une des hypothèses 

qui a été avancée pour expliquer ces évènements de transmission est l’exposition sanguine de 

l’Homme aux PNH d’Afrique, notamment lors de pratiques de chasse et de consommation de 

viande de brousse (Etienne et Peeters 2010). Du fait de (i) la grande variété des VIS circulant 

chez les PNH en Afrique (Santiago et al. 2002; Villabona-Arenas et al. 2018) et (ii) de 

l’exposition croissante des Hommes aux PNH en Afrique sub-Saharienne (Expansion des 

industries forestières, augmentation de la consommation de viande de brousse), il n’est pas 

impossible que de nouveaux évènements de transmissions inter-espèces adviennent dans le 

futur. 

· Origines du VIH-2 : Après sa découverte en 1986 (Clavel et al. 1986), des études ont 

confirmé l’homologie entre le VIH-2 et le VIS du mangabey enfumé (VIS sm) (Hirsch et al. 

1989). Le VIS sm et le VIH-2 possèdent le gène vpx qui est absent du génome du VIH-1 

(Figure 3B). De plus, la répartition géographique du VIH-2 coïncide avec celle des 

mangabeys enfumés en Afrique de l’Ouest. 

 

· Origines du VIH-1 : Le VIH-1 a été introduit au moins 4 fois dans la population humaine. 

Le VIH-1 comprend 4 groupes phylogénétiques qui reflètent ces 4 évènements de 

transmission inter-espèce des PNH à l’Homme (Figure 3A): les groupes M (Majeur), O 

(Outlier), N (Non-M et non-O) et P (Hahn et al. 2000; Keele et al. 2006; Plantier et al. 

2009; Etienne et Peeters 2010; Delaugerre et al. 2011). Le VIS du chimpanzé (VIS cpz) est 

le précurseur des groupes M et N du VIH-1 (Huet et al. 1990; Keele et al. 2006), et le VIS 

du Gorille (VIS gor), qui a pour précurseur le VIS cpz, est le précurseur des groupes O et P 

du VIH-1 (Van Heuverswyn et al. 2006; Takehisa et al. 2009; D’arc et al. 2015) (Figure 3A). 
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Figure 3 : Diversité génétique des différentes lignées de VIS et de VIH. A. Arbre phylogénétique 

(Etienne et Peeters 2010) des lignées de VIS et de VIH. B. Organisation génomique comparée des VIH-

1 et -2. La zone encadrée en rouge souligne les différences génomiques entre les VIH-1 et -2. 

 

Les VIH-1 et -2 partagent une organisation génomique globalement similaire. Les 

principales différences génomiques entre les VIH-1 et -2 concernent les gènes codant pour les 

protéines auxiliaires (Figure 3B). La localisation génomique de vpr et l’extrémité 3’ de vif 

diffèrent entre les VIH-1 et -2. Ces différences proviendraient de la perte du gène vpx lors de la 

création du VIS cpz (Etienne et al. 2013b). La perte de vpx et de l’extrémité 3’ du gène vif ont 

été transmis du VIS cpz au VIH-1, tandis que le VIH-2 a conservé les gènes auxiliaires de son 

précurseur, le VIS sm (Figure 3A et B). Par ailleurs, le gène vpu est uniquement retrouvé dans 

le génome de quelques lentivirus : dans le génome du VIH-1 et de ses précurseurs VIS cpz et 

VIS gor, dans le génome du VIS gsn, l’un des précurseurs du VIS cpz, et dans le génome des 

VIS mus, VIS den et VIS mon (Barlow et al. 2003; Courgnaud et al. 2003; Dazza et al. 2005; 

Van Heuverswyn et al. 2006; Takehisa et al. 2009). Le VIH-1 se distingue également du VIH-

2 par la présence sur le brin antisens de son génome proviral du gène asp (Miller 1988; Cassan 
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et al. 2016). Je reviendrai sur la conservation du gène asp dans la partie III2a de 

l’introduction. 

Outre l’organisation de leur génome, les VIH-1 et -2 se distinguent par leur prévalence dans 

la population mondiale et par l’évolution de la pathologie qu’ils génèrent chez leur hôte naturel. 

En effet, les individus infectés par le VIH-2 progressent plus lentement vers la phase SIDA (van 

der Loeff et al. 2010). De plus, le VIH-2 se transmet moins efficacement que le VIH-1 par voie 

sexuelle (Gottlieb et al. 2006), et très rarement de la mère à l’enfant (Hawes et al. 2008). En 

outre, le VIH-2 est capable d’infecter les cellules dendritiques (DC) de manière productive, ce 

qui favorise sa reconnaissance par le système immunitaire de l’hôte (Lahaye et al. 2013). A 

l’inverse, les DC sont rarement infectées de manière productive par le VIH-1, ce qui contribue 

à son échappement au système immunitaire (Moris et al. 2004; Hrecka et al. 2011; Laguette et 

al. 2011; Puigdomènech et al. 2013).  

c. Phylogénie du VIH-1 

 

Les quatre évènements indépendants de franchissement de barrière inter-espèce du VIS à 

l’origine des quatre groupes phylogénétiques M, N, O et P du VIH-1 (Figure 3) ont eu des issues 

très différentes, comme en témoignent la grande disparité de leur prévalence dans le monde 

(Etienne et Peeters 2010):  

· Le groupe M a connu une expansion rapide et mondiale. Il est à l’origine de la pandémie 

actuelle du SIDA, et est à lui seul responsable depuis le début de l’épidémie de l’infection 

de plus de 70 millions de personnes à travers le monde. Le groupe M est composé de 

différents sous-types et de formes recombinantes dont la prévalence varie également à 

travers le monde (Hemelaar et al. 2019). 

 

· Le groupe O (Outlier) a connu une croissance endémique limitée à l’Afrique de l’Ouest, et 

plus spécifiquement au Cameroun. Des cas sporadiques d’infection par le groupe O du VIH-

1 ont également été reportés aux Etats-unis et en Europe (Mourez et al. 2013). En France, 

l’étude RES-O a identifié 143 personne infectées par le groupe O depuis 1992 (Depatureaux 

et al. 2010), ce qui constitue le plus large réseau d’infections du groupe O hors du Cameroun. 

Malgré des cas d’infections reportés sur trois continents différents, le groupe O n’a pas connu 

d’expansion pandémique, contrairement au groupe M.  
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· Les groupes N (Non-M et non-O) et P sont rares et ne se sont transmis qu’à une fraction 

d’individus Camerounais. Le VIH-1 du groupe N a été retrouvé chez 15 individus 

(Delaugerre et al. 2011) depuis sa découverte en 1998 chez une patiente Camerounaise. Le 

groupe P a été isolé en 2009 d’une Camerounaise asymptomatique qui vivait en France 

depuis 2004 (Plantier et al. 2009). Un deuxième individu infecté par le groupe P a été décrit 

au Cameroun. 

 

L’approche de bio-informatique développée par l’équipe du Pr Eric Delaporte a permis de 

dater le MRCA (More Recent Common Ancestor) du groupe M à 1931 (Salemi et al. 2001), 

date qui a par la suite été avancée à 1908 (± 1884-1924) grâce à l’analyse d’une biopsie de 

ganglions lymphatiques prélevée d’une femme infectée vivant en République Démocratique du 

Congo (RDC) (Worobey et al. 2008). Les MRCA des groupes O, N et P ont quant à eux été 

respectivement estimés à 1920 (± 1890, 1940), 1963 (± 1948-1977) et aux années 1980 

(Wertheim et Worobey 2009). Récemment, une étude a confirmé l’introduction du VIH-1 du 

groupe M dans la population au début du XXe siècle, et a démontré que la capitale de la 

RDC était l’épicentre de la pandémie actuelle (Faria et al. 2014).  

d. Diversité génétique du groupe M 

 

Mécanismes à l’origine de la diversité génétique du groupe M 

Le groupe M est à lui seul responsable de la pandémie du SIDA. Au cours de sa propagation 

dans la population mondiale au siècle dernier, la diversité génétique du groupe M du VIH-1 a 

atteint un niveau considérable. Cette incroyable diversité génétique a conduit à une nouvelle 

classification à l’intérieur du groupe M. Ce groupe est ainsi composé de 10 sous-types (A, B, 

C, D, F, G, H, I, J et K) ainsi que de nombreuses formes recombinantes qui résultent de la 

recombinaison d’au moins deux sous-types du groupe M. Ces formes recombinantes sont 

qualifiées de : 

· CRF (Circulating Recombinant Forms) si elles sont entièrement séquencées et 

retrouvées chez au moins trois individus différents (Figure 4B).  

· URF (Unique Recombinant Forms) dans le cas contraire. 

La diversité génétique intra-sous-type continue à augmenter avec le temps à l’échelle intra-

individuelle et à l’échelle des populations. Cette diversité génétique est multifactorielle, et 
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découle globalement de deux mécanismes génétiques : (i) l’incorporation de mutations dans le 

génome viral, et (ii) la recombinaison entre génomes viraux intra- ou inter-sous-types.  

1. Incorporation de mutations dans le génome viral. Le taux de mutation du VIH-1 est 

supérieur au taux de mutation moyen des rétrovirus (Lemey et al. 2006), ce qui lui confère 

une vitesse d’évolution importante et lui permet de s’adapter aux contraintes imposées par 

l’hôte. Deux mécanismes sont majoritairement à l’origine de ce fort taux de mutations : 

 

· L’infidélité de la transcriptase inverse. L’étape de transcription inverse (Figure 4A) fait 

intervenir une enzyme, la transcriptase inverse (TI). Cette enzyme est une ADN polymérase 

ARN dépendante qui permet de rétro-transcrire l’ARN viral simple brin en ADN double 

brin. La TI du VIH-1 est peu "fidèle" : elle incorpore environ 1 mutation (substitution ou 

délétion) par génome et par cycle viral (Huang et Wooley 2005), et ne possède pas d’activité 

de correction de ces mutations. Une multitude de variants viraux sont donc produits à partir 

d’une même cellule infectée. Ces nouvelles espèces virales entraînent une grande diversité 

génétique au cours du temps à l’échelle intra-individuelle.  

· Les mutations induites par APOBEC3 : Les protéines appartenant à la famille de cytidines 

déaminases APOBEC3 induisent des mutations de type C→U lors de la synthèse du brin 

« minus strong stop » de l’ADN viral, ce qui se traduit par des mutations de type G→A dans 

l’ADN proviral. Les protéines APOBEC3 sont contrées par la protéine virale Vif (Sheehy et 

al. 2002). Cependant, plusieurs études ont démontré que certaines protéines APOBEC3 

cellulaires échappaient à l’antagonisme de Vif, et que les mutations de l’ADN proviral qui 

en résultaient contribuaient à la diversité des espèces virales à l’échelle intra-individuelle 

(Bourara et al. 2007; Kim et al. 2015). Une étude réalisée sur les cellules de patients non 

traités a rapporté que le taux de mutation de l’ADN viral intracellulaire excédait de deux 

logs celui de l’ARN viral plasmatique, et que les hypermutations conférées par les protéines 

cellulaires APOBEC3D, F, G et H étaient à l’origine de 98 % des mutations retrouvées dans 

l’ADN viral intracellulaire (Cuevas et al. 2015). Une grande partie des hypermutations 

induites par les protéines APOBEC3 sont donc « léthales » pour le virus, ce qui explique les 

différences dans les taux de mutations de l’ADN viral intracellulaire et de l’ARN viral 

plasmatique.  

 

2. Recombinaison de deux ou plusieurs virus. En plus des nouvelles espèces virales qui 

apparaissent à l’échelle intra-individuelle, des mécanismes de recombinaisons intra-sous-
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types (entre variants viraux) ou inter-sous-types peuvent avoir lieu. Ces recombinaisons ont 

lieu entre les deux copies d’ARN génomique du virus. Lorsqu’une cellule est infectée par 

deux virus différents, les ARN génomiques des deux virus produits de novo dans la cellule 

peuvent être assemblés au sein de la même particule virale. Lorsque le virus possédant ces 

deux copies d’ARN viral infecte une nouvelle cellule, des évènements de recombinaison 

peuvent alors avoir lieu entre ces deux molécules d’ARN pendant l’étape de transcription 

inverse, ce qui crée un virus recombinant (Figure 4B). L’infection d’une cellule déjà 

infectée par un autre variant viral est qualifiée de co-infection. Ce phénomène est à l’origine 

de la création de nouvelles formes recombinantes au sein du groupe M du VIH-1. 

L’existence de formes recombinantes n’est cependant pas restreinte au groupe M. En effet, 

trois formes recombinantes intergroupes M/O ont été rapportées entre 1999 et 2004 chez des 

patients Camerounais (Peeters et al. 1999; Takehisa et al. 1999; Yamaguchi et al. 2004), et 

une étude récente a suggéré la transmission horizontale de ce virus recombinant intergroupe 

(Ngoupo et al. 2016). Par ailleurs, un virus recombinant intra-groupe O a également été 

décrit (Roques et al. 2002). 

 

Figure 4 : Mécanismes à l'origine de la diversité génétique du groupe M. A. Représentation 

schématique de la transcription inverse du VIH. B. Mécanismes moléculaires à l’origine de la 

recombinaison virale. ! Une cellule cible est co-infectée par deux virus de sous-types différents. Suite 

à l’intégration de l’ADN double brin des deux virus dans le génome de la cellule, une copie d’ARN 

génomique provenant de chaque virus peut être encapsidée au sein de la même particule virale. " 

Lorsque ce virus infecte une nouvelle cellule, des évènements de recombinaison entre les deux copies 

d’ARN viral peuvent mener à la formation d’un nouveau virus recombinant avec un génome hybride. 
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Prévalence des sous-types du groupe M 

Les différents sous-types et CRF du groupe M ont une distribution géographique très 

disparate (Figure 5). Le sous-type C est le plus prévalent dans l’ensemble de la population 

mondiale infectée. Entre 2010 et 2015, il a été estimé que le sous-type C était responsable de 

46.6% de l’ensemble des infections du VIH-1 dans le monde (Hemelaar et al. 2019). Par ordre 

de prévalence mondiale viennent ensuite le sous-type B (12.1 % des infections mondiales entre 

2010-15), le sous-type A (10.3%), le CRF02_AG (7.7%), le CRF01AE (5.3%), le sous-type G 

(4.6%) et le sous-type D (2.7%) (Figure 5) (Hemelaar et al. 2019). Le sous-type C est surtout 

prédominant en Afrique du Sud, en Afrique de l’Est et en Inde. Le sous-type B est le principal 

contributeur de la pandémie en Europe de l’Ouest et Centrale, en Amérique du Nord, aux 

Caraïbes, en Amérique latine et en Océanie. En Europe de l’Est et en Asie Centrale, le sous-

type A est majoritaire, mais le sous-type B ainsi que d’autres CRF contribuent également de 

manière non négligeable aux infections dans ces régions du monde. Au Moyen orient et en 

Afrique du Nord, les infections sont majoritairement causées par des CRF du VIH-1. En Asie 

de l’Est et du Sud-Est, le CRF01_AE prédomine dans la population infectée. L’Afrique 

Centrale est la région du monde qui possède la plus forte proportion d’URF (Figure 5 ; 21.3% 

des infections en Afrique Centrale entre 2010 et 2015). 

Les différentes prévalences des sous-types et CRF du groupe M dans les différentes régions 

du monde résultent probablement d’une combinaison de facteurs propres aux populations dans 

lesquelles ils se sont répandus (facteurs socio-démographiques et comportementaux, fonds 

ethniques…) et de facteurs génétiques propres à chaque sous-type/CRF. En effet, les différents 

sous-types du VIH-1 ont émergé et se sont propagés dans des populations distinctes : leur 

évolution a donc été façonnée par le fond ethnique de ces populations. Certaines études ont 

comparé la capacité réplicative (Ariën et al. 2005, 2006) et l’efficacité de transmission (Renjifo 

et al. 2001; Yang et al. 2003) du VIH-1 de différents sous-types. Ces études qui ont été réalisées 

dans des modèles cellulaires in vitro ou dans des populations ethniquement distinctes in vivo 

sont extrêmement intéressantes, mais ne permettent pas d’expliquer complètement la différence 

de distribution des sous-types du VIH-1 à l’échelle planétaire.   
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Figure 5 : Répartition mondiale des principaux sous-types et CRF du groupe M du VIH-1 entre 

2010 et 2015 (Hemelaar et al. 2019). A. Planisphère montrant la répartition des principaux sous-types 

et CRF du VIH-1. B. Proportion des principaux sous-types et CRF du groupe M du VIH-1 dans la 

population mondiale entre 2010 et 2015.   

 

3. Mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans l’infection par le 

VIH-1 

a. Structure et organisation génomique du VIH-1 

 

Le VIH-1 est un virus enveloppé qui possède une capside conique et une nucléocapside 

protégeant deux copies d’ARN simple brin de polarité positive (Figure 6). Le génome proviral 

du VIH-1 est encadré à ses extrémités 5’ et 3’ par deux régions nommées LTR (Long Terminal 

Repeat). Les LTR 5’ et 3’ sont identiques et composés de 3 régions (Figure 6B):  

· La région U3, qui agit comme promoteur de la transcription virale. La région U3 est 

composée d’une région modulatrice et d’une région enhancer. La région modulatrice 

contient des sites de liaison à plusieurs facteurs cellulaires tels que NFAT et AP-1, dont la 

liaison résulte en une activation ou une répression de la transcription virale (Gaynor 1992; 

Naghavi et al. 2001). La région enhancer contient deux sites de liaison au facteur de 

transcription NF-kB, 3 sites de liaison au facteur de transcription SP1 et une TATA box. Un 
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4e site de liaison au facteur de transcription SP1 est localisé en 5’ de la région U3 (Peeters et 

al. 1996). NF-kB active la transcription virale en réponse à un large nombre de stimuli 

extracellulaires, incluant les esters de phorbols et de nombreuses cytokines (Gaynor 1992). 

Les différences dans le nombre de sites de liaison aux facteurs NF-kB et AP-1 observées 

dans le LTR de certains sous-types du VIH-1 (C et CRF01_AE) ont été proposées pour 

expliquer en partie les différences de prévalences mondiales de ces sous-types (Montano et 

al. 1997; van Opijnen et al. 2004).  

· La région R, qui contient le site d’initiation de la transcription virale sens, le signal de poly-

adénylation des différents transcrits sens et l’élément de réponse à la protéine Tat (TAR). Le 

TAR est une région qui forme une structure tige-boucle sur les transcrits sens du VIH-1, et 

sur laquelle se fixe la protéine Tat (Sodroski et al. 1985). 

· La région U5 contient 3 sites de liaison aux facteurs de transcription AP-1. 

 

 

Figure 6 : Structure de la particule virale et organisation génomique du VIH-1. A. Structure de la 

particule virale mature du VIH-1. B. Organisation génomique du VIH-1. Les gènes verts sont communs 

à tous les rétrovirus. Les gènes violets codent pour des protéines régulatrices, les gènes gris pour des 

protéines auxiliaires et le gène rouge pour une protéine codée par le brin antisens du génome proviral. 

Le gène asp n’est présent que dans le groupe M du VIH-1. C. Structure de la région promotrice U3 des 

LTR 5’ et 3’ du VIH-1. TSS : site d’initiation de la transcription. 
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Le LTR 5’ a longtemps été considéré comme l’unique promoteur du VIH-1. Or, notre équipe 

a démontré au cours des deux dernières décennies que le LTR 3’ du VIH-1 fonctionnait 

également comme un promoteur capable d’initier, à l’extrémité 3’ du génome proviral, la 

transcription du brin antisens du VIH-1 (Landry et al. 2007; Laverdure et al. 2012; Arpin-André 

et al. 2014). La transcription antisens sera détaillée dans la partie III de l’introduction.  

Le VIH-1 possède dans son génome les gènes gag, pol et env codant respectivement pour 

des protéines structurales, pour des enzymes virales et pour des glycoprotéines d’enveloppe 

(Figure 6B). Il code également pour les protéines régulatrices Tat et Rev, et pour les protéines 

auxiliaires Nef, Vif, Vpu et Vpr. Enfin, les virus du groupe M du VIH-1 possèdent également 

un gène situé sur le brin antisens du génome proviral qui code pour une protéine nommée ASP 

pour AntiSense Protein. Ce gène ainsi que ses produits d’expression seront détaillés dans 

la partie III de l’introduction. 

b. Les protéines Gag, Pol et Env du VIH-1 

 

Le VIH-1 compacte son information génétique en employant différentes stratégies telles que 

la création de gènes chevauchants (voir partie III1a de l’introduction) et des mécanismes 

traductionnels tels que le changement de cadre de lecture du ribosome (ribosomal framshifting) 

qui permet, à partir d’un seul ARN polycistronique, la synthèse de plusieurs protéines virales. 

De plus, afin de limiter la taille de son protéome, le VIH-1 code pour des protéines 

multifonctionnelles dont la plupart sont composées de plusieurs sous-unités douées d’une 

fonction différente. 

Chez tous les rétrovirus, les protéines structurales codées par le gène gag (group of antigens) 

et les protéines enzymatiques codées par le gène pol (pour polymérase) sont synthétisées en 

tant que polyprotéines à partir d’un unique ARN messager. Deux polyprotéines sont produites 

à partir du même ARN : la polyprotéine Gag (Pr55Gag) et la polyprotéine Gag-Pol 

(Pr160GagPol) (Figure 7). Pr160GagPol résulte d’un changement de cadre de lecture du 

ribosome effectué à la fin de la séquence codant pour Pr55Gag dans environ 5% des cas. 

Pr55Gag et Pr160GagPol sont clivées par la protéase virale en plusieurs protéines lors de la 

maturation de la particule virale. La glycoprotéine gp160 codée par le gène env (enveloppe) est 

clivée en deux glycoprotéines distinctes, gp120 et gp41, par des protéases cellulaires lors de 

son passage dans l’appareil de Golgi (Figure 7).  
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Figure 7 : Principaux domaines des polyprotéines Pr55 Gag, Pr160 Gag-Pol et Env. Les sites de 

clivage par la protéase virale ou par les protéases cellulaires sont indiqués par des flèches. 

 

Pr55Gag est une polyprotéine de 55 KDa clivée lors de la maturation de la particule virale 

en 4 protéines principales et deux peptides d’espacement nommés SP1 (Spacer Peptide 1) et 

SP2 (Spacer Peptide 2) (Figure 7). Ces protéines ont essentiellement un rôle structural et sont 

nommées : 

 

· Protéine de matrice (MAp17). MA est principalement impliquée dans le ciblage et 

l’oligomérisation de Pr55Gag à la membrane plasmique (Burniston et al. 1999) et dans 

l’incorporation des glycoprotéines d’enveloppe à la membrane plasmique lors de la 

formation de la particule virale immature. Ces fonctions sont assurées grâce la 

myristoylation de MA qui permet l’ancrage de Pr55Gag à la membrane plasmique 

(Göttlinger et al. 1989).  

· La protéine de capside (CAp24), qui est principalement impliquée dans la formation de la 

capside virale et dans la régulation de l’import nucléaire du génome viral. La protéine CAp24 

s’assemble en trimères qui s’assembleront entre eux pour former des hexamères de trimères.  
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· La protéine de nucléocapside (NCp7), également impliquée dans l’oligomérisation de 

Pr55Gag à la membrane plasmique (Burniston et al. 1999). NCp7 est également impliquée 

dans l’encapsidation de l’ARN génomique, et joue le rôle de chaperonne pour l’ARN 

génomique. 

· La protéine p6, qui est entre autres impliquée dans l’incorporation de la protéine Vpr du 

VIH-1 et de la protéine Vpx du VIH-2 dans la particule virale néoformée (Yu et al. 1988; 

Paxton et al. 1993; Accola et al. 1999). 

 

Dans la polyprotéine précurseur Pr160GagPol, qui est produite suivant un mécanisme de 

changement de cadre du ribosome en 3’ de la séquence codante de Gag, le peptide SP2 et la 

protéine p6 sont remplacés par une région « trans-cadre » (transframe) nommée p6* ou p6pol 

(Figure 7) (Freed 2015). Pr160GagPol  est clivée lors de la maturation de la particule virale en 

trois enzymes (Figure 7) :  

· La protéase (PR), une enzyme impliquée dans le clivage des polyprotéines Pr55Gag et 

Pr160GagPol dans la particule virale mature.  

· L’intégrase (IN). Cette enzyme est impliquée dans l’intégration de l’ADN viral double brin 

dans le génome de la cellule hôte.  

· La transcriptase inverse (TI). La forme active de la TI est  un hétéro-dimère composé de 

la sous-unité catalytique p66 et de la sous-unité p51. La sous-unité p66 est composée d’un 

domaine polymérase et d’un domaine RH. Le domaine polymérase présente une activité 

ADN polymérase dépendante de l’ARN et une activité ADN polymérase dépendante de 

l’ADN. Le domaine RH possède une activité RNase H qui permet la dégradation du brin 

d’ARN lors de la formation transitoire du complexe hybride ARN/ADN. La sous-unité p51 

est une polymérase non fonctionnelle, dépourvue d’activité enzymatique.  

 

Gp160 est la glycoprotéine d’enveloppe précurseur codée par le gène env. Gp160 est 

fortement glycosylée lors de son passage dans le réticulum endoplasmique et subit un clivage 

par des protéases cellulaires de type furine lors de son passage dans l’appareil de Golgi. Il en 

résulte deux glycoprotéines d’enveloppe : la glycoprotéine 41 (gp41) transmembranaire et la 

glycoprotéine 120 (gp120) extracellulaire (Figure 7). Les hétérodimères gp41/gp120 

s’assemblent en trimères pour former le ligand du récepteur CD4.  
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· Gp 41 possède un domaine transmembranaire et un domaine de fusion. Suite à la liaison de 

gp120 avec CD4 et CXCR4 ou CCR5, le peptide de fusion de gp41 s’insère dans la 

membrane plasmique de la cellule hôte. La gp41 est la première cible de la réponse humorale 

de l’hôte (Makvandi-Nejad et Rowland-Jones 2015). Les anticorps dirigés contre la gp41 

reconnaissent préférentiellement la région extracellulaire située à proximité de la membrane 

(Membrane Proximal External Region ; MPER). 

· Gp120 est responsable de la liaison aux récepteurs CD4 et CCR5/CXCR4. Elle est composée 

de 5 régions constantes bien conservées (C1-C5) et de 5 régions hypervariables (V1-V5). 

Ces régions variables jouent un rôle critique dans l’échappement du virus au système 

immunitaire de l’hôte.  

c. Les protéines régulatrices du VIH-1 

 

Le VIH-1 possède, comme HTLV-I, deux gènes codant pour des protéines régulatrices qui 

interviennent principalement dans l’élongation de la transcription virale (Tat) et dans l’export 

des ARN messagers viraux non épissés ou mono-épissés (Rev) (Figure 8). Ces deux protéines 

sont indispensables à la réplication virale. 

Tat (Transactivator of transcription) est une protéine basique multifonctionnelle de 101 

acides aminés, codée par deux exons séparés. La gamme des fonctions  exercées par Tat peut 

être divisée en deux branches : 

1. Sa capacité à induire l’élongation de la transcription du génome viral. Chez le VIH-1, le 

LTR 5’ agit comme promoteur des gènes situés sur le brin sens du génome proviral. Si 

l’initiation de la transcription repose majoritairement sur la liaison des facteurs de 

transcription SP1 et NF-kB au LTR 5’, l’élongation de la transcription virale repose quant 

à elle sur : 

 

· L’interaction de Tat avec le complexe pTEFb composé des protéines CDK9 et Cycline 

T1 (Figure 8). 

· La fixation du complexe Tat-pTEFb sur son élément de réponse, le TAR (Sodroski et al. 

1985; Kao et al. 1987). Au niveau du TAR, la polymérase cellulaire effectue une pause. 

Lorsque le complexe Tat/pTEFb se fixe sur le TAR, la protéine CDK9 phosphoryle le 

domaine C-terminal de la polymérase cellulaire, ce qui augmente sa processivité, et donc 

l’élongation de la transcription (Karn et Stoltzfus 2012). 



42 
 

 

Figure 8 : Fonctions associées aux protéines régulatrices du VIH-1. Les gènes codant pour Tat et 

Rev sont représentés en violet. Les principales fonctions de Tat, le complexe Tat/pTEFb sur l’élément 

de réponse TAR et le complexe Rev/CRM-1 sur l’élément de réponse REV sont représentés (Debaisieux 

et al. 2012; Karn et Stoltzfus 2012). 

 

2. Sa fonction de toxine virale. Environ les deux tiers de la quantité de Tat produite sont 

sécrétés au cours de la vie d’un T CD4+ infecté. Tat est sécrétée de manière non 

conventionnelle, via son interaction avec le phosphatidylinositol (4,5) bisphosphate (PIP2) 

présent dans la couche lipidique interne de la membrane plasmique (Figure 8). Tat est ainsi 

retrouvée à une concentration de l’ordre du nanomolaire dans le sérum des individus infectés 

(Schatz et al. 2018). La protéine Tat sécrétée peut être internalisée par endocytose dans les 

cellules non infectées, où elle exerce une fonction de toxine en interagissant avec des 

partenaires cytoplasmiques ou en intégrant le noyau où elle module la transcription de gènes 

cibles (Debaisieux et al. 2012). Tat internalisée a été associée à l’inhibition de la capacité 

sécrétoire des cellules neuro-endocrines (Tryoen-Tóth et al. 2013), et à l’inhibition de la 

phagocytose médiée par les récepteurs aux fragments Fc des anticorps dans les macrophages, 

les neutrophiles et les monocytes (Debaisieux et al. 2015). Une étude récente réalisée par 

notre équipe a démontré que Tat subissait une palmitoylation dans les cellules non infectées, 
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suggérant l’implication de cette modification post-traductionnelle dans la perturbation des 

capacités sécrétoires et phagocytaires décrite plus haut (Chopard et al. 2018). 

 

 

La protéine Rev est responsable de l’export des transcrits non épissés et mono-épissés du 

VIH-1. En se fixant sur son élément de réponse RRE (Rev Responsive Element), la protéine 

Rev induit l’export nucléaire des transcrits non épissés et mono-épissés du VIH-1 

(Hammarskjöld et al. 1989; Malim et al. 1989). Trois sortes de transcrits sont issus de la 

transcription du génome proviral : (i) des transcrits multi-épissés codant pour les protéines Tat, 

Rev et Nef, (ii) des transcrits mono-épissés codant pour les protéines Vif, Vpr, Env/Vpu, et (iii) 

un transcrit non épissé de l’ensemble du génome. Une fraction de ce transcrit non épissé code 

pour les polyprotéines Pr55Gag et Pr160Gag-Pol, et une autre fraction est incorporée dans les 

particules virales néoformées dans lesquelles elle constitue l’ARN génomique. L’export 

nucléaire des transcrits et la traduction des protéines virales se fait en deux temps : 

 

· Les transcrits multi-épissés codant pour Tat, Rev et Nef sont exportés hors du cytoplasme 

et traduits en protéines. Les transcrits de Tat, Rev et Nef ne possèdent pas le RRE et sont 

exportés hors du noyau de manière indépendante de Rev, en suivant la voie empruntée par 

les ARN cellulaires dépendante du complexe Transcription Export Complex 1 (TREX1).   

· Lorsque la concentration de la protéine Rev atteint un certain seuil, Rev se fixe au RRE sur 

les transcrits non épissés et mono-épissés qui se sont accumulés au niveau du noyau. La 

liaison de Rev au RRE induit son oligomérisation au niveau du RRE, et son interaction avec 

la protéine CRM-1 (Figure 8), ce qui résulte en l’export actif des transcrits non épissés et 

mono-épissés hors du noyau (Rekosh et Hammarskjold 2018). Les protéines Pr55Gag, 

Pr160GagPol, Env, Vif, Vpr et Vpu sont alors traduites dans le cytoplasme.  

 

d. Les protéines auxiliaires du VIH-1 et les facteurs de restriction 

cellulaires 

 

Cellules Permissives et Facteurs de Restriction  

Suite à la liaison des trimères de gp41/gp120 au récepteurs et co-récepteurs des cellules 

cibles, le VIH-1 introduit sa capside renfermant le matériel génétique viral dans la cellule hôte, 

qui est alors infectée. L’injection du matériel viral est cependant détectée par la cellule. En 
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effet, certaines protéines cellulaires qualifiées de facteurs de restriction (FR), dont 

l’expression est en général induite par l’interféron de type I, détectent et ciblent des molécules 

virales à différentes étapes du cycle, bloquant ainsi l’infection de la cellule. Cependant, la 

plupart des actions antivirales des FR sont contrées par des protéines du VIH-1. Jusqu’à présent, 

plus de 9 groupes de FR capables d’inhiber l’infection par le VIH-1 et par d’autres lentivirus 

de primates ont été décrits (Figure 9). Parmi ces 9 groupes, 4 familles de FR ont été 

intensivement décrits : APOBEC3G, SAMHD1, Tétherine/BST-2 et TRIM-5α. 

· Lors de l’infection par le VIH, les protéines APOBEC3G, comme les autres membres de la 

famille APOBEC, sont internalisées dans la particule virale néoformée. Dans les cellules 

nouvellement infectées, APOBEC3G catalyse la réaction de déamination de la cythidine en 

uracile dans l’ADN viral simple brin issu de la transcription inverse de l’ARN viral, ce qui 

se traduit par des hypermutations de type G→A dans le génome proviral (Harris et al. 2003; 

Mangeat et al. 2003; Zhang et al. 2003; Moris et al. 2014). Les hypermutations induites par 

APOBEC3G conduisent à la production de protéines défectueuses et de particules virales 

non fonctionnelles ainsi qu’à la dégradation de l’ADN viral par des endonucléases, et 

inhibent donc fortement la réplication virale. APOBEC3G induirait également une meilleure 

reconnaissance des T CD4+ infectés par les CTL (Casartelli et al. 2010).  

· La tétherine/BST-2 possède une extrémité N-terminale transmembranaire et une extrémité 

C-terminale à ancre GPI. Cette topologie particulière lui permet d’ancrer le virion néoformé 

à la membrane plasmique de la cellule infectée et lui confère une activité antivirale à large 

spectre contre les virus enveloppés (Neil et al. 2008; Van Damme et al. 2008). Les virions 

retenus à la membrane sont ensuite internalisés puis dégradés via la voie de dégradation 

endo-lysosomale (Miyakawa et al. 2009; Perez-Caballero et al. 2009), ce qui enrichirait la 

source d’antigènes viraux présentés aux  T CD8+ et T CD4+ (Colomer-Lluch et al. 2018). 

· La protéine TRIM-5α, qui appartient à la famille des E3 ligases TRIM, inhibe la réplication 

rétrovirale d’une manière espèce-spécifique en liant la capside rétrovirale, ce qui mène au 

déshabillage prématuré du complexe de rétro-transcription et perturbe sa translocation dans 

le noyau. Contrairement aux protéines TRIM-5α des singes de l’ancien monde, la protéine 

TRIM-5α humaine ne restreint pas le VIH-1 (Hatziioannou et al. 2004; Keckesova et al. 

2004; Stremlau et al. 2004; Yap et al. 2004). 

· La protéine SAMHD1 échappe à l’antagonisme des protéines virales du VIH-1. L’infection 

par le VIH-1 est donc restreinte dans les cellules qui expriment SAMHD1 sous forme active 

phosphorylée telles que les DC et les monocytes (Hrecka et al. 2011; Laguette et al. 2011) 
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ainsi que les T CD4+ quiescents (Descours et al. 2012). Ces cellules sont qualifiées de non 

permissives à l’infection par le VIH-1 (Colomer-Lluch et al. 2018). A l’inverse, SAMHD1 

est exprimée sous forme non phosphorylée et inactive dans les lymphocytes T CD4+ activés, 

ainsi que dans certaines lignées cellulaires non hématopoiétiques (Hela, HEK 293T, Cos7) 

et certaines lignées lymphocytaires telles que les Jurkat. Ces cellules qui ne restreignent pas 

efficacement l’infection par le VIH-1 sont qualifiées de permissives à l’infection par le VIH-

1. SAMHD1 restreint principalement l’infection par le VIH-1 en hydrolysant les 

déoxynucléosides triphosphates (dNTP) par le biais de son activité phosphohydrolase, 

privant ainsi la TI de ses substrats. Cependant, il a été démontré que SAMHD1 exerçait 

également une activité ribonucléase importante pour la restriction de l’étape de transcription 

inverse (Ryoo et al. 2014).  

 

Figure 9 : Localisation génomique des gènes codant pour les protéines auxiliaires du VIH-1 et 

principales fonctions de ces protéines. 

 

Outre APOBEC3G, tétherine/BST-2, SAMHD1 et TRIM-5α, d’autres FR agissant à 

différentes étapes du cycle viral du VIH-1 ont été décrits. Les ubiquitines ligases MARCH 2 et 

8 inhibent l’incorporation d’Env dans les particules virales néoformées (Tada et al. 2015), les 

protéines SERINC 3 et 5 et IFITMs  inhibent l’entrée du VIH-1 dans la cellule (Lu et al. 2011; 

Usami et al. 2015), Schlafen 11 inhibe de manière sélective l’expression des protéines virales 

en perturbant le biais d’usage de codons de l’ARNt (Li et al. 2012), et MX-2 inhibe l’étape de 

transcription inverse (Goujon et al. 2013). Très récemment, l’équipe de Florence Margottin-

Goguet a proposé l’existence d’un autre facteur de restriction, le complexe HUSH impliqué 
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dans la répression épigénétique de gènes cellulaires et contré par la protéine Vpx du VIH-2 

(Chougui et al. 2018).  

 

Fonctions des protéines auxiliaires du VIH-1 

Le VIH-1 code pour 5 protéines qualifiées d’auxiliaires : Vif, Vpr, Nef, Vpu et ASP. Les 

protéines Vif, Vpr, Nef et Vpu sont toutes impliquées dans l’échappement du VIH-1 au système 

immunitaire de l’hôte, et contribuent donc au pouvoir infectieux du virus (Figure 9). Les 

hypothèses sur la fonction de la Protéine Antisens du VIH-1 (ASP), qui reste inconnue à ce 

jour, seront détaillées dans la partie III2c de l’introduction. Les principales fonctions des 

protéines Vif, Nef, Vpr et Vpu du VIH-1 ainsi que de la protéine Vpx du VIH-2 sont décrites 

ci-dessous. 

Vif (Viral infectivity factor) est une petite protéine basique exprimée tardivement au cours 

de l’infection. La protéine Vif est impliquée dans différentes fonctions : 

· L’antagonisme du facteur de restriction APOBEC3. La principale fonction de Vif est de 

contrer les protéines cellulaires appartenant à la famille des cytidines déaminases APOBEC3 

(Sheehy et al. 2002) (Figure 9). L’encapsidation de Vif dans les particules virales 

néoformées (Khan et al. 2001) lui permet de contrer APOBEC3 lors de l’étape de 

transcription inverse, avant même que l’ARNm de Vif ne soit traduit. En l’absence de Vif, 

ces protéines sont incorporées dans la particule virale néoformée. Vif inhibe l’encapsidation 

des protéines APOBEC3 lors de l’assemblage de la particule virale en recrutant une 

ubiquitine ligase cellulaire, ce qui induit la dégradation protéasomale des protéines 

APOBEC3 (Marin et al. 2003; Sheehy et al. 2003; Yu et al. 2003).   

· L’initiation de la transcription inverse et la stabilisation de la nucléocapside. Il a été 

suggéré que l’encapsidation de Vif permettait de stabiliser la nucléocapside et la 

transcriptase inverse (Ohagen et Gabuzda 2000). Par ailleurs, l’utilisation de virus dépourvus 

du gène vif (Δvif) a permis de démontrer une déficience dans l’initiation de la transcription 

inverse en l’absence de Vif (Dettenhofer et al. 2000; Carr et al. 2006).  

· L’inhibition de l’autophagie dans les cellules infectées. Une étude a rapporté que Vif 

inhibait l’autophagie dans les cellules infectées en interagissant avec la protéine pro-LC3 

(Borel et al. 2015).  
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Vpu (Viral protein u) est une protéine transmembranaire exprimée tardivement au cours du 

cycle viral. Diverses fonctions sont associées à Vpu : 

 

· L’antagonisme du facteur de restriction tétherine/BST-2. Vingt ans après sa découverte 

(Strebel et al. 1988), le facteur de restriction Tétherine/BST-2 a été identifié comme la cible 

cellulaire de Vpu (Neil et al. 2008) (Figure 9). Vpu antagonise BST-2 en (i) induisant sa 

dégradation protéasomale, en (ii) diminuant sa concentration à la surface de la cellule et en 

(iii) induisant la dégradation des virions par voie endo-lysosomale (Van Damme et al. 2008; 

Mangeat et al. 2009; Iwabu et al. 2010).  

· La diminution de l’expression de CD4 et NTB-A à la membrane plasmique de la cellule 

infectée. Vpu régule de manière négative l’expression à la membrane plasmique de CD4 

(Sauter et al. 2009) et de NTB-A, une molécule de co-stimulation requise pour l’activation 

des cellules Natural Killer (NK) (Shah et al. 2010).  

· L’inhibition de la voie de signalisation de NF-kB. Vpu inhibe la voie de signalisation de 

NF-kB via un mécanisme qui implique la stabilisation de IkB, le complexe inhibiteur de NF-

kB, et la diminution de la translocation nucléaire de la sous-unité p65 de NF-kB (Sauter et 

al. 2015). Cette inhibition de la voie NF-kB permettrait d’inhiber la transcription virale 

dépendante de NF-kB des gènes stimulés par l’interféron de type I.  

 

Nef (Negative factor) est une petite protéine produite précocement au cours de l’infection. 

Les études initiales visant à élucider le rôle de Nef ont suggéré qu’elle était capable d’atténuer 

la réplication virale, d’où son nom de Negative Factor (Luciw et al. 1987). Cependant, dès 

1989, ce rôle a été controversé, et il est maintenant établi que Nef stimule la réplication virale 

en interagissant avec un grand nombre de partenaires cellulaires et en perturbant le métabolisme 

des cellules infectées. Les fonctions suivantes sont associées à Nef: 

 

· La modulation du niveau d’expression de récepteurs cellulaires à la membrane plasmique 

de la cellule infectée. La première fonction de Nef qui a été mise en évidence est sa capacité 

à diminuer le niveau de CD4 à la surface des cellules infectées (Guy et al. 1987), selon un 

mécanisme d’endocytose de CD4 et d’orientation vers la voie de dégradation lysosomale. 

Nef diminue également l’expression de la molécule co-réceptrice CD28, des corécepteurs 

CXCR4 et CCR5 et des molécules du CMH de type I et II matures à la surface des  cellules 

infectées (Schwartz et al. 1996; Hrecka et al. 2005; Michel et al. 2005; Chaudhry et al. 2009). 
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A l’inverse, Nef augmente l’expression membranaire du CMH-II immature et de la lectine 

DC-SIGN (Stumptner-Cuvelette et al. 2001; Sol-Foulon et al. 2002). La diminution de 

l’expression de CD4 et des corécepteurs CCR5 et CXCR4 permet d’éviter une surinfection 

de la cellule qui serait délétère pour le bourgeonnement du virus néoformé (Lama et al. 

1999), tandis que la régulation négative de l’expression des molécules de CMH de type I et 

II permet au virus d’échapper au système immunitaire de l’hôte.  

· L’antagonisme du facteur de restriction SERINC 3-5. Nef augmente le pouvoir infectieux 

des particules virales : les virus Δnef sont moins pathogènes que les virus sauvages (Aiken 

et Trono 1995; Garcia et Foster 1996; Bertsch et al. 2002). Les mécanismes moléculaires à 

l’origine de cette observation ont été récemment élucidés par la découverte de deux facteurs 

de restriction contrés par Nef : SERINC 3 et -5 (Rosa et al. 2015; Usami et al. 2015) (Figure 

9). Nef diminue l’expression de SERINC 3 et 5 à la membrane plasmique en les relocalisant 

dans un compartiment endosomal (Shi et al. 2018). L’antagonisme des protéines SERINC 

est considéré comme la plus importante contribution de Nef au pouvoir infectieux du virus.  

· L’activation de la transcription virale. L’ARN messager de Nef est parmi les premiers 

transcrits viraux à être traduits. En conséquence, Nef est exprimée très tôt au cours de 

l’infection, et certaines études suggèrent que Nef possède la capacité d’activer la 

transcription des gènes viraux en activant les voies de signalisation des facteurs de 

transcription NF-kB et NFAT qui se lient à la région enhancer du LTR (Figure 6C) (Sauter 

et al. 2015). L’activation de la transcription des gènes viraux par Nef contriburait à initier la 

boucle de régulation positive de Tat.  

Nef est incorporée dans les particules virales et subit un clivage par la protéase du VIH-1 au 

cours de la maturation du virus. Une étude menée par Laguette et al. a démontré que les virions 

pour lesquels l’incorporation de Nef était "forcée" présentaient un pouvoir infectieux similaire 

aux virus Δnef (Laguette et al. 2009), ce qui suggère que l’incorporation de Nef n’augmente 

pas le pouvoir infectieux du virus. Le rôle de l’incorporation de Nef dans la particule virale 

néoformée est encore inconnu. 

 

La protéine Vpr (Viral protein r) de certains VIS dépourvus du gène vpx est capable de 

contrer le facteur de restriction SAMHD1 (Lim et al. 2012). Cependant, chez le VIH-1 et ses 

précurseurs VIS cpz et VIS gor, aucun facteur de restriction contré par la protéine Vpr n’a 

été décrit. Plusieurs fonctions sont associées à Vpr : 
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· L’activation de la transcription virale et l’import nucléaire du complexe de rétro-

transcription (RTC). Tout comme Nef et Vif, Vpr est incorporée dans la particule virale 

néoformée, via son interaction avec le domaine p6 de Gag (Cohen et al. 1990; Yuan et al. 

1990; Paxton et al. 1993). Son encapsidation lui permet d’assurer des fonctions à des stades 

précoces du cycle viral. En effet, Vpr a été décrit comme un régulateur positif de la 

transcription virale, via son interaction avec différents facteurs d’initiation de la transcription 

tels que SP1, TFIIB ou encore p300 (Wang et al. 1995; Agostini et al. 1996; Felzien et al. 

1998). Par ailleurs, une étude a suggéré l’implication de Vpr dans l’import nucléaire du RTC 

par le biais de son interaction avec l’importine-α (Kamata et al. 2005).  

· L’arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M des cellules infectées en division. Dans les 

cellules en division, Vpr induit une réponse de dommages à l’ADN ATR-dépendante qui 

résulte en un arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M (Di Marzio et al. 1995; Roshal et al. 

2003) (Figure 9). Laguette et al. ont proposé un modèle selon lequel Vpr induirait l’arrêt de 

la cellule en phase G2/M en activant prématurément le complexe de réparation à l’ADN 

SLX4 (Laguette et al. 2014). Cependant, une étude récente a démontré que l’arrêt du cycle 

cellulaire était induit par Vpr même en l’absence de l’expression de SLX4 (Fregoso et 

Emerman 2016). Les mécanismes moléculaires qui sous-tendent l’arrêt du cycle cellulaire 

en phase G2/M induit par Vpr restent donc controversés. Dans tous les cas, l’arrêt en phase 

G2/M serait avantageux pour la transcription virale, car le LTR du VIH-1 a été décrit pour 

être plus actif au cours de cette phase du cycle cellulaire (Goh et al. 1998). De plus, une 

étude a rapporté une diminution de l’activité transcriptionnelle du LTR du VIH-1 dans des 

DC lorsque le domaine de Vpr impliqué dans l’arrêt du cycle cellulaire est muté (Miller et 

al. 2017). 

· Vpr comme toxine virale extracellulaire. Vpr peut accéder au compartiment extracellulaire 

où elle est présente sous forme soluble. A l’heure actuelle, on ignore si Vpr est sécrétée par 

les cellules infectées ou relarguée de manière passive (Ferrucci et al. 2011). La présence de 

Vpr dans le sérum et le fluide cérébrospinal de patients infectés par le VIH-1 a initialement 

été rapportée par deux études (Levy et al. 1994, 1995). Plus récemment, une étude a rapporté 

la présence de Vpr associée à des vésicules extracellulaires dans l’urine de patients infectés 

par le VIH-1 (Anyanwu et al. 2018). La concentration en Vpr dans le plasma de patients 

infectés, estimée à 5-10 ng/µL, est proportionnelle à la charge virale (Hoshino et al. 2007). 

Vpr extracellulaire peut être internalisée par différents types cellulaires (Henklein et al. 

2000), ce qui résulte en un phénotype pro- ou anti-apoptotique, selon la concentration 

intracellulaire de Vpr et sa localisation subcellulaire (Ferrucci et al. 2011). Par ailleurs, 



50 
 

l’étude pionnière conduite par Levy et al. a suggéré la capacité de Vpr extracellulaire à 

augmenter la réplication virale dans les PBMC de patients (Levy et al. 1994). Dans le 

système nerveux central, l’internalisation de Vpr par les neurones altère leur fonction et 

induit leur mort cellulaire (Piller et al. 1996; Jones et al. 2007).  

 

La protéine Vpx (Viral protein x) est produite par le VIS sm et son descendant VIH-2, ainsi 

que par le VIS du red-capped mangabey (VIS rcm) précurseur du VIS cpz. Le gène vpx, qui est 

issu de la duplication ancestrale du gène vpr, a été perdu lors de la diversification de la lignée 

VIS rcm en VIS cpz (Etienne et al. 2013b). Par conséquent, le gène vpx est absent du génome 

du VIH-1, descendant du VIS cpz. Bien que Vpx ne soit pas produite par le VIH-1, la 

découverte de sa fonction principale a permis une avancée considérable dans la compréhension 

de la résistance de certains types cellulaires (macrophages, DC, T CD4+ quiescents) à 

l’infection par le VIH-1. Pour cette raison, j’ai choisi d’évoquer ses principales fonctions, qui 

sont : 

· L’antagonisme du facteur de restriction SAMHD1. La capacité de Vpx à lever la restriction 

imposée par des facteurs cellulaires dans les DC et les macrophages a été suggérée bien avant 

l’identification du facteur de restriction SAMHD1 (Mangeot et al. 2002; Goujon et al. 2006). 

En 2011 et 2012, SAMHD1 a été identifié comme la cible cellulaire principale de Vpx dans 

les DC et les cellules myléoïdes (Hrecka et al. 2011; Laguette et al. 2011; Lahouassa et al. 

2012), puis dans les T CD4+ quiescents (Descours et al. 2012). Ces études ont démontré que 

Vpx contrait l’effet antiviral de SAMHD1 en induisant sa dégradation protéasomale. Bien 

que l’antagonisme de SAMHD1 soit considéré comme la fonction principale de Vpx, Lim 

et al ont rapporté une activité similaire pour la protéine Vpr de différentes lignées de VIS 

qui ne possède pas le gène vpx (Lim et al. 2012).  

· L’Inhibition de la répression épigénétique des gènes proviraux par l’antagonisme du 

complexe HUSH. Récemment, l’équipe de Florence Margottin-Goguet a démontré que la 

protéine Vpx de différentes lignées de VIS et du VIH-2 exerçait un rôle pro-viral 

indépendant de SAMHD1, en induisant la dégradation protéasomale du complexe HUSH 

impliqué dans la répression épigénétique de gènes cellulaires (Chougui et al. 2018). Chougui 

et al. ont argumenté que l’antagonisme de HUSH par Vpx favorisait l’expression des gènes 

proviraux en diminuant la répression épigénétique du génome proviral. Cette étude a 

également rapporté la capacité de la protéine Vpr de différentes lignées de VIS (mais pas du 

VIH-1) à dégrader le complexe HUSH. 
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e. Cycle viral et réplication 

 

Le cycle viral du VIH-1 peut être subdivisé en phases précoces (de l’entrée du virus dans la 

cellule hôte à l’intégration de l’ADN viral au génome de la cellule hôte) et en phases tardives 

(de la production des transcrits viraux à la néoformation de particules virales). Les principales 

étapes de ces deux phases sont décrites ci-dessous (Figure 10). 

 

Phases précoces du cycle viral  

 

1. Entrée du VIH-1 dans la cellule hôte : fusion entre l’enveloppe virale et la membrane 

plasmique. Lorsque le virus approche de la cellule cible, gp120 se lie au récepteur CD4, ce 

qui entraîne une série de réarrangements des régions variables V1, V2 et V3 de gp120 et la 

liaison du corécepteur de la cellule (CCR5 ou CXCR4) à gp120. L’engagement du 

corécepteur permet de démasquer le peptide de fusion de la sous-unité gp41, qui s’insère 

alors dans la membrane plasmique de la cellule cible. L’insertion du peptide de fusion ancre 

le virus à la surface de la cellule cible et induit la formation d’un pore de fusion au travers 

duquel la capside virale est injectée dans le cytoplasme. 

 

2. Déshabillage du complexe de rétro-transcription. L’étape de transcription inverse chez le 

VIH-1 est initiée au sein d’un complexe nucléo-protéique nommé le complexe de Rétro-

transcription (RTC). Au sein de ce complexe, l’ARN génomique est protégé par des 

protéines virales pendant que la TI le réverse-transcrit en ADN double brin. Le RTC 

comprend la TI, l’intégrase et les protéines Vpr et Vif. La capside protège le génome viral 

de la dégradation par les endonucléases cellulaires, et prévient sa détection par le système 

immunitaire. L’étape du cycle viral à laquelle a lieu le déshabillage du RTC est encore source 

de débats, mais plusieurs études ont suggéré que le déshabillage avait lieu au niveau du pore 

nucléaire (Dismuke et Aiken 2006; Arhel 2010; Krishnan et al. 2010; Di Nunzio et al. 2012). 
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Figure 10 : Acteurs cellulaires et viraux des phases précoces et tardives du cycle viral du VIH-1. 

Les facteurs de restriction cellulaires inhibant les différentes étapes du cycle viral du VIH-1 sont 

représentés. TI : Transcriptase Inverse. 

 

3. Transcription inverse. Durant cette étape, l’ARN génomique viral est rétro-transcrit en 

ADN double brin. L’étape de transcription inverse est catalysée par la TI, et fait intervenir 

deux amorces différentes pour la synthèse de chaque brin d’ADN viral. La transcription 

inverse comporte plusieurs étapes :  

 

· L’initiation. La transcription inverse est initiée par l’hybridation d’un ARN de transfert 

de la lysine (ARNt Lys) à l’extrémité 5’ de l’ARN génomique, au niveau du site de liaison 

de l’amorce (PBS). L’activité polymérase de la TI synthétise un petit fragment d’ADN 

complémentaire à l’extrémité 5’ de l’ARN génomique. Ce brin est nommé brin d’ADN 

"minus strong stop". 

· Premier transfert de brin. Le brin "minus strong stop" est transféré à l’extrémité 3’ de 

l’ARN génomique matrice, où il s’hybride à la region R complémentaire. La TI catalyse 
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l’élongation du brin "minus strong stop" jusqu’à l’extrémité 5’ du génome viral. De 

manière concomitante, l’activité RNase H de la TI dégrade l’ARN matrice au sein de 

l’hétérduplexe ARN/ADN. 

· Synthèse du deuxième brin d’ADN. Deux séquences de l’ARN génomique résistent à 

l’activité RNase H : il s’agit de séquences riches en purines (PPT pour polypurine tract). 

Ces deux séquences servent d’amorce à la synthèse du deuxième brin d’ADN. nommé 

brin "strong stop". 

· Deuxième transfert de brin. Le brin "strong stop" est transféré à l’extrémité 5’ du brin 

d’ADN matrice auquel il s’hybride au niveau de la région PBS. 

· Elongation et formation de l’ADN double brin. L’activité polymérase de la TI procède 

à l’élongation du deuxième brin et des extrémités 5’ et 3’ du premier brin d’ADN. 

 

A l’issue de la transcription inverse, le génome viral est composé de deux brins d’ADN 

complémentaires bordés de deux séquences promotrices identiques : les LTR. Le génome viral 

est prêt à être intégré à l’ADN de la cellule hôte : on parle alors de complexe de pré-intégration 

(PIC) et non plus de complexe de rétro-transcription.  

 

4. Import nucléaire. Le génome du VIH-1 nécessite un transport actif à travers le pore 

nucléaire pour atteindre l’ADN génomique de la cellule hôte. Les mécanismes moléculaires 

impliqués dans le passage du PIC à travers le pore nucléaire sont toujours l’objet de 

recherches. Les études réalisées dans ce domaine suggèrent néanmoins l’implication des 

protéines de capside dans l’import nucléaire (Krishnan et al. 2010; Schaller et al. 2011; Di 

Nunzio et al. 2012). 

 

5. Intégration à l’ADN de la cellule hôte. L’intégration de l’ADN viral à la cellule hôte est 

catalysée par l’intégrase du VIH-1, selon une réaction en deux temps. Avant l’import du PIC 

dans le noyau, l’intégrase s’oligomérise au niveau du LTR de l’ADN viral, et clive deux 

nucléotides à chaque extrémité 3’, ce qui génère deux groupement hydroxyls réactifs. Après 

l’import nucléaire du PIC, l’intégrase se fixe à l’ADN viral double brin et catalyse l’attaque 

nucléophile des extrémités 3’-OH de l’ADN viral sur la liaison phosphodiester de l’ADN de 

la cellule hôte. La machinerie cellulaire de réparation des dommages à l’ADN répare ensuite 

les deux cassures simples brin causées dans l’ADN cellulaire par l’attaque nucléophile de 

l’ADN viral, ce qui termine le processus d’intégration. L’ADN viral intégré au génome de 

la cellule hôte est qualifié d’ADN proviral. Plusieurs études ont rapporté  que l’intégration 
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de l’ADN viral au sein du génome de la cellule hôte était non aléatoire, et se faisait 

préférentiellement dans les introns des gènes transcriptionnellement actifs (Schröder et al. 

2002; Han et al. 2004; Lewinski et al. 2006; Sowd et al. 2016). 

 

Phases tardives du cycle viral  

1. Transcription du génome viral et export nucléaire. La transcription des gènes localisés sur 

le brin sens du génome proviral est initiée à partir du promoteur situé dans le LTR 5’. La 

transcription est initiée par la liaison du facteur d’initiation TFIID à la TATA box et par le 

recrutement des facteurs de transcription SP1 et NF-kB au niveau de leurs sites de liaison 

respectifs. De plus, le facteur de restriction NF-kB recrute des histones acétyl-transférases 

au niveau du promoteur, ce qui enlève la restriction imposée par la structure de la chromatine 

au niveau du promoteur. La polymérase II de la cellule hôte est recrutée au niveau du 

promoteur et marque une pause au niveau du TAR. Le complexe Tat/pTEF-b se fixe au TAR 

et la cycline CDK9 phosphoryle l’extrémité C-terminale de la polymérase II, ce qui entraîne 

l’élongation de la transcription des gènes viraux en transcrits complètement épissés, mono-

épissés et non épissés. Les transcrits non épissés et mono-épissés comportent la séquence 

RRE et sont exportés hors du noyau de manière dépendante de Rev.   

2. Assemblage des particules virales. L’assemblage de la particule virale commence par la 

synthèse de la polyprotéine Pr55Gag et sa translocation à la membrane plasmique, où elle 

interagit avec l’ARN génomique. 

 

· Recrutement et assemblage de Pr55Gag à la membrane plasmique. La particule virale 

s’assemble au niveau du feuillet interne de la membrane plasmique. Cet assemblage 

requiert l’ancrage de Pr55Gag à la membrane plasmique par le biais de la myristoylation 

de son domaine Matrice, et l’oligomérisation de Pr55Gag médiée par ses domaines 

Matrice et NC (Göttlinger et al. 1989; Burniston et al. 1999).  

· Encapsidation de l’ARN génomique. Après leur export dans le cytoplasme, les ARNm 

viraux sont traduits en protéines. Une partie de l’ARN génomique est traduite en 

protéines, et l’autre partie est incorporée dans les particules virales néoformées. Deux 

copies d’ARN génomique sont incorporées dans chaque particule virale, ce qui favorise 

les évènements de recombinaison lors de la transcription inverse et permet la réalisation 

de cette étape même si l’une des deux copies d’ARN génomique est défectueuse. 

L’encapsidation de l’ARN génomique est initiée par l’interaction du domaine 
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Nucléocapside (NC) de Pr55Gag avec le signal d’incorporation φ situé en 5’ de l’ARN 

génomique. 

· Assemblage de la particule virale immature. A la membrane plasmique, les précurseurs 

Pr55Gag, Pr160Gag-pol et l’ARN génomique s’assemblent pour former une particule 

virale immature. 

· Incorporation de Env. Les mécanismes impliqués dans l’incorporation de la protéine 

Env dans l’enveloppe de la particule virale ne sont pas complètement connus, mais une 

étude suggère que cette étape nécessite l’interaction entre le domaine Matrice (MA) de 

Pr55Gag et le domaine cytoplasmique de gp41 (Murakami et Freed 2000).  

.  

3. Bourgeonnement et libération des particules virales néoformées.  

· Libération des virions. Cette étape fait intervenir la machinerie ESCRT (Endosomal 

Sorting Complex Required for Transport). Les mécanismes à l’origine du recrutement du 

complexe ESCRT au site du bourgeonnement de la particule virale ne sont pas totalement 

élucidés, mais des études ont démontré que le motif PTAP du domaine p6 de Pr55Gag 

(Huang et al. 1995) et l’ubiquitination de Pr55Gag étaient impliqués dans cette étape 

(Sette et al. 2013). La scission de la membrane plasmique est induite par la polymérisation 

de la protéine ESCRT III au site du bourgeonnement viral et par l’activité de l’ATPase 

VPS4. 

· Maturation de la particule virale. Les particules virales sont libérées sous forme 

immature. Leur maturation, qui est nécessaire à l’acquisition de leur pouvoir infectieux, 

est acquise suite au clivage des polyprotéines Pr55Gag et Pr55GagPol par la protéase 

virale, ce qui induit un réarrangement morphologique du virus. A l’issue du clivage, les 

protéines de Capside s’assemblent pour former une structure interne conique 

caractéristique : la capside virale.  

 

4. Le VIH-1 du groupe M : quels facteurs sont associés à sa propagation 

pandémique ? 

 

Contrairement au groupe M, les groupes O, N et P ont connu une expansion limitée. La clé 

du succès pandémique du groupe M reste méconnue, et les études comparatives de la capacité 

de transmission des virus des 4 groupes du VIH-1 sont rendues difficiles par la multiplicité des 

facteurs (ethniques, sociologiques, immunologiques) qui concourent à l’efficacité de 
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transmission du virus à l’échelle de la population. Cependant, il est aujourd’hui communément 

accepté que la diffusion pandémique du groupe M est le fruit combiné de facteurs moléculaires 

intrinsèques au groupe M et de facteurs épidémiologiques et socio-démographiques. 

 

a. Facteurs épidémiologiques et socio-démographiques 

 

Les outils de datation moléculaire et les études évolutives menées par l’équipe du Pr 

Delaporte ont permis de retracer l’histoire de la pandémie du groupe M du VIH-1 (Etienne et 

Peeters 2010; Faria et al. 2014). L’ancêtre commun le plus récent du groupe M a été évalué à 

1908, et l’épicentre de la pandémie a été localisé à Kinshasa, en RDC (Faria et al. 2014) (Figure 

11A et B). De Kinshasa, le virus se serait propagé aux trois autres principales villes de RDC 

connectées entre elles par des voies fluviales et ferroviaires (Figure 11B). Le VIH-1 du groupe 

M est resté endémique en RDC jusqu’à l’arrivée dans les années 1960 de travailleurs Haïtiens 

dans le nouveau Congo indépendant. Le virus a par la suite été introduit en Haïti lors du retour 

des travailleurs Haïtiens contaminés, vers 1966 (Figure 11A), avant de se propager en Amérique 

du Nord aux alentours de 1969, soit environ 12 ans avant la reconnaissance des cas 

d’immunodépression à San Francisco. Des études évolutives suggèrent fortement que le sous-

type B du groupe M a été introduit d’Haiti en Amérique du Nord à cette période (Gilbert et al. 

2007; Junqueira et Almeida 2016; Worobey et al. 2016). L’émigration des Haïtiens vers les 

Etats-Unis et le tourisme sexuel en Haïti ont probablement joué un rôle crucial dans 

l’introduction du VIH-1 en Amérique du Nord. De l’Amérique du Nord, le virus a ensuite connu 

une expansion pandémique. 

Les contextes socio-économiques et démographiques en RDC, en Haïti et aux Etats-Unis ont 

joué un rôle déterminant dans la propagation du groupe M du VIH-1. En RDC en particulier, 

l’augmentation de la densité de population dans les zones forestières, le décuplement des 

moyens de transport entre les zones rurales et urbaines et l’augmentation du tourisme sexuel 

ont constitué un terrain favorable à la naissance d’une épidémie à partir d’une émergence virale 

au départ isolée. 



57 
 

 

Figure 11: Historique de la propagation pandémique du groupe M du VIH-1. A. Le groupe M s’est 

propagé de RDC à Haïti, puis d’Haïti en Amérique du Nord, et enfin au reste du monde. B. Propagation 

du VIH-1 du groupe M de Kinshasa aux trois principales villes de RDC (Faria et al. 2014). 

b. Facteurs moléculaires intrinsèques au groupe M 

 

Les virus infectant les animaux ne sont pas tous efficacement transmis à l’Homme. La 

transmission efficace d’un virus d’un animal à l’Homme nécessite de franchir la barrière inter-

espèce et de s’adapter au nouvel hôte, mais également de se diffuser dans la nouvelle 

population. La transmission d’un virus à une nouvelle espèce n’induit pas nécessairement 

sa diffusion dans la nouvelle population. Le VIH-1 en offre un exemple frappant : le VIH-1 

du groupe M est devenu pandémique tandis que le VIH-1 des groupes N et P n’ont infecté 

qu’une poignée d’individus. La diffusion d’un virus au sein de la nouvelle population après un 

évènement de franchissement de barrière d’espèce résulte d’une combinaison de facteurs viraux 

et environnementaux favorables. Bien que la contribution de facteurs moléculaires intrinsèques 

à la diffusion pandémique du groupe M reste débattue, quelques études ont observé des 

différences dans certains mécanismes moléculaires du cycle viral des groupes M, O, N et P. 
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Pouvoir réplicatif du groupe M  

Une étude réalisée sur des cellules primaires infectées in vitro a rapporté la capacité 

supérieure d’isolats du groupe M du VIH-1 à se répliquer et à être transmis des DC aux T CD4+, 

par rapport à des isolats du groupe O et du VIH-2 (Ariën et al. 2005). Bien que réalisée sur des 

modèles cellulaires in vitro, cette étude questionne sur la nature des déterminants viraux qui 

gouvernent les potentielles capacités de réplication et de transmission supérieures du virus du 

groupe M.  

Antagonisme de BST-2  

La restriction imposée par BST-2 (voir partie I3d de l’introduction) ne se limite pas à 

l’ancrage des virions à la membrane plasmique. En effet, l’accumulation de virions à la 

membrane plasmique de la cellule infectée induit l’activation de la voie de signalisation NF-kB 

dans la cellule (Galão et al. 2012; Tokarev et al. 2013) et favorise sa lyse par le phénomène de 

cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) (Arias et al. 2014). Par 

ses multiples activités antivirales, BST-2 a façonné l’évolution des VIS et du VIH-1 chez les 

primates, qui ont évolué trois protéines virales différentes pour la contrer. Pour la plupart des 

VIS, l’antagonisme de BST-2 est exercé par la protéine Nef (Jia et al. 2009; Sauter et al. 2009; 

Zhang et al. 2009). En revanche, la protéine BST-2 humaine est résistante au blocage induit par 

Nef. Tandis que le VIH-2 a évolué ses protéines d’enveloppe pour contrer BST-2 (Le Tortorec 

et Neil 2009), cette fonction est exercée par Vpu chez le groupe M du VIH-1, et par Nef chez 

le groupe O du VIH-1. 

Il existe deux isoformes de BST-2 qui diffèrent par la longueur de leur extrémité N-terminale 

cytoplasmique. Seule l’isoforme longue a été associée à l’activation de la voie de signalisation 

de NF-kB dans la cellule infectée (Cocka et Bates 2012; Weinelt et Neil 2014). Vpu emploie 

deux mécanismes différents pour contrer les isoformes courte et longue de BST-2 :   

· La diminution de l’expression de l’isoforme longue de BST-2 à la membrane plasmique, ce 

qui inhibe l’activation de la voie NF-kB (Sauter et al. 2015).  

· Le déplacement de l’isoforme courte de BST-2 du site d’assemblage viral (McNatt et al. 

2013; Lewinski et al. 2015). Ce déplacement promeut l’interaction de l’isoforme courte de 

BST-2 avec le récepteur ILT7 des pDC. La liaison de BST-2 à ILT7, un régulateur de 

l’immunité innée, inhibe la production d’IFN de type I et de cytokines pro-inflammatoires 

par les pDC (Bego et al. 2015).  
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Contrairement à la protéine Vpu du groupe M, la protéine Nef du groupe O ne contre pas 

l’isoforme courte de BST-2 et n’inhibe donc pas la production d’IFN de type I par les pDC 

(Bego et al. 2015). Bego et al. ont ainsi suggéré que les différences d’antagonisme de BST-2 

par les protéines Vpu du groupe M et Nef du groupe O pouvaient en partie expliquer la plus 

faible propagation du groupe O dans la population.  

Conservation unique du gène codant pour ASP dans le groupe M du VIH-1  

Notre équipe a récemment démontré l’émergence concomitante et la conservation unique 

du gène codant pour ASP dans le groupe M, ainsi que l’existence d’une pression de sélection 

positive permettant le maintien de ce gène au sein du groupe M (Cassan et al. 2016). Cette 

étude, que je détaillerai dans la partie III de l’introduction, suggère fortement que les produits 

du gène asp confèrent un avantage évolutif au groupe M qui aurait contribué à sa 

propagation pandémique.  
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Les VIH-1 et -2 résultent de la transmission inter-espèce du VIS des PNH d’Afrique à 

l’Homme. Parmi les différents groupes phylogénétiques du VIH, seul le groupe M du VIH-1 a 

connu une expansion rapide et pandémique. Cette expansion est probablement le fruit de 

plusieurs facteurs : des facteurs socio-démographiques bien documentés, mais également des 

facteurs intrinsèques au VIH-1 du groupe M encore méconnus. La découverte de l’unique 

conservation du gène asp au sein du groupe pandémique M du VIH-1 suggère que ce gène ou 

les produits de ce gène ont contribué à l’établissement de la pandémie. L’étude du rôle des 

transcrits du gène asp et de la protéine ASP pourrait donc contribuer à la compréhension 

de l’établissement de la pandémie et à la prévention de la diffusion du VIH-1 dans la 

population.  
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II. Immunopathologie de l’infection par le VIH-1 

 

L’infection par le VIH-1 induit une série d’évènements complexes chez l’hôte, qui en 

l’absence de traitement mènent ultimement au Syndrôme de  l’Immuno-Déficience Acquise 

(SIDA). En effet, le système immunitaire des individus non traités se révèle souvent inefficace 

à long terme, à l’exception d’une poignée d’individus qui possèdent la capacité de contrôler 

spontanément la réplication virale. Il est maintenant bien établi que le VIH-1 est présent sous 

forme latente dans une fraction des cellules infectées, qualifiées de réservoir. L’établissement 

de ce réservoir viral dès les stades précoces de l’infection, l’incroyable diversité génétique du 

virus et la méconnaissance des réponses immunitaires requises pour induire une protection 

immunitaire efficace constituent les 3 principaux freins à l’éradication du virus et à 

l’élaboration d’une stratégie thérapeutique. Toutefois, les thérapies antirétrovirales actuelles 

permettent, à défaut d’éradiquer le virus, de contrôler la réplication virale chez la plupart des 

patients. Dans cette partie, je résume (i) les différentes phases de l’infection naturelle par le 

VIH-1, y compris l’établissement des réservoirs latents, (ii) l’impact de l’infection sur le 

système immunitaire avec un accent particulier sur la réponse anticorps, et (iii) les traitements 

actuels ainsi que les thérapies émergentes. 

 

1. Histoire naturelle de l’infection par le VIH-1 

a. Tropisme et cibles cellulaires du VIH-1 

 

L’infection des cellules cibles du VIH-1 requiert la liaison de la glycoprotéine gp120 à son 

récepteur primaire, la protéine CD4 présente à la surface des cellules infectées (Dalgleish et al. 

1984). La liaison de la gp120 au CD4 induit une série de changements conformationnels de la 

gp120 qui lui permettent de lier ses co-récepteurs CCR5 ou CXCR4 (Asjö et al. 1986; Feng et 

al. 1995; Alkhatib et al. 1996) (Figure 12). La capacité du virus à lier l’un ou l’autre de ces 

corécepteurs défini son tropisme cellulaire. L’infection d’un individu est souvent le fruit d’un 

virus à tropisme CCR5 (R5) qualifié de virus fondateur ou Transmitter Founder (Deng et al. 

1996; Keele et al. 2008; Joseph et al. 2015b), mais le virus peut subir au cours de l’infection un 

changement phénotypique résultant en un tropisme CXCR4 (X4). La proportion d’individus 

qui exhibent un changement de tropisme viral au cours de leur infection varie en fonction des 

sous-types, et est d’environ 50% pour les individus infectés par un virus de sous-type B (Connor 
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1995; Regoes et Bonhoeffer 2005). L’apparition de virus X4 a été associée à une rapide 

progression de la maladie et à un déclin plus prononcé du taux de T CD4+ (Connor 1995; 

Regoes et Bonhoeffer 2005).  

 

Figure 12 : L’usage des corécepteurs du VIH-1 (CCR5/CXCR4) défini ses principales cibles 

cellulaires. Les étapes d’entrée du virus dans les cellules cibles qui font intervenir le récepteur CD4 et 

les co-récepteurs CCR5/CXCR4 sont décrits (Didigu et Doms 2012). 

 

L’usage du récepeteur CD4 et de l’un ou l’autre des co-récepteurs CCR5 ou CXCR4 défini 

le spectre des types cellulaires que le VIH-1 peut infecter (Figure 12). Ainsi, les virus à tropisme 

R5 peuvent infecter les lymphocytes T CD4+ activés, les monocytes, les macrophages et les 

cellules dendritiques qui possèdent le co-récepteur CCR5 à leur surface. Les virus à tropisme 

X4 possèdent quant à eux la capacité d’infecter les T CD4+ naïfs et mémoires qui expriment le 

co-récepteur CXCR4, ce qui a été avancé comme l’un des facteurs à l’origine de la progression 

plus rapide de la maladie observée avec les virus X4. La capacité des virus X4 à induire la mort 



63 
 

des T CD4+ non infectés par effet bystander contribuerait également à leur forte virulence 

(Espert et al. 2006; Doitsh et al. 2010). Des virus à tropisme dual R5/X4 ont également été 

décrits. Ce phénotype rare serait plus fréquemment retrouvé parmi les virus de sous-type D, qui 

ont par ailleurs été associés à une évolution rapide de la maladie (Kaleebu et al. 2002; Huang 

et al. 2007).  

Les principales populations cellulaires infectées par le VIH-1 sont les lymphocytes T CD4+, 

les cellules dendritiques, les monocytes et les macrophages. De nombreuses autres cibles 

cellulaires cibles ont cependant décrites, telles que les cellules dendritiques folliculaires (FDC) 

ou encore les cellules épithéliales.  

· Les lymphocytes T CD4+. Les T CD4+ sont la cible cellulaire majeure du VIH-1. Qualifiés 

de lymphocytes T auxiliaires, les lymphocytes T CD4+ jouent un rôle central dans le système 

immunitaire en potentialisant la fonction d’autres populations du système immunitaires, 

telles que les lymphocytes T CD8+ et les lymphocytes B. Il existe différentes sous-

populations de T CD4+, qui peuvent être en classifiées en Th effecteurs et en Th régulateurs. 

Les Th comprennent les Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 ainsi que les Th folliculaires, une sous-

population de Th impliquée dans la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes dans 

les organes lymphoïdes secondaires. Les T CD4+ naïfs se différencient en Th suite à la 

reconnaissance par leur récepteur T (TCR) d’antigènes présentés par le CMH-II à la surface 

des cellules présentatrices d’antigènes (CPA). Une fraction des Th activés se différencie en 

lymphocytes T mémoires, qui  peuvent être subdivisés en T mémoires centrales, effectrices 

et transitoires. Bien que théoriquement susceptibles au VIH-1, les T CD4+ mémoires 

centrales et les T CD4+ naïfs sont rarement infectés de manière productive, du fait de 

l’expression de SAMHD1 (Descours et al. 2012). 

 

· Macrophages. Les macrophages sont des cellules immunitaires différenciées et résidentes. 

Leurs fonctions principales sont la phagocytose de pathogènes et de débris cellulaires, ainsi 

que la présentation d’antigènes aux lymphocytes T CD8+ et CD4+ par le biais de leur 

molécules de CMH de classe I et II. Les macrophages expriment de faibles niveaux de CD4 

et CCR5 et sont susceptibles à l’infection par le VIH-1 de tropisme R5 (Gartner et al. 1986). 

Du fait de la restriction imposée par SAMHD1, ces cellules sont cependant rarement 

infectées de manière productive (Hrecka et al. 2011; Laguette et al. 2011; Lahouassa et al. 

2012). La susceptibilité des macrophages à l’infection par le VIH-1 dépend de leur 

localisation tissulaire (Kandathil et al. 2016). Les macrophages du système nerveux central, 
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appelés microglies, constituent le principal type cellulaire infecté retrouvé dans cet organe 

(Joseph et al. 2015a; Clayton et al. 2017).  

 

· Les monocytes. Contrairement aux macrophages, les monocytes sont majoritairement 

circulants dans le sang périphérique. Lors d’une réaction inflammatoire, les monocytes sont 

rapidement recrutés aux sites de l’inflammation où ils peuvent se différencier en 

macrophages et en DC (Ginhoux et Jung 2014). Les monocytes sont susceptibles à 

l’infection par le VIH-1 de tropisme R5 (Gartner et al. 1986). 

 

· Les Cellules dendritiques (DC). Les DC sont des cellules présentatrices d’antigène 

professionnelles qui jouent le rôle de sentinelle du système immunitaire. Suite à la capture 

d’antigènes, les DC maturent et activent les lymphocytes T CD8+ et CD4+ par la 

présentation respective d’antigènes sur leurs molécules de CMH de classe I et de classe II. 

Les DC sont parmi les premières cellules rencontrées par le virus lors de l’infection par voie 

sexuelle, et jouent un rôle crucial dans la dissémination du virus au niveau des muqueuses 

génitales et rectales lors de la primo-infection (Steinman 2000). Comme les macrophages, 

les DC sont susceptibles à l’infection par les virus de tropisme R5, mais leur infection est 

rarement productive, notamment du fait de l’expression de SAMHD1 dans leur cytoplasme 

(Hrecka et al. 2011; Laguette et al. 2011; Lahouassa et al. 2012). De plus, SAMHD1 impacte 

la présentation des antigènes viraux par les DC (Ayinde et al. 2015). Les particules virales 

qui lient le récepteur DC-SIGN à la surface des DC sont internalisées et dégradées dans un 

compartiment lysosomal (Moris et al. 2004), alimentant la source des antigènes viraux 

présentés aux T CD4+ et CD8+ (Moris et al. 2006; Coulon et al. 2016) Dans une minorité 

des cas, le virus échappe aux systèmes de dégradation des DC et infecte la cellule en cis ou 

est transmis aux T CD4+ en trans, selon un mécanisme d’endocytose médié par DC-SIGN 

et la formation de synapses virologiques entre les deux types cellulaires (Geijtenbeek et al. 

2000; Arrighi et al. 2004; Blanchet et al. 2011; Bracq et al. 2018). La transmission du virus 

de cellule à cellule a été décrite pour être 100 à 1000 fois plus efficace que la transmission 

médiée par les particules virales libres (Patel et al. 2014).  

 

· Les cellules épithéliales. La transmission du VIH-1 par voie sexuelle fait intervenir des 

interactions complexes entre les muqueuses des tractus génitaux et les particules virales. La 

capacité du virus à infecter les cellules épithéliales de ces muqueuses reste mal comprise. 

Toutefois, une étude in vitro a récemment suggéré que ce type cellulaire pouvait être infecté 



65 
 

de manière non productive par les virus X4 et R5 (Terrasse et al. 2017). Cette étude a 

également confirmé le transit des virus R5 dans le cytoplasme des cellules épithéliales, 

confirmant un précédent modèle in vitro (Bomsel 1997; Bobardt et al. 2007). Dans leur étude 

récente, Terrasse et al confortent ces résultats et suggèrent que le virus qui transite dans le 

cytoplasme des cellules épithéliales peut infecter des PBMC. 

b. Les différents stades cliniques de l’infection par le VIH-1 

 

L’infection naturelle par le VIH-1 suit une progression caractérisée par 3 phases 

principales (Figure 13):  

· La Primo-infection ou phase aigüe de l’infection, qui peut être subdivisée en phase éclipse 

et en phases de Fiebig. La phase éclipse correspond au laps de temps écoulé entre l’infection 

du virus et la détection de la première infectée dans le sang. Durant cette phase, qui dure 1 à 

2 semaines, le virus se propage dans les T CD4+ des muqueuses, et aucun marqueur viral 

n’est détectable (Stekler et al. 2018). Les 6 phases de Fiebig surviennent 2 à 6 semaines 

post-infection et ont été définies par l’apparition séquentielle dans le plasma : de l’ARN viral 

(phase i), de la p24 (phase ii), d’anticorps spécifiques du VIH-1 détectables par ELISA 

(phase iii) puis par western-blotting (phases iv à vi) (Fiebig et al. 2003). Au cours des phases 

de Fiebig, le taux de T CD4+ commence à décliner et des symptômes grippaux peuvent 

apparaître.  

 

· La phase chronique asymptomatique ou phase de latence clinique fait suite à la primo-

infection et dure en moyenne de 3 à 10 ans, bien que cette durée varie fortement en fonction 

des individus (Buchbinder et al. 1994). Le début de cette phase est caractérisé par une 

diminution marquée de la charge virale plasmatique et une restauration partielle du taux de 

T CD4+, conséquences de l’équilibre qui s’instaure entre le système immunitaire de l’hôte 

et la réplication virale. Au cours de la phase asymptomatique, le taux de T CD4+ décline 

progressivement et l’organisme peut commencer à présenter des symptômes 

d’immunodéficience. 

 

· La phase d’immunodéficience ou SIDA, qui survient en moyenne 10 années post-

infection, lors de la rupture de l’équilibre entre le système immunitaire et la réplication 

virale. Lors de cette phase, le système immunitaire s’effondre les individus infectés 
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deviennent susceptibles à des maladies opportunistes, dont les plus courantes sont la 

tuberculose et l’hépatite C (Carmichael 1997; Nouhin et al. 2009; Melkamu et al. 2013; 

Teweldemedhin et al. 2018). Ces infections opportunistes sont associées à la perte 

irréversible des T CD4+ et mènent ultimement à la mort de l’individu.  

 

Figure 13 : Evolution de la charge virale plasmatique, du taux de T CD4+ et d’anticorps 

spécifiques du VIH-1 au cours des trois phases naturelles de l'infection par le VIH-1. P.I : Primo-

infection. 

 

c. Etablissement de réservoirs latents au cours de l’infection 

 

La présence de cellules infectées de manière latente, qui forment un réservoir viral 

indétectable par le système immunitaire, constitue l’un des principaux freins à l’éradication du 

virus chez les individus infectés. Ce réservoir est établi dès les premières heures de l’infection 

par le VIH-1 (Chun et al. 1998), et persiste malgré l’efficacité des traitements antirétroviraux. 

Cette persistance se traduit par un rebond de la charge virale lors de l’interruption du traitement 

des patients. 

Dans l’infection par le VIH-1, la notion de réservoir viral est débatue, mais renvoie 

généralement à des cellules infectées de manière latente et circulantes dans le sang 

périphérique (Chun et al. 1998), les sécrétions sexuelles (Gagneux-Brunon et al. 2016) et le lait 

maternel (Van de Perre et al. 2012). La notion de réservoir viral renvoie également à des 

compartiments tissulaires ou sanctuaires anatomiques dans lequels les molécules 

antirétrovirales diffusent peu (Poles et al. 2006; Fletcher et al. 2014). Ces réservoirs tissulaires 
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comportent des cellules infectées de manière productive et des cellules infectées de manière 

latente, et comprennent principalement les tissus associés aux organes lymphoïdes secondaires 

et le système nerveux central. Les réservoirs tissulaires sont les plus gros contributeurs du 

réservoir viral d’un individu. Le tissu lymphoïde associé à l’intestin (GALT) est le principal 

réservoir tissulaire du VIH-1 (Vergnon-Miszczycha et al. 2015). En effet, le GALT comprend 

80% des lymphocytes de l’organisme, dont une majorité de T CD4+ activés et mémoires, qui 

sont les principales cibles du VIH-1 (Cerf-Bensussan et Guy-Grand 1991; Brenchley et al. 

2004). De ce fait, une intense réplication virale a lieu dès les premières heures de l’infection au 

sein du GALT, qui montre par la suite une importante lymphopénie.   

Les cellules infectées de manière latente contiennent un provirus transcriptionnellement 

inactif, par opposition aux cellules infectées de manière productive dont le provirus s’exprime. 

Le réservoir a longtemps été défini comme des cellules possédant un provirus latent capable 

d’être réactivé. Cependant, plusieurs études parues ces dernières années ont mis en évidence 

l’existence de cellules infectées de manière latente et porteuses d’un provirus défectueux (Ho 

et al. 2013; Cohn et al. 2015; Bruner et al. 2016). Ces provirus défectueux présentent des 

hypermutations induites par les enzymes de la famille APOBEC3, de larges délétions internes, 

ou encore des mutations au niveau de la séquence d’encapsidation ou au niveau des sites 

donneurs d’épissage. Pour la plupart des provirus défectueux, la sévérité des mutations est telle 

que la réplication virale est avortée (Ho et al. 2013). Cependant, une partie des cellules 

porteuses d’un provirus défectueux conserveraient la capacité à produire des antigènes viraux 

reconnus par les lymphocytes T CD8+ de l’hôte (Pollack et al. 2017), et même des particules 

virales non infectieuses (Pasternak et Berkhout 2018). Chez un individu infecté par le VIH-1, 

ces cellules latentes porteuses d’un provirus défectueux constitueraient environ 93% du 

réservoir latent (Ho et al. 2013). Cette découverte a amené la communauté scientifique à 

segmenter les réservoirs d’un individu en réservoirs latents fonctionnels et non fonctionnels. 

La notion de réservoirs fonctionnel et non fonctionnel soulève plusieurs questions, notamment 

sur l’existence de marqueurs viraux ou cellulaires qui permettraient de cibler spécifiquement 

les réservoirs fonctionnels, ainsi que sur la fonction éventuellement exercée par ce type de 

réservoir.  

La faible réplication virale résiduelle (souvent sous le seuil de détection de 50 copies 

d’ARN/mL) observée chez les individus sous traitement (Palmer et al. 2008), ainsi que le 

rebond viral observé suite à l’interruption du traitement serait donc principalement le fait d’une 

petite fraction de cellules infectées de manière latente et porteuses d’un provirus intact, 
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disséminées dans les organes lymphoïdes secondaires et principalement dans le GALT. Les 

cellules infectées de manière latente ont été décrites pour proliférer à bas bruit, un phénomène 

connu sous le nom d’expansion clonale. La contribution relative des cellules porteuses de 

provirus intacts et défectifs au phénomène d’expansion clonale reste inconnue (Chomont et al. 

2009; Maldarelli et al. 2014; Wagner et al. 2014; Simonetti et al. 2016; Bui et al. 2017). La 

description de ce phénomène a ouvert de nouvelles perspectives et entraine la reconsidération 

de la notion de réservoir viral.  

Plusieurs mécanismes cellulaires et moléculaires sont impliqués dans la latence virale, mais 

tous n’ont pas été élucidés à ce jour. Les mécanismes impliqués incluent la séquestration des 

facteurs de transcription impliqués dans l’initiation de la transcription virale, l’accumulation 

de marques épigénétiques répressives au niveau du LTR 5’ du VIH-1 (Van Lint et al. 2013) 

ainsi que des phénomènes d’interférences transcriptionnelle au site d’insertion du génome 

proviral (Cohn et al. 2015) (voir partie III1b de l’introduction). En effet, bien que le VIH-1 

s’intègre préférentiellement dans les introns de gènes transcriptionnellement actifs (Han et al. 

2004; Cohn et al. 2015), des phénomènes d’interférence transcriptionnelle interviendraient 

entre le gène cellulaire et le génome proviral (Lenasi et al. 2008). Par ailleurs, dans une minorité 

des cas, le VIH-1 s’intégrerait dans des régions de la chromatine transcriptionnellement 

inactives. La faible expression de la protéine Tat, qui est l’une des conséquences de la faible 

activation de la transcription virale sens, jouerait également un rôle important dans le maintien 

de la latence virale (Van Lint et al. 2013; Sengupta et Siliciano 2018). 

La latence virale est donc intimement liée aux propriétés et au niveau d’activation des 

cellules infectées. En effet, parmi les principaux contributeurs des réservoirs viraux se trouvent 

les T CD4+ mémoires (Chun et al. 1995, 1998; Finzi et al. 1997; Wong et al. 1997), ainsi que 

les macrophages (Honeycutt et al. 2016). Les T CD4+ mémoires étant peu susceptibles à 

l’infection par le VIH-1, leur infection serait le fait de l’infection de T CD4+ activés qui se 

seraient ultérieurement différenciés en T mémoires. Parmi les T CD4+ mémoires, les T 

mémoires centrales et transitoires seraient les principaux contributeurs au phénomène 

d’expansion clonale (Chomont et al. 2009; Vandergeeten et al. 2013). Outre les T CD4+ 

mémoires et les macrophages, d’autres populations immunitaires ont été suggérées pour 

contribuer au réservoir latent, parmi lesquels les monocytes, les DC, les T CD4+ naïves 

(Ostrowski et al. 1999; Chomont et al. 2009), les cellules souches mémoires ou encore les Th17 

(Lee et Lichterfeld 2016).  
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2. Impact de l’infection par le VIH-1 sur le système immunitaire de l’hôte 

a. Déplétion massive des TCD4+ (lymphopénie) 

 

Dès la primo-infection, l’intense réplication virale qui a lieu dans le GALT conduit à une 

déplétion massive des T CD4+ muqueux, ou lymphopénie (Guadalupe et al. 2003; Vergnon-

Miszczycha et al. 2015). La lymphopénie résulte de l’effet cytopathique direct du virus sur les 

T CD4+ (Perelson et al. 1997; Brenchley et al. 2006), mais également de la mort cellulaire des 

T CD4+ non infectés, par apoptose ou pyroptose (Espert et al. 2006; Doitsh et al. 2010; Borel 

et al. 2012). La mort des T CD4+ par apoptose est induite par des protéines virales libres dans 

le plasma comme Tat et Vpr (Levy et al. 1994; Vendeville et al. 2004), associées à des exosomes 

comme Nef (Lenassi et al. 2010) ou présente à la surface des cellules infectées comme Env 

(Espert et al. 2006; Borel et al. 2012). 

b. Activation chronique du système immunitaire 

 

L’infection par le VIH-1 engendre un état d’hyperactivation immunitaire chronique, dont 

les causes sont multifactorielles (Younas et al. 2016). Le VIH-1 per se contribue à l’activation 

du système immunitaire. En effet, la réplication virale qui persiste à bas bruit même chez les 

individus sous traitement induit la reconnaissance d’antigènes viraux par les cellules du système 

immunitaire et la production d’interféron de type I par les DC plasmacytoïdes (Beignon et al. 

2005). La lymphopénie qui survient dès la primo-infection entraîne la perte des fonctions 

auxiliaires des T CD4+ impliqués dans plusieurs processus immunitaires, tels que la 

différenciation des lymphocytes B en plasmocytes ou le développement de la réponse T CD8+ 

cytotoxique. La lymphopénie sévère qui affecte le GALT, et notamment la déplétion des Th17 

anti-inflammatoires, induit également un phénomène de translocation microbienne, qui 

contribue à l’activation chronique des cellules du système immunitaire (Brenchley et al. 2006; 

Vergnon-Miszczycha et al. 2015). La perte des fonctions auxiliaires associé à la lymphopénie 

favorise également l’apparition de co-infections, telles que les infections par les virus des 

hépatite B et C (Kovacs et al. 2008; Bautista-Amorocho et al. 2014). Ces co-infections 

contribuent également à la persistance d’un état inflammatoire chronique. Enfin, l’épuisement 

des cellules du système immunitaire  et leur sénescence promeuvent également leur activation, 

et contribuent donc à l’état d’activation chronique (Younas et al. 2016). 
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Figure 14 : Principaux processus impliqués dans l’activation immunitaire chronique observée 

chez les individus infectés par le VIH-1 (Younas et al. 2016). 

 

c. Dérégulation du système immunitaire  

 

L’infection par le VIH-1 est également marquée par le dysfonctionnement des différentes 

populations immunitaires et par le développement d’une réponse immuno-modulatrice qui 

contribue au maintien de la persistance virale (Vandergeeten et al. 2012). La réponse immuno-

modulatrice observée chez les patients découle de la réponse inflammatoire chronique générée 

par l’hyperactivation du système immunitaire, et inclue (i) une augmentation de la proportion 

de T CD4+ régulateurs, (Ji et Cloyd 2009; Nigam et al. 2010), (ii) la production de cytokines 

anti-inflammatoires telles que l’IL-10 et le TGF-β, (iii) l’augmentation de l’expression de 

régulateurs négatifs de l’activation des lymphocytes T tels que PD-1 et CTLA-4 (Day et al. 

2006; Said et al. 2010), et la production d’indoleamine 2,3-dioxygenase-1 (IDO) dans les DC 

et les monocytes (Favre et al. 2010).  
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La lymphopénie qui affecte les T CD4+ ainsi que l’épuisement des lymphocytes T CD4+ et 

CD8+, notamment caractérisé par une diminution de leur capacité proliférative et de leur 

activation de novo (Betts 2006; Day et al. 2006), contribue également au dysfonctionnement 

des différentes populations du système immunitaire. Chez les individus infectés, les 

lymphocytes B, les cellules NK, les DC, les monocytes et les macrophages présentent un niveau 

élevé de marqueurs d’activation et de sénescence, et leurs fonctions effectrices sont altérées 

(Younas et al. 2016). La capacité des lymphocytes B et des DC à activer les cellules T est 

diminuée, la capacité cytotoxique des cellules NK est affectée, et les capacités phagocytaires et 

microbicides des macrophages sont altérées (Klatt et al. 2013). L’ART ne permet pas de 

restaurer l’homéostasie du système immunitaire. 

d. Marqueurs de la progression de la pathologie 

 

L’existence de biomarqueurs susceptibles (i) d’évaluer le stade de la pathologie des 

individus nouvellement diagnostiqués et (ii) de prédire l’évolution de la pathologie fait l’objet 

d’intenses recherches. En effet, l’analyse de ces biomarqueurs chez les patients permettrait un 

suivi plus fin de l’évolution de la pathologie et de leur réponse au traitement. Les premières 

recherches cliniques se sont principalement focalisées sur l’analyse du taux de T CD4+ et de la 

charge virale (CV) plasmatiques comme biomarqueurs.  

 

La mesure du taux de T CD4+ plasmatique donne une bonne indication de la progression 

de la pathologie (Goujard et al. 2006; Phillips et Lundgren 2006). Dans les 6 premiers mois 

suivant l’initiation de l’ART, le taux de T CD4+ est un fort indicateur de la progression 

immunitaire et d’éventuels échecs virologiques (Duncombe et al. 2005; van Leth et al. 2005). 

Depuis 2015, l’OMS recommande l’initiation de l’ART de tous les adultes infectés par les VIH-

1 et -2, quel que soit leur taux de T CD4+ (WHO Guideline 2015). Cependant, si l’ART permet 

chez la plupart des patients une restauration partielle du taux de T CD4+, leur fonction reste 

altérée par l’hyper-activation globale du système immunitaire qui persiste sous traitement (Klatt 

et al. 2013; Younas et al. 2016). Par ailleurs, le taux de T CD4+ mesuré dans le sang périphérique 

ne constitue qu’une fraction mineure du pool total de T CD4+, dont la majeure partie est 

localisée dans les organes lymphoïdes secondaires et plus précisément dans le GALT.  

 

La mesure de la CV plasmatique repose sur la détection d’ARN viral plasmatique, 

classiquement par des techniques de RT-PCR. Chez environ 80% des individus non traités, la 
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CV est directement corrélée à la progression de la maladie et inversement corrélée au taux de 

T CD4+ (Arnaout et al. 1999; Thiébaut et al. 2005). En l’absence de traitement, la CV atteint 

un équilibre environ un an après l’infection (Ho 1996). La valeur de la CV à ce point d’équilibre 

est donc un bon indicateur du contrôle de la réplication virale chez le patient (Hubert et al. 2000; 

Langford et al. 2007). L’association entre la CV et la progression de la maladie chez les patients 

sous ART est plus controversée. En outre, la CV plasmatique ne prend pas en considération 

l’ARN viral associé aux cellules dans les tissus lymphoïdes et les muqueuses (Klatt et al. 2013). 

Par ailleurs, la plupart des tests disponibles dans le commerce ont été conçus pour détecter 

l’ARN viral issu de virus de sous-type B, alors que les pays à ressource limitée sont caractérisés 

par la circulation d’une grande diversité de sous-types, CRF et URF du VIH-1 (Fiscus et al. 

2006; Hemelaar et al. 2019). Dernièrement, plusieurs kits commerciaux permettant la détection 

de différentes souches virales du VIH-1, mais également du groupe O du VIH-1 et du VIH-2 

ont été développés (Rouet et al. 2008; Etienne et al. 2013a; Avettand-Fenoel et al. 2014; Ruelle 

et al. 2014; Guichet et al. 2016).  

 

Bien qu’informatifs sur le stade de l’infection et la réponse au traitement des individus, la 

mesure de la CV et du taux de T CD4+ plasmatiques ne permettent cependant d’évaluer ni la 

taille du réservoir viral, ni le niveau d’activation globale du système immunitaire. Plusieurs 

biomarqueurs de réservoirs viraux ont été proposés ces dernières années, parmi lesquels la 

molécules CD30 (Hogan et al. 2018), la molécule CD2 (Iglesias-Ussel et al. 2013), le récepteur 

CD32a (Descours et al. 2017), et des récepteurs de chémokines (Bruel et Schwartz 2018). Parmi 

ces différents biomarqueurs potentiels, le récepteur CD32a est celui qui a reçu le plus 

d’attention. En utilisant comme modèle des T CD4+ primaires infectées ex vivo de manière 

latente, Descours et al ont rapporté l’augmentation de l’expression de CD32a dans les T CD4+ 

latents aux niveaux transcriptionnel et protéique. Ces résultats ont été reproduits par une équipe 

(Hogan et al. 2018), et controversés par d’autres (Abdel-Mohsen et al. 2018; Martin et al. 2018; 

Wittner et al. 2018). En particulier, deux études ont rapporté une proportion identique de T 

CD4+ exprimant CD32a parmi les cellules infectées de manière latentes ou productives (Martin 

et al. 2018; Wittner et al. 2018). Si ces différentes études s’accordent sur l’expression de CD32a 

par une fraction des cellules latentes, la nature du réservoir qui exprime ces cellules reste 

incomprise. 

 

D’autres marqueurs de l’évolution de la pathologie ont également été proposés, tels que le 

ratio des taux de T CD8+/T CD4+ (Serrano-Villar et al. 2014; Mussini et al. 2015), des 
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marqueurs d’activation comme les cytokines pro-inflammatoires (Kuller et al. 2008), ou encore 

des marqueurs de la translocation microbienne tels que le CD14 soluble (Marchetti et al. 2011). 

Certains facteurs liés à l’hôte sont également prédictifs d’un bon contrôle de la réplication virale 

(Fellay et al. 2009). Je reviendrai sur ces facteurs dans la partie 03c de l’introduction. 

 

3. Réponse immunitaire adaptative de l’hôte induite par le VIH-1 

 

L’infection par le VIH-1 induit chez l’hôte une réponse immunitaire adaptative capable de 

contrôler partiellement la réplication virale. Cliniquement, ce contrôle partiel se traduit par une 

phase asymptomatique qui dure de 3 à 10 ans en l’absence de traitement.  

a. Réponse humorale dirigée contre le VIH-1 

 

Mon projet de thèse portant sur les anticorps dirigés contre la Protéine Antisens du VIH-1, 

je détaillerai la genèse et la structure des anticorps avant de m’intéresser aux anticorps générés 

dans le contexte de l’infection par le VIH-1. 

 

Structure et genèse des anticorps  

Suite à une infection virale, une réponse anticorps systémique, encore appelée réponse 

humorale, est mise en place. Les anticorps ou Immunoglobulines (Ig) sont produits par les 

lymphocytes B, dont ils constituent une partie du récepteur (BCR). Au cours de leur 

développement, les lymphocytes B porteurs d’Ig membranaires quittent la moelle osseuse pour 

les organes lymphoïdes secondaires qui incluent les ganglions lymphatiques, la rate et les tissus 

lymphoïdes associés aux muqueuses (MALT). Au sein des organes lymphoïdes secondaires, 

les lymphocytes B rencontrent leur antigène et se différencient en plasmocytes sécréteurs 

d’anticorps et en lymphocytes B mémoires. Les plasmocytes sécréteurs d’anticorps gagnent le 

reste de l’organisme via les circulations sanguine et lymphatique.   
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Figure 15: Structure des principaux isotypes d’immunoglobulines et fonctions associées. 

 

Les anticorps appartiennent à la super-famille des immunoglobulines et sont des protéines 

hétérodimériques constituées de 4 chaînes polypeptidiques : 2 chaînes lourdes et 2 chaînes 

légères. Chaque chaîne est composée d’un domaine variable en N-terminal et d’un ou plusieurs 

domaines constants en C-terminal. Les chaînes légères ne sont constituées que d’un seul 

domaine constant, tandis les chaînes lourdes se composent de trois ou quatre domaines 

constants, dont les deux premiers sont séparés par une région charnière. Les chaînes lourdes et 

légères sont liées entre elles par des ponts disulfures. Le repliement des 4 chaînes 

polypeptidiques de l’anticorps définissent trois extrémités fonctionnelles : 

o Deux extrémités variables qui confèrent la spécificité de la reconnaissance à l’antigène. 

Ces extrémités sont uniques à chaque clone de lymphocyte B. 

o Une extrémité constante, également nommée Fragment cristallisable (Fc), qui détermine 

l’isotype de l’anticorps. Cette extrémité confère aux anticorps la capacité de se lier (i) à des 

récepteurs aux fragments Fc (FcR) situés à la surface de cellules effectrices immunitaires et 
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endothéliales et (ii) à la protéine C1q du complément. Il existe 5 principaux isotypes d’Ig qui 

diffèrent par leur structure et leur affinité aux FcR (Figure 15):  

 

o L’isotype M (IgM), qui est le premier isotype exprimé par les lymphocytes B au cours 

du développement. Présents sous forme de monomères à la surface des  lymphocytes 

B (BCR), ils sont sécrétés sous forme pentamérique. Les IgM activent très 

efficacement le système du complément, mais possèdent une faible affinité à 

l’antigène.  

o L’isotype D (IgD). Les IgD sont exprimées à la surface des cellules B lors de leur 

sortie de la moelle osseuse et de leur colonisation des organes lymphoïdes secondaires. 

La plupart des cellules B co-expriment les IgD avec des IgM. Les IgD sont également 

retrouvées à de faibles concentrations plasmatiques chez les personnes infectées, mais 

la fonction des IgD circulante reste méconnue. 

o L’isotype E (IgE). Les IgE sont présents à une faible concentration plasmatique et 

sont impliqués dans les réactions allergiques. Les IgE lient avec une très forte affinité 

le récepteur du fragment Fc des IgE (FcεRI) présents à la surface des mastocytes, des 

basophiles, des cellules de Langerhans et des éosinophiles.  

o L’isotype A (IgA). Présentes à de faibles concentrations dans le plasma, les IgA 

constituent l’isotype majoritaire dans les muqueuses et les fluides associés. Par 

contraste avec la salive, le lait maternel ou encore le tractus gastro-intestinal, les IgA 

ne constituent pas l’isotype prédominant du tractus génital, où le ratio IgG/IgA est de 

10 :1 (Gagneux-Brunon et al. 2017). Il existe deux isotypes d’IgA, les IgA1 et les 

IgA2. Présentes sous forme monomérique dans le plasma, les IgA sont retrouvées sous 

forme de dimères au niveau des muqueuses, où elles sont associées à deux chaînes 

polypeptidiques : la chaîne J (Joining) et le composé sécrétoire, une glycoprotéine qui 

protège les IgA de la protéolyse. La chaîne J, également associée aux pentamères 

d’IgM, est produite par les cellules B et nécessaire à la sécrétion des IgA (Schroeder 

et Cavacini 2010). Les IgA constituent la première ligne de défense des surfaces 

muqueuses contre les toxines, les virus et les bactéries.  

o L’isotype G (IgG). L’isotype G est l’isotype prédominant dans l’ensemble de 

l’organisme, et notamment au niveau plasmatique. Il existe 4 isotypes d’IgG, 

numérotés de 1 à 4 (IgG1, IgG2, IgG3 et IgG4). Les isotypes d’IgG diffèrent par la 

structure de leur fragment Fc, ce qui se traduit par des affinités différentes pour les 

FcR spécifiques des IgG, et donc par des différences fonctionnelles.  
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Les chaînes lourdes et légères des anticorps sont codées par des familles multigéniques 

distinctes localisées sur des chromosomes différents. Pour les deux types de chaînes, le domaine 

variable est codé par les segments géniques V (Variable), D (Diversity) et J (Joining) et le 

domaine constant par des exons individuels (C). Les segments géniques V, D, J et les exons C 

codant pour les chaînes lourdes sont localisés sur le chromosome 14, tandis que deux locus 

situés sur deux chromosomes différents portent les segments géniques V/ J et les exons C codant 

pour les chaînes légères:  

· Le locus kappa situé sur le chromosome 2  

· Le locus lambda situé sur le chromosome 22 

L’expression des locus kappa et lambda est mutuellement exclusive, si bien qu’une cellule 

B exprime l’une ou l’autre de ces chaînes légères. Le ratio des immunoglobulines plasmatiques 

possédant les chaînes légères kappa : lambda est de 2 :1 chez les individus sains, mais ce ratio 

est inversé (1 :2) parmi les immunoglobulines du lait maternel (Molé et al. 1992). Par ailleurs, 

un biais en faveur des chaînes légères lambda a été rapporté parmi les IgG plasmatiques dirigées 

contre la protéine Env du VIH-1 (Sajadi et al. 2016). 

Un nombre important de réarrangements et de mutations génétiques affectent les gènes 

codant pour les Ig au cours du développement d’un lymphocyte B. Ces divers réarrangements 

sont à l’origine de la grande diversité du répertoire d’anticorps d’un individu (Schroeder et 

Cavacini 2010) et augmentent l’affinité des Ig pour leur antigène. La première série de 

réarrangements a lieu dans la moelle osseuse et affecte les segments géniques V, D et J. Suite 

à cette étape, les cellules B expriment des Ig membranaires (IgM et IgD) et migrent dans les 

centres germinatifs des organes lymphoïdes secondaires. Au sein des centres germinatifs, les 

lymphocytes B matures rencontrent leur antigène spécifique, ce qui induit une seconde série de 

réarrangements des segments géniques V(D)J. Ces réarrangements modulent l’affinité des Ig 

pour leur antigène : il s’agit des hypermutations somatiques (Mesin et al. 2016) (Figure 16). 

Enfin, le lymphocyte B subit un phénomène de commutation de classe, qui consiste en la 

recombinaison des gènes codant pour les régions constantes (Figure 16). Cette étape fait 

intervenir des interactions complexes entre les T CD4+ folliculaires et les lymphocytes B et 

induit l’expression de nouveaux isotypes d’Ig à la surface des lymphocytes B : les IgA, IgG et 

IgE. Les lymphocytes B matures porteurs d’Ig de haute affinité pour leur antigène subissent 

une expansion clonale et une différenciation en plasmocytes sécrétrices d’anticorps ou en 
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lymphocytes B mémoires (Figure 16). Les plasmocytes sont par la suite distribués à l’ensemble 

de l’organisme via la circulation sanguine et lymphatique.  

 

 

Figure 16: Principales étapes du développement d'un lymphocyte B dans les organes lymphoïdes 

secondaires. 

 

Fonctions effectrices des anticorps lors d’une infection virale 

Les anticorps exercent une large palette d’activités antivirales. Par le biais de leurs 

extrémités variables, les anticorps ont une activité neutralisante sur le virus en empêchant sa 

liaison aux récepteurs des cellules cibles (Figure 15). Par le biais de leur fragment Fc, les 

anticorps lient les FcR présents à la surface des cellules immunitaires et endothéliales et la 

protéine du complément C1q (Figure 15). La liaison du fragment Fc aux FcR induit des 

fonctions effectrices qui dépendent de la nature du récepteur et de la cellule qui l’exprime. En 
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effet, différents FcR lient spécifiquement le fragment Fc d’un isotype d’anticorps donné : les 

FcαR, FcεR et FcγR lient respectivement les IgA, les IgE et les IgG. 

· La liaison des IgE aux FcεR induit la dégranulation et le relargage de médiateurs 

inflammatoires par les mastocytes, les éosinophiles et les basophiles (MacGlashan 2012).  

· La liaison des IgG et dans une moindre mesure des (S)IgA à leurs récepteurs induit les 

fonctions effectrices suivantes (Ravetch et Bolland 2001; Mkaddem et al. 2014) :  

o La phagocytose dépendante des anticorps (ADCP). L’ADCP a lieu lorsque les FcR à 

la surface des monocytes, des DC et des macrophages lient les anticorps complexés à la 

surface d’une particule virale. Ce processus, qui requiert l’opsonisation préalable de la 

particule virale, induit la phagocytose et la dégradation du virus.  

o La cytotoxicité à médiation cellulaire dépendant des anticorps (ADCC). L’ADCC 

désigne le procédé par lequel des anticorps recrutent des cellules effectrices pour induire 

la mort ciblée d’une cellule infectée par des mécanismes indépendants de la phagocytose. 

Ce processus requiert (i) la liaison des anticorps à l’antigène situé à la surface des cellules 

cibles infectées et (ii) la liaison des anticorps aux FcR présents à la surface de cellules 

immunitaires effectrices telles que les NK, les monocytes, les macrophages, les 

neutrophiles, les éosinophiles et les DC. Une fois activées, les cellules effectrices 

induisent la mort de la cellule cible via le relargage de granules cytotoxiques, la 

signalisation via le récepteur Fas et l’élaboration d’espèces réactives à l’oxygène. 

o La cytotoxicité dépendante du complément (CDC). Ce processus requiert d’une part 

(i) la liaison des anticorps à l’antigène viral à la surface des cellules cibles infectées ou 

l’opsonisation de la particule virale par des anticorps, et d’autre part (ii) la liaison du 

fragment Fc des anticorps à la protéine C1q du complément. Cette liaison induit 

l’activation de la voie classique du complément et la lyse de la cellule infectée ou de la 

particule virale. Les IgM possèdent une plus forte capacité à induire la CDC. 

 

Réponse humorale dans l’infection par le VIH-1 

La difficulté à générer des anticorps contre le VIH-1 est due (i) à la forte variabilité génétique 

du virus qui engendre une diversité quasi infinie d’antigènes viraux et (ii) à la forte 

glycosylation des glycoprotéines d’enveloppe qui masquent les potentiels sites de 

reconnaissance à l’antigène (Walker et Burton 2008). Par ailleurs, la lymphopénie qui 

caractérise l’infection par le VIH-1 résulte en une perte des fonctions auxiliaires endossées par 
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les T CD4+, ce qui altère le fonctionnement des centres germinaux et la production des 

anticorps par les lymphocytes B (Biberfeld et al. 1986; Pantaleo et al. 1993). 

Les premiers anticorps dirigés contre le VIH-1 apparaissent 2 à 4 semaines après le début de 

l’infection et échouent généralement à contrôler la réplication virale (Tomaras et al. 2008; 

Haynes et al. 2011). Après plusieurs mois d’infection, des anticorps neutralisants 

apparaissent. Cependant, du fait de l’important taux de mutations                                                                                                                  

du VIH-1, les anticorps neutralisants sont rarement efficaces contre les virus contemporains. 

Chez une poignée d’individus, ces anticorps développent la capacité de neutraliser une grande 

variété d’isolats viraux, et sont alors qualifiés d’anticorps largement neutralisants ou broadly 

neutralizing antibodies (Moog et al. 1997; Gray et al. 2011). La génération d’anticorps 

largement neutralisants reste l’un des objectifs majeurs de la recherche vaccinale (Walker et 

Burton 2008). Outre la neutralisation des particules virales, la liaison des anticorps à la surface 

du VIH-1 favorise la lyse des particules virales par la voie du complément. Dans l’infection par 

le VIH-1, l’opsonisation des particules virales prévient l’intégration du provirus dans les DC et 

le transfert du virus des DC aux T CD4+ (Holl et al. 2006; Wilflingseder et al. 2007). 

Cependant, l’opsonisation des particules virales diminuerait la capacité des DC à activer les T 

CD8+ (Bánki et al. 2010; Posch et al. 2012). 

La réponse anticorps dirigée contre le VIH-1 est dominée par les réponses anti-Env et anti-

Gag. Les premiers anticorps générés au cours de l’infection sont dirigés contre la gp41, et plus 

particulièrement contre la région MPER impliquée dans la fusion membranaire. Les anticorps 

dirigés contre la gp120 et Gag (p24, p55) apparaissent 5 à 15 jours plus tard (Tomaras et Haynes 

2009) (Figure 17). Les isotypes IgG1 et IgG3 sont les majeurs contributeurs de la réponse 

anticorps anti-VIH-1. Ces deux isotypes sont capables d’induire l’ADCC chez les patients 

infectés, mais la capacité des IgG3 anti-Env à neutraliser le virus et à induire l’ADCP est 

supérieure à celle des IgG1 (Scharf et al. 2001; Tay et al. 2016). La présence d’IgG2 anti-gp41 

et anti-p24 au cours de l’infection a été corrélée au contrôle spontané de la virémie ou post-

vaccinal chez les patients (Ngo-Giang-Huong et al. 2001; Martinez et al. 2005; French et al. 

2017). Outre les IgG, les IgA exercent également un rôle important dans l’infection par le VIH-

1. Les IgA plasmatiques et mucosales exercent des fonctions différentes dans l’infection par le 

VIH-1. Le taux d’IgA plasmatiques a été positivement corrélé avec le développement 

d’infections à risque dans l’essai clinique RV144 (Kim et al. 2015), tandis que les IgA des 

muqueuses confèrent une protection contre le virus. Un important taux d’IgA dans le lait 

maternel est associé à une diminution du risque de transmission de la mère à l’enfant (Pollara 
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et al. 2015), et la présence d’IgA neutralisantes dans les sécrétions génitales est associée à des 

taux d’infection plus faibles parmi les femmes séro-exposées (Lund et al. 2017).  La perte des 

fonctions auxiliaires associée à la lymphopénie affecte l’intégrité des centres germinaux et 

résulte en une diminution du taux de IgA dans les fluides associés aux muqueuses (Kulkarni et 

Ruprecht 2017). Cela affecte l’immunité des muqueuses et favorise la translocation 

microbienne, contribuant ainsi à l’état d’hyperactivation immunitaire.  

 

Figure 17 : Les protéines Gag, Env, Pol et les protéines auxiliaires du VIH-1 élicitent une réponse 

anticorps chez le patient. 

 

Le taux d’anticorps dirigés contre le VIH-1 augmente jusqu’à 40 semaines suivant le début 

de l’infection (Killian et al. 2006). Il y a peu de changement du taux d’anticorps dirigés contre 

les protéines du VIH-1 au cours de l’infection chronique, même chez les patients qui 

développement le SIDA (French et al. 2017). La persistance de la réponse anticorps a été associé 

à l’existence de cellules plasmatiques sécrétrices à longue durée de vie ainsi qu’à la réplication 

virale à bas bruit qui persiste même en présence de traitement et qui résulterait de la présentation 
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antigénique continue dans les centres germinaux (Palmer et al. 2008; French et al. 2017). 

L’initiation de l’ART résulte en une diminution du taux global d’IgG plasmatiques dirigés 

contre les protéines du VIH-1 (Killian et al. 2006; Zhang et al. 2017). En particulier, la 

diminution des taux plasmatiques d’IgG anti-p24 (Voltersvik et al. 2003) et anti gp40 

(Delagreverie et al. 2019) reflètent la diminution de la réplication virale sous ART. Ces études 

suggèrent que la diminution du taux d’anticorps observée suite à l’initiation de l’ART est due 

à une diminution de la stimulation antigénique plutôt qu’à une diminution de l’activation du 

système immunitaire, et que la production d’anticorps spécifiques du VIH-1 est dépendante de 

la réplication virale et décline durant l’ART.  Bien que l’introduction de l’ART tôt au cours de 

l’infection restaure partiellement l’architecture des centres germinaux, les lymphocytes B 

circulants restent dysfonctionnels. Il a été suggéré que l’initiation de l’ART à des stades très 

précoces pouvait prévenir l’apparition d’anticorps spécifiques du VIH, ce qui questionne sur la 

fenêtre temporelle optimale pour initier l’ART (Goulder et Deeks 2018).  

Si les glycoprotéines d’enveloppe et les protéines structurales sont les cibles majeures des 

anticorps anti-VIH-1, les protéines auxiliaires et régulatrices du VIH-1 sont également 

ciblées par la réponse anticorps de l’hôte (Allan et al. 1985; Arya et Gallo 1986; Kan et al. 

1986; Wong-Staal et al. 1987; Chanda et al. 1988; Strebel et al. 1988) (Figure 17). La 

prévalence des anticorps ciblant ces protéines chez les patients varie d’une étude à l’autre et 

s’échelonne de 20% à 60% (Reiss et al. 1989a ; Reiss et al. 1989b; O’Neil et al. 1997; Rezza et 

al. 2005; Nicoli et al. 2016). Les variations observées dans la prévalence de ces réponses 

anticorps a été attribuée aux techniques utilisées, mais également à la nature de l’antigène et 

aux caractéristiques virologiques et ethniques des cohortes dans lesquelles la réponse humorale 

a été étudiée (Nicoli et al. 2016). A l’exception de Tat, aucune association claire entre la 

présence d’anticorps ciblant les protéines auxiliaires/régulatrices et la progression de la maladie 

n’a été mise en évidence. La réponse anticorps anti-Tat a été associée au maintien de faibles 

taux de T CD4+ (Rezza et al. 2005) et à une plus faible progression vers la maladie (Zagury et 

al. 1998; Richardson et al. 2003; Rezza et al. 2005; Kulkarni et al. 2017). La présence 

d’anticorps capables d’immuno-précipiter ASP a également été mise en évidence dans le sera 

de patients infectés (Vanhée-Brossollet et al. 1995). Je détaillerai cette étude dans la 

partie III2c de l’introduction. 
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Anticorps anti-VIH-1 dans le lait maternel et Transmission au nouveau-né 

Les IgG maternelles sont transférées au foetus à travers le placenta lors de la gestation, ce 

qui confère au foetus une protection contre les infections néonatales durant les premiers mois 

de sa vie (Malek et al. 1994). Outre le transfert d’anticorps maternels trans-placentaire, les 

nouveaux-nés sont également immunisés par les anticorps présents dans le lait maternel 

(Figure 18). Le lait maternel possède une plus faible concentration en leucocytes que le plasma. 

Les neutrophiles, les cellules myéloïdes et les lymphocytes représentent respectivement 80%, 

15% et 5% des leucocytes du lait maternel (Figure 18). Les T CD4+ du lait maternel expriment 

le marqueur CD45 RO caractéristique des T mémoire, et exhibent davantage de marqueurs 

d’activation que les T CD4+ plasmatiques (Van de Perre et al. 2012).  

Le lait maternel comprend également de nombreux facteurs solubles anti-microbiens et anti-

inflammatoires tels que les IgA sécrétoires (Van de Perre et al. 2012). Les IgA sécrétoires 

constituent les isotypes largement majoritaires du lait maternel (Van de Perre et al. 1988; Van 

de Perre 2003; Wheeler et al. 2007). Les concentrations en IgM et en IgG dans lait maternel 

sont respectivement inférieures de 1 et 2 logs à celle des IgA (Wheeler et al. 2007). 

Contrairement aux IgG qui sont transférées du plasma au lait maternel, les IgA sont synthétisées 

localement par des cellules plasmatiques situées dans les glandes mammaires (Hanson et al. 

1984; Wheeler et al. 2007; Van de Perre et al. 2012) (Figure 18). Des IgA, IgM et IgG de 

l’Enveloppe et des protéines Gag et Pol du VIH-1 ont été retrouvés dans le lait maternel de 

femmes infectées par le VIH-1 (Van de Perre et al. 1988, 1993; Bélec et al. 1990). Bien que les 

IgA prévalent dans le lait maternel, les IgG sont les principaux contributeurs (i) de la réponse 

anticorps anti-Env (Van de Perre et al. 1988, 1993; Bélec et al. 1990), et (ii) des activités 

neutralisantes et d’ADCC anti-VIH-1 détectées dans le lait maternel (Kuhn et al. 2006; Fouda 

et al. 2011; Mabuka et al. 2012). Cependant, plusieurs études ont rapporté l’absence de 

corrélation entre le taux d’anticorps anti-Env dans le lait maternel et la réduction du risque de 

transmission du VIH-1 via le lait maternel (Duprat et al. 1994; Becquart et al. 2000; Kuhn et al. 

2006; Mabuka et al. 2012). Plus récemment, une étude réalisée sur une cohorte de femmes naïve 

de tout traitement a décrit une activité de neutralisation des IgG anti-Env plus importante dans 

le lait maternel des femmes qui ne transmettent pas le virus (Permar et al. 2015).  
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Figure 18 : Les anticorps de la mère sont transférés au nouveau-né via le lait maternel. A. 

Principaux types de cellules immunitaires retrouvées dans le lait maternel. B. Grandes étapes du transfert 

des anticorps de la mère à l’enfant via le lait maternel (Matías et al. 2017). ❶ Les anticorps sont produits 

dans les centres germinaux des organes lymphoïdes secondaires. ❷ Les IgG de la mère transitent dans 

le système circulatoire puis sont transférées à travers l’épithélium de la glande mammaire. Dans la 

glande mammaire, des IgA sont produites localement. ❸ Transfert des IgG et des IgA maternels vers 

le nouveau-né via le lait maternel. 

 

b. Réponse T CD8+ cytotoxique dirigée contre le VIH-1 

 

La deuxième branche de l’immunité adaptative activée lors d’une infection virale est la 

réponse cytotoxique médiée par les lymphocytes T CD8+ activés. Les T CD8+ sont activés lors 

de la reconnaissance par leur TCR de peptides viraux présentés par les CMH de classe I à la 

surface des cellules infectées (Figure 19). Le CMH de classe I présente des peptides issus de la 

dégradation protéasomale de protéines virales ou de polypeptides viraux mal repliés. Cette 

reconnaissance induit une cascade de signalisation dans le lymphocyte T CD8+ menant à la 

libération de molécules cytotoxiques telles que les granzymes et les perforines, et à la sécrétion 
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de cytokines et de chémokines telles que l’IFN-γ, le TNF-α, MIP1α/1β et CCL5. Les composés 

libérés par les T CD8+ activés ont une action cytotoxique sur les cellules infectées, et sont de 

ce fait qualifiés de lymphocytes T cytotoxiques (CTL). 

Les CTL constituent une population cellulaire clé dans la lutte contre l’infection par le VIH-

1. L’apparition de CTL corrèle avec une diminution de la virémie, et la diversité des CTL 

spécifiques du VIH-1 est corrélée avec le taux de T CD4+ et le contrôle de la réplication virale 

(Chouquet et al. 2002; Oxenius et al. 2004; Wang et al. 2009). Les T CD8+ apparaissent avant 

le pic de virémie plasmatique qui advient 2 à 3 semaines après le début de l’infection, et 

persistent durant la phase chronique de l’infection (McMichael et al. 2010). Contrairement aux 

T CD4+, le nombre de T CD8+ augmente progressivement au cours de l’infection en l’absence 

de traitement (Hellerstein et al. 1999; Kovacs et al. 2008). Cependant, les CTL portent des 

marqueurs d’épuisement tels que PD-1 et Tim-3 au cours de la phase chronique et ne 

contribuent donc pas efficacement  au contrôle de l’infection (Borrow et al. 1994; Freeman et 

al. 2006; Lewis et al. 2012).  

L’efficacité de la réponse T CD8+ contre le VIH-1 est très variable d’un patient à un autre, 

et plusieurs études ont suggéré une importance qualitative plus que quantitative de la réponse 

T CD8+ dans le contrôle de la réplication virale (Lambotte et al. 2005; Betts 2006; Sáez-Cirión 

et al. 2007b, 2007a). La spécificité antigénique des T CD8+ est également déterminante dans 

le contrôle de la réplication virale. En effet, les T CD8+ induisent une pression de sélection 

qui se traduit par l’émergence de variants viraux porteurs de mutations d’échappement dès les 

phases précoces de l’infection (Borrow et al. 1997; Goulder et al. 1997, 2001; Duda et al. 2009; 

Goonetilleke et al. 2009; Kawashima et al. 2009). Les T CD8+ exercent donc un effet antiviral 

persistant chez l’hôte, soit en induisant directement la mort des cellules infectées, soit 

indirectement en induisant des mutations d’échappement qui impactent la réplication virale. 

Ces mutations d’échappement sont cependant réversibles et disparaissent lors de leur 

transmission à des individus porteurs d’allèles HLA différents (Leslie et al. 2004; Kawashima 

et al. 2009).  

Chez les patients infectés, une réponse T CD8+ est élicitée contre des peptides viraux issus 

des 3 poly-protéines (Gag, Pol, Env) et des 7 protéines auxiliaires et régulatrices (Tat, Rev, Vif, 

Vpr, Vpu, Nef, ASP) du VIH-1 (Cardinaud et al. 2009) (Figure 19). Les deux études qui ont 

relaté la réponse T CD8+ dirigée contre ASP seront détaillées dans la partie III2c de 

l’introduction (Berger et al. 2015; Bet et al. 2015). De toutes les protéines virales du VIH-1, 
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seuls les T CD8+ qui ciblent la protéine structurale Gag ont été retrouvés associés au contrôle 

de la réplication virale (Kiepiela et al. 2007). L’importance de la réponse T CD8+ anti-Gag 

dans le contrôle de la réplication virale est également illustrée par la protection conférée par les 

allèles de HLA classe I HLA B57 et HLA B07 dans l’infection par le VIH-1 (Kiepiela et al. 

2004, 2007), qui a été associée à la présentation de peptides de Gag conservés et restreints par 

ces molécules de HLA (Altfeld et al. 2003; Dinges et al. 2010).   

Parmi les 6 cadres de lecture potentiels des deux brins du génome proviral se trouvent 

également des cadres de lectures alternatifs (ARF) qui codent pour des séquences peptidiques 

qui ne sont pas incluses dans une protéine fonctionnelle. Les ARF résultent de l’usage 

différentiel des codons au cours de la traduction, probablement du fait d’un changement de 

cadre de lecture ribosomal ou de l’initiation de la traduction au niveau d’un codon initiateur 

alternatif (Met ou Cys). La traduction de ces ARF résulte en la production de peptides nommés 

épitopes cryptiques qui constituent une source additionnelle de peptides viraux présentés par 

le HLA de classe I (Ho et Green 2006). Plusieurs études ont rapporté l’existence d’ARF sur les 

deux brins du génome proviral du VIH-1 (Cardinaud et al. 2004; Garrison et al. 2009; Bansal 

et al. 2010; Champiat et al. 2012), et démontré l’existence d’une réponse cytotoxique ciblant 

différents épitopes cryptiques du VIH-1 (Cardinaud et al. 2004, 2009; Garrison et al. 2009; 

Bansal et al. 2010; Berger et al. 2010; Champiat et al. 2012) (Figure 19). Des mutations 

conférant un échappement aux CTL apparaissent dans la séquence des épitopes cryptiques au 

cours de l’infection (Bansal et al. 2010; Cardinaud et al. 2011), suggérant très fortement que les 

CTL qui ciblent les épitopes cryptiques in vivo exercent une pression de sélection sur le virus. 

Cardinaud et al ont rapporté que l’une des mutations qui affectait in vivo un épitope cryptique 

codé par l’un des ARF de Gag médiait l’échappement aux CTL en introduisant un site de 

clivage par le protéasome (Cardinaud et al. 2011). Une étude récente a cependant suggéré que 

les CTL qui ciblent les épitopes cryptiques ne contribuent que faiblement à la pression de 

sélection qui s’exerce sur le virus aux stades précoces de l’infection (Peng et al. 2018).  

Enfin, aux protéines virales conventionnelles et aux épitopes cryptiques s’ajoute une 3e 

source d’antigène viraux présentés aux T CD8+ : les peptides issus de la traduction du génome 

de provirus défectueux pour la réplication virale (Graf et al. 2013; Pollack et al. 2017) (Figure 

19). Il existe donc une grande variété de peptides viraux générés par les cellules infectées qui 

et capables d’induire une réponse T cytotoxique. Bien que seule la réponse T CD8+ ciblant Gag 

ait été associée au contrôle de la réplication virale, il serait intéressant d’étudier l’impact de la 
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réponse T CD8+ ciblant les épitopes cryptiques et les peptides produits par les provirus 

défectueux sur la progression de la pathologie.  

 

 

Figure 19 : Les peptides viraux issus de la traduction des 6 cadres de lecture des génomes 

proviraux intacts et défectueux du VIH-1 induisent potentiellement une réponse T CD8+ 

cytotoxique. 

 

c. Patients qui contrôlent spontanément la réplication virale 

 

En l’absence de traitement, la plupart des individus infectés par le VIH-1 développent une 

profonde immunodéficience et décèdent de complications liées au SIDA. Cependant, il existe 

des individus capables de contrôler la réplication du virus en l’absence de traitement. Parmi ces 

individus, deux phénotypes ont été décrits :  

· Les patients qui contrôlent spontanément le virus après l’infection et en l’absence de tout 

traitement, qualifiés d’Elite Controllers (EC). Ils représentent moins de 1% de la 

population infectée. 
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· Les patients qui contrôlent le virus après interruption d’une thérapie anti-rétrovirale 

prolongée, qualifiés de Post-Treatment Controllers (PTC) (Hocqueloux et al. 2010). Ces 

individus représentent 5 à 20% des patients qui arrêtent le traitement antirétroviral.  

Les EC et les PTC maintiennent une charge virale inférieure à 50-75 copies d’ARN/mL. 

Malgré les importantes retombées potentielles pour les recherches vaccinales et thérapeutiques 

actuelles, les déterminants à l’origine du contrôle de la réplication virale chez ces individus 

restent peu compris. Plusieurs études ont suggéré que les déterminants à l’origine de ce contrôle 

différaient pour les EC et les PTC (Goulder et Deeks 2018). Pour plus de clarté, je ne traiterai 

par la suite que des déterminants décrits pour les EC. 

· Facteurs viraux. Plusieurs études ont rapporté la présence de mutations ou de délétions dans 

les gènes accessoires et régulateurs du VIH-1 (rev, tat, vif, vpr, nef et vpu) chez les individus 

EC (Alexander et al. 2000; Yamada et Iwamoto 2000), suggérant la circulation de virus 

atténués chez ces patients. A l’inverse, une étude plus récente a démontré que la capacité 

réplicative des virus des EC était similaire à celle de souches de laboratoire, et ce malgré la 

présence de mutations (Blankson et al. 2007).  

 

· Facteurs liés à l’hôte. Malgré une importante hétérogénéité génétique et immunologique, 

certains facteurs intrinsèques sont fréquemment retrouvés parmi les EC.  

 

o Facteurs génétiques. Le polymorphisme CCR5 Δ32, caractérisé par une délétion dans le 

gène codant pour CCR5, confère une protection aux individus infectés qui en sont 

porteurs en affectant la capacité du virus à entrer dans les cellules par le biais du co-

récepteur CCR5 (Dean et al. 1996). Par ailleurs, la fréquence des allèles protecteurs des 

gènes HLA de classe I HLA-B5701 et HLA-B27 est enrichie chez les EC (Kiepiela et al. 

2004, 2007; Lambotte et al. 2005; Pereyra et al. 2008). Comme discuté précédemment, la 

protection conférée par ces allèles résiderait dans la capacité des molécule de HLA B57 

et B27, à présenter une large variété de peptides viraux, à cibler des régions très 

conservées du VIH, ou encore à générer une réponse cytotoxique T CD8+ immuno-

dominante (Altfeld et al. 2003).  

o Facteurs immunologiques. Plusieurs études ont rapporté que les EC possèdent une 

réponse cytotoxique efficace avec des CTL capables de proliférer, de produire des 

cytokines et des composés cytotoxiques et à éliminer les T CD4+ infectés (Lambotte et 
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al. 2005; Sáez-Cirión et al. 2007b, 2007a). Par ailleurs, les T CD8+ des EC cibleraient 

davantage la protéine structurale Gag que les autres protéines virales (Pereyra et al. 2008), 

favorisant ainsi l’apparition de mutations virales avec un fort coût réplicatif. Concernant 

l’immunité humorale, les EC présentent un plus faible taux d’anticorps neutralisants 

plasmatiques (Lambotte et al. 2009), mais un plus fort taux d’anticorps doués d’ADCC 

(Pereyra et al. 2008; Lambotte et al. 2009). Les taux d’IgG1 et d’IgG2 plasmatiques 

dirigés contre la protéine virale p24 ont été associés au contrôle de la réplication virale 

chez les EC (Ngo-Giang-Huong et al. 2001; Martinez et al. 2005). Outre les réponses 

humorale et cytotoxique, les EC se distinguent par un taux élevé de T CD4+ par rapport 

aux individus non controllers.  

En conséquence du contrôle de la réplication virale, la charge provirale des T CD4+ 

folliculaires et des T CD4+ mémoires quiescentes serait plus faible chez les patients EC 

(Lambotte et al. 2009; Graf et al. 2013). Bien que la mesure de l’ADN proviral ne constitue pas 

une mesure adéquate du réservoir latent, il a été suggéré que le contrôle de la réplication virale 

chez les individus EC permettrait de limiter la taille de leur réservoir viral. 

 

4. Brève description des traitements actuels et thérapies émergentes  

a. Traitements actuels 

 

Bien que la thérapie antirétrovirale (ART) ne permette pas d’éradiquer les réservoirs viraux 

des patients, elle peut supprimer la réplication virale pendant plusieurs décennies et augmente 

la durée de vie des personnes infectées par le VIH, sous réserve d’une bonne adhérence au 

traitement. La trithérapie ou ART combinée consiste à combiner trois agents antirétroviraux 

(ARV) (Larder et al. 1995; Collier et al. 1996; D’Aquila et al. 1996; Staszewski et al. 1996). 

Les ARV utilisés en combinaison sont répartis en 6 classes : les inhibiteurs de TI non 

nucléosidiques, les inhibiteurs de TI nucléosidiques, les inhibiteurs d’intégrase, les inhibiteurs 

de protéase, les inhibiteurs de fusion et les antagonistes de co-récepteurs. Une combinaison 

d’un inhibiteur d’intégrase et de deux inhibiteurs nucléosidiques de TI est généralement 

recommandée comme thérapie initiale (Saag et al. 2018). L’essai de thérapies initiales avec 

uniquement deux ARV est en cours d’investigation (Cahn et al. 2014; Raffi et al. 2014). 
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L’initiation précoce de l’ART réduit la taille du réservoir viral ainsi que l’activation des 

cellules immunitaires, protège contre l’infection des T CD4+ mémoires et diminue le nombre 

variants viraux porteurs de mutations d’échappement (Ananworanich et al. 2012; Buzon et al. 

2014; Chéret et al. 2015). Cependant, il a été suggéré que l’initiation très précoce de l’ART 

empêcherait la génération d’une réponse T mémoire anti-VIH-1 efficace, suggérant l’existence 

d’une fenêtre temporelle optimale et limitée pour initier l’ART qui reste à être définie 

(Goulder et Deeks 2018) (Figure 20).  

 

Figure 20: Fenêtre temporelle optimale pour initier l'ART chez les patients (Goulder et Deeks 

2018).  

 

L’ART ne restaure pas complètement l’état de quiescence immunitaire observé dans des 

conditions physiologiques. De plus, bien que l’initiation précoce de l’ART diminue la taille du 

réservoir, l’ART n’empêche pas sa mise en place et échoue à l’éradiquer. En conséquence, un 

rebond viral correspondant à la réactivation du réservoir latent chez les patients est rapidement 

observé arrêt de l’ART. Enfin, la production de protéines virales par des provirus défectueux 

persiste à bas bruit même en présence d’ART, ce qui entretient l’inflammation chronique et la 
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dérégulation immunitaire causée par l’infection virale (DeMaster et al. 2015; Baxter et al. 2016; 

Pollack et al. 2017). L’émergence de mutations conférant des résistances aux ARV est 

également l’une des grandes limitations des traitements actuels (Günthard et al. 2016).  

b. Les essais vaccinaux 

 

Bien que les nouvelles stratégies de la PrEP et du TasP soient prometteuses, l’élaboration 

d’un vaccin préventif reste une priorité absolue. L’élaboration d’un vaccin contre le VIH-1 se 

heurte cependant à l’incroyable diversité génétique du virus et au fort taux de mutations de la 

transcriptase inverse du VIH-1. Enfin, aucun individu infecté par le VIH-1 n’a à ce jour 

développé une réponse immunitaire suffisamment efficace pour éliminer le virus, ce qui limite 

notre connaissance des réponses immunitaires à éliciter pour induire une protection efficace 

(Walker et Burton 2008).  

Parmi les différents essais vaccinaux qui ont été réalisés jusqu’à présent, seul l’essai clinique 

Thailandais RV144 a démontré une efficacité modeste. L’essai vaccinal RV144 consistait en 

4 injections du vecteur ALVAC modifié pour exprimer les protéines Gag-Pro et le domaine 

d’ancrage gp41 du virus de sous-type B et la gp120 d’un virus AE (prime), suivies de 2 

injections avec une molécule de gp120 soluble recombinante dérivée des sous-types B et AE 

(boost). L’essai clinique, réalisé sur plus de 16 000 sujets hétérosexuels Thailandais présentant 

des comportements à risque, a montré une protection chez environ 30% des patients (Rerks-

Ngarm et al. 2009). Cependant, aucune différence significative du taux de T CD4+ et de la 

charge virale plasmatique n’a été rapportés entre les individus ayant contracté le VIH-1 dans le 

groupe Placebo et le groupe vacciné. Le succès partiel de ce vaccin, dont les déterminants 

immunologiques sont en cours d’évaluation, serait en partie dû à la présence d’IgG doués 

d’activité ADCC, mais ne serait pas  dû à la présence d’anticorps neutralisants (Kim et al. 2015).  

La protection conférée par l’injection d’anticorps neutralisants anti-VIH-1 chez les patients 

a été évaluée par plusieurs études. Une diminution transitoire de la virémie a été observée chez 

les patients suite à l’injection d’anticorps neutralisants (Stiegler et al. 2002; Armbruster et al. 

2004; Mehandru et al. 2007). Bien que des mutants d’échappement à ces anticorps apparaissent 

fréquemment chez les patients, ces résultats suggèrent que l’injection d’anticorps neutralisants 

pourrait être utilisée en complément de l’ART chez les patients infectés (Halper-Stromberg et 

Nussenzweig 2016; Kumar et al. 2018). 
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c. Les stratégies d’éradication des réservoirs 

 

L’établissement d’un réservoir latent à un stade très précoce de l’infection constitue l’un des 

obstacles majeurs à l’éradication du virus chez les individus infectés (Chun et al. 1995). De 

plus, le maintien du réservoir viral est assuré par des mécanismes de prolifération 

homéostatique cellulaire et d’expansion clonale, même après plusieurs années d’ART efficace 

(Chomont et al. 2009; Maldarelli et al. 2014). Deux stratégies principales visant à éradiquer 

(Shock and kill) et à contrôler (Lock and Block) le réservoir latent sont principalement 

envisagées. 

· La stratégie Shock and Kill repose sur la réactivation des réservoirs latents (Shock) à l’aide 

d’un agent réverseur de latence (LRA), qui sont souvent des inhibiteurs d’histones 

déacétylases, et la destruction des cellules réactivées (Kill) (Archin et Margolis 2014; 

Barouch et Deeks 2014). Selon un scénario optimal, les cellules réactivées produiraient des 

particules virales et seraient alors détectées puis lysées par les T CD8+, tandis que les 

infections de novo seraient bloquées par l’ART (Shan et al. 2012). Cependant, cette approche 

est limitée par le dysfonctionnement des CTL au cours de l’infection et par leur incapacité à 

cibler les cellules réservoirs qui ne portent aucun marqueur de leur infection (Ruiz et al. 

2019).  

 

· La stratégie lock and block qui vise à prévenir la ré-activation des réservoirs viraux en 

inhibant l’expression des provirus (Sadowski et Hashemi 2019). Cette approche permettrait 

d’arrêter l’ART des patients et de cibler spécifiquement les cellules infectées de manière 

latente pour « verrouiller » l’expression de gènes proviraux et ainsi éviter la ré-activation du 

réservoir latent. 

 

Ces deux stratégies sont cependant limitées par notre méconnaissance actuelle de la diversité 

des réservoirs latents fonctionnels présents chez un individu ainsi que par le manque d’outils 

permettant la mesure de la réactivation de ces réservoirs (Pasternak et Berkhout 2018; Sengupta 

et Siliciano 2018).  
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Malgré les nombreux progrès dans la compréhension de la physiopathologie de l’infection 

par le VIH-1 depuis sa découverte, de nombreuses zones d’ombres subsistent. En particulier, 

notre méconnaissance de la nature des réservoirs latents et des réponses immunitaires à induire 

pour contrôler la réplication virale entravent le développement de traitements curatifs. Ces 

éléments, combinés à la grande diversité génétique des isolats viraux qui existent à l’échelle à 

mondiale rendent impossible l’élaboration de vaccins préventifs ou curatifs. A l’heure actuelle, 

les programmes de prévention de la transmission du VIH-1 tels que le TasP et la PrEP restent 

donc la meilleure chance de juguler la pandémie. 
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III. ASP, la Protéine AntiSens du VIH-1 : étude du gène asp, des transcrits associés et de 

la protéine 

 

1. Gène antisens et activité transcriptionnelle associée chez les rétrovirus 

 

a. Considérations générales sur les gènes antisens 

 

Définition 

La notion de gène est complexe. Un gène est souvent assimilé au cadre de lecture ouvert 

(ORF) et aux régions promotrices, régulatrices et terminatrices nécessaires à la traduction d’une 

séquence d’ADN en protéine. Cependant, cette définition ne prend pas en considération les 

gènes non codants dont les transcrits exercent une fonction autre que celle de messager, (ARN 

ribosomaux, ARN de transfert, micro-ARN, petits ARN non codants et ARN longs non 

codants), et n’est pas adaptée au cas particulier des rétrovirus qui ne possèdent que deux 

séquences promotrices localisées dans les LTR 5’ et 3’. Pour l’ensemble de ma thèse, je 

définirai donc un gène comme une portion d’ADN génomique (comprenant la séquence en tant 

que tel et les séquences régulatrices) destinée à être transcrite en un ARN fonctionnel. 

La notion de gène anti-sens, littéralement en sens contraire, pré-suppose l’existence d’un 

référentiel sens, et est par conséquent relative. Ainsi, un gène antisens l’est toujours 

relativement à un gène sens (Figure 21A et B). Pour la suite de ma thèse, seront donc qualifiés 

d’antisens les gènes situés sur le brin antisens de l’ADN (proviral ou eucaryote), par opposition 

aux gènes localisés sur le brin sens de l’ADN. 

Les gènes antisens, localisés par définition en recouvrement des gènes sens, sont donc des 

gènes chevauchants. L’existence de gènes antisens est rendue possible grâce aux propriétés du 

code génétique qui associe un unique acide aminé à une combinaison de trois nucléotides dans 

la séquence de l’ARN messager. Il en découle trois cadres de lectures potentiels sur chaque brin 

d’ADN, soit 6 cadres de lecture sur l’ensemble des deux brins, pour une portion d’ADN donnée 

(Figure 21C). Théoriquement, chacun de ces 6 cadres de lecture peut présenter un cadre ouvert 

de lecture (ORF), défini par une séquence nucléotidique bordée par un codon d’initiation 

(AUG) et par un codon de terminaison (UAA, UAG ou UGA) de la traduction. Le potentiel 

codant des différents cadres de lecture d’une portion d’ADN est bien exploité par les rétrovirus 

dont 57% possèdent au moins un gène chevauchant dans leur génome (Belshaw et al. 2007), et 
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en particulier par le VIH-1 qui possède en plus du gène antisens asp des gènes sens en double 

(gag/pol, pol/vif, vif/vpr, vpr/tat et env/vpu,) et en triple (tat/rev/env) recouvrement (Figure 21A 

et B) (Keese et Gibbs 1992). Ces 6 cadres de lecture potentiels rendent également possible 

l’existence d’ARF codant pour des épitopes cryptiques. La présence d’ARF a été décrite dans 

le génome du VIH-1 et d’autres virus (Bullock et Eisenlohr 1996; Mayrand et al. 1998; Maness 

et al. 2007) (voir partie II3b de l’introduction).  

 

Figure 21 : La notion de gène antisens est relative et rendue possible par la propriété du code 

génétique. A. Représentation classique du génome proviral du VIH-1 : le brin d’ADN porteur des gènes 

gag, pol, env, tat, rev, nef, vif, vpr et vpu est qualifié de brin sens, tandis que le brin porteur du gène asp 

est qualifié d’antisens. B. Autre représentation possible du génome proviral du VIH-1 : le brin porteur 

d’asp est qualifié de sens, et le brin opposé d’antisens. C. Partie gauche : Représentation des 6 cadres 

de lecture potentiels à partir d’un codon. Les symboles + et – qui précèdent les numéros réfèrent à la 

polarité du brin d’ADN. La flèche indique le sens de lecture (de 5’ en 3’). Partie droite : Les 3 cadres 

de lectures potentiels d'une même séquence nucléotidique sont représentés. La flèche indique le sens de 

lecture (de 5’ en 3’) et les chiffres 1, 2 et 3 le numéro du cadre de lecture. 
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Plusieurs études ont rapporté la présence de gènes antisens dans les génomes d’organismes 

eucaryotes et procaryotes. En particulier, des études transcriptomiques ont suggéré qu’environ 

70% du génome humain générait des transcrits antisens (Katayama et al. 2005; He et al. 2008). 

L’existence de gènes antisens codants a également été décrit chez certains organismes 

procaryotes (Silby et Levy 2008; Fellner et al. 2014). Cependant, sauf précision de ma part, 

je ferai uniquement référence aux gènes antisens rétroviraux dans la suite de 

l’introduction. 

 

Pourquoi créer des gènes en antisens ? 

En créant des gènes antisens en recouvrement de leurs gènes sens, les rétrovirus augmentent 

la taille de leur transcriptome et de leur protéome sans augmenter la taille de leur génome, qui 

serait par ailleurs contrainte par la symétrie de  leur capside (Chirico et al. 2010). Cette 

hypothèse de compactage du génome a déjà été avancée pour expliquer la présence très 

fréquente de gènes chevauchants dans le génome des rétrovirus (Barrell et al. 1976; Belshaw et 

al. 2007).  

Par ailleurs, la création de gènes en antisens permet l’expression de transcrits et/ou de 

protéines qualifiés d’antisens dont l’expression est contrôlée par un promoteur différent de 

celui des gènes sens. Par conséquent, les produits des gènes antisens peuvent agir comme des 

modulateurs de l’expression des gènes sens du génome proviral sans que cela affecte leur propre 

expression. Cette hypothèse a été confirmée dans le cas d’HTLV-1, pour lequel le transcrit 

d’hbz et la protéine HBZ sont tous les deux impliqués dans le contrôle de l’expression des gènes 

sens (Gaudray et al. 2002; Satou et al. 2006). Dans le cas du VIH-1, deux transcrits d’asp décrits 

in vitro ont été décrits pour induire une régulation épigénétique du promoteur situé dans le LTR 

5’ du VIH-1 (Kobayashi-Ishihara et al. 2012; Saayman et al. 2014; Zapata et al. 2017). En 

régulant l’expression des gènes sens, le transcrit d’hbz, la protéine HBZ ainsi que les transcrits 

d’asp sont probablement impliqués dans la persistance virale et dans l’échappement du virus 

au système immunitaire. 

Chez les organismes eucaryotes, différents transcrits antisens ont également été décrits pour 

réprimer la transcription sens aux niveaux transcriptionnel (Rinn et al. 2007; Guttman et al. 

2009; Khalil et al. 2009; Kotake et al. 2011) et post-transcriptionnel (Ogawa et al. 2008; Kim 

et al. 2009).  
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b. Activité transcriptionnelle antisens chez les rétrovirus 

 

Historique de la découverte des gènes antisens chez les rétrovirus 

En plus de leur LTR 5’ qui contrôle l’expression des gènes sens rétroviraux nécessaires à la 

production de particules virales infectieuses, certains rétrovirus sont également capables de 

générer des transcrits antisens à partir de leur LTR 3’ (Barbeau, Mesnard 2015). La découverte 

de l’ORF d’asp sur le brin antisens du VIH-1 a constitué la première évidence de l’existence 

d’un gène antisens chez les rétrovirus (Miller 1988), et a pour la première fois suggéré la 

production d’une protéine  antisens à partir d’un génome rétroviral. Peu de temps après, 

plusieurs ORF potentiels ont également été décrits sur le brin antisens du génome proviral du 

HTLV-1, et différents transcrits antisens ont été détectés dans une lignée cellulaire infectée par 

HTLV-1 (Larocca et al. 1989). HTLV-1 est donc le premier rétrovirus pour lequel la présence 

de transcrits antisens a été démontrée. En 2001, un ORF a également été identifié sur le brin 

antisens du génome proviral de 21 isolats de Virus de l’Immunodéficience Féline (FIV) 

(Briquet et al. 2001). Cet ORF, localisé comme asp en recouvrement du gène env, coderait pour 

une protéine putative hautement hydrophobe de 103 acides aminés. Cependant, bien que cette 

étude ait également identifié un transcrit antisens dans différentes lignées cellulaires infectées 

in vitro et ex vivo par le FIV, le potentiel codant de ce transcrit antisens n’a jamais été démontré.  

 La protéine HTLV-1 Basic leucine Zipper (bZIP) factor HBZ est la première protéine 

rétrovirale codée par le brin antisens à avoir été découverte (Gaudray et al. 2002). Cette 

découverte a insufflé un souffle nouveau à la recherche sur les gènes rétroviraux antisens. En 

effet, la décennie suivante a été marquée par la découverte de gènes antisens chez les rétrovirus 

HTLV-2, HTLV-3 et HTLV-4 qui codent respectivement pour les protéines antisens APH-2 

(Antisense protein of HTLV-2), APH-3 et APH-4 (Halin et al. 2009; Larocque et al. 2011). Un 

gène antisens codant a également été rapporté dans le génome du Virus de la Leucémie T 

Simien -1 (STLV-1) (Miura et al. 2013). Des transcrits antisens ont également été détectés dans 

des cellules infectées par les rétrovirus MLV (Rasmussen et al. 2010), BIV (Liu et al. 2015) et 

BLV (Durkin et al. 2016). Cependant, aucune protéine antisens associée à ces transcrits n’a à 

ce jour été rapportée. 

En plus de l’ORF d’asp, une étude a rapporté en 2015 l’existence de 4 autres ORF sur le brin 

antisens du génome proviral du VIH-1 dont les produits induisent une réponse cytotoxique 

(Berger et al. 2015). D’autres études ont également rapporté le ciblage par des T CD8+ 
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cytotoxiques d’épitopes cryptiques codés par des ARF en antisens des gènes gag, pol et nef du 

VIH-1 (Bansal et al. 2010; Peng et al. 2018). Ces études suggèrent que différents épitopes 

cryptiques et différentes protéines codés par le brin antisens du VIH-1 sont exprimés au cours 

de l’infection. 

 

Régulation des transcriptions sens et antisens chez les rétrovirus : exemples du VIH-1 et du 

HTLV-1 

Chez les rétrovirus VIH-1, HTLV-1 à 4 et FIV, l’activité transcriptionnelle antisens est 

initiée à partir du LTR 3’ (Larocca et al. 1989; Michael et al. 1994; Briquet et al. 2001; Gaudray 

et al. 2002; Halin et al. 2009; Larocque et al. 2011). Le LTR de ces rétrovirus est donc doué 

d’une activité promotrice bidirectionnelle.  

En utilisant un vecteur d’expression qui a permis de quantifier les activités 

transcriptionnelles sens et antisens des deux LTR du VIH-1 et du HTLV-1, notre équipe a 

confirmé la capacité de ces deux rétrovirus à initier la transcription aux deux extrémités de leur 

génome (Arpin-André et al. 2014). L’initiation des activités transcriptionnelles sens et antisens 

du VIH-1 dépendent de la liaison aux mêmes facteurs de transcription cellulaires (Figure 22), 

principalement NF-kB et Sp1 (Michael et al. 1994; Vanhée-Brossollet et al. 1995; Peeters et al. 

1996; Landry et al. 2007; Kobayashi-Ishihara et al. 2012; Arpin-André et al. 2014). Dans le 

LTR du HTLV-1, les sites de liaison aux facteurs de transcription situés directement en amont 

des sites d’initiation des transcriptions sens et antisens sont différents (Figure 22). Par 

conséquent, le facteur cellulaire Sp1 ne stimule que la transcription antisens du HTLV-1, et le 

facteur cellulaire CREB-2 ne stimule que sa transcription sens (Livengood et Nyborg 2004; 

Satou et al. 2006; Gazon et al. 2012; Arpin-André et al. 2014). Pour les deux rétrovirus, les 

transactivateurs viraux Tat et Tax activent préférentiellement la transcription sens (Michael et 

al. 1994; Kobayashi-Ishihara et al. 2012; Laverdure et al. 2012; Arpin-André et al. 2014). 

L’absence d’impact de Tat sur la transcription antisens du VIH-1 est en accord avec l’absence 

de son élément de réponse (TAR) des transcrits antisens du VIH-1 qui ont été décrits jusqu’à 

présent (voir partie III2b de l’introduction).  
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Figure 22 : Les LTR du HTLV-1 et du VIH-1 sont bidirectionnels et initient les transcriptions 

sens et antisens à chaque extrémité du génome proviral. CRE : Elément de réponse à CREB. 

L’élément de réponse de Tat (TAR) est présent sur les transcrits sens du VIH-1, mais absent des 

transcrits antisens. 

 

Comme décrit pour les cellules eucaryotes (Adhya et Gottesman 1982; Callen et al. 2004; 

Shearwin et al. 2005), l’initiation concomitante des transcriptions sens et antisens du VIH-1 et 

du HTLV-1 pourrait induire un phénomène d’interférence transcriptionnelle, qui peut être 

défini comme l’activité répressive exercée en cis par un complexe transcriptionnel dominant 

sur un autre complexe transcriptionnel. Ce phénomène pourrait avoir lieu au niveau 

transcriptionnel via (i) la compétition pour la liaison de facteur cellulaires communs ou (i) lors 

de l’élongation convergente des transcrits sens et antisens, notamment par le biais de la collision 

des complexes de transcription (Prescott & Proudfoot, 2002). Une interférence pourrait 

également se produire au niveau post-transcriptionnel selon un mécanisme impliquant la 
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formation d’un duplex entre les deux transcrits analogue à celui décrit pour les siARN et les 

ARN PIWI des cellules eucaryotes (Kim et al. 2009).  

Le VIH-1 et HTLV-1 présentent un antagonisme des activités transcriptionnelles sens et 

antisens (Barbeau, Mesnard 2015). Dans les cellules productrices de VIH-1 et d’HTLV-1, la 

transcription virale sens prévaut sur la transcription antisens (Vanhée-Brossollet et al. 1995; 

Landry et al. 2007; Kobayashi-Ishihara et al. 2012, 2018; Laverdure et al. 2012; Arpin-André 

et al. 2014). Pour le VIH-1 comme pour HTLV-1, l’activité transcriptionnelle antisens 

augmente lorsque le génome proviral est délété du LTR 5’ (Klaver et Berkhout 1994; Cavanagh 

et al. 2006; Landry et al. 2007), suggérant une action répressive dominante exercée par la 

transcription sens sur la transcription antisens.  

Dans les cellules de patients atteints de Leucémie lymphoïde Aigüe (ATL), une pathologie 

contractée chez moins de 5% des individus infectés par HTLV-1, le transcrit d’hbz est fortement 

exprimé tandis que celui de tax est indétectable (Belrose et al. 2011). Plus généralement, 

l’expression du transcrit d’hbz augmente dans les cellules infectées par HTLV-1, lorsque 

l’expression des transcrits sens de tax et de gag décline (Belrose et al. 2011; Liu et al. 2015), 

De plus, HBZ réprime l’expression du LTR 5’ du HTLV-1 et active celle du LTR 3’ (Gaudray 

et al. 2002; Clerc et al. 2008; Gazon et al. 2012), accentuant l’expression mutuellement 

exclusive de Tax et d’HBZ dans les cellules infectées. 

Pour le VIH-1, notre équipe a détecté une activité transcriptionnelle antisens inférieure d’un 

facteur 1000 à l’activité transcriptionnelle sens dans des T CD4+ activés infectés ex vivo, mais 

uniquement d’un facteur 25-100 dans des macrophages et des DC infectés et dérivés ex vivo de 

monocytes (Laverdure et al. 2012). Les DC et les macrophages étant des cellules quiescentes, 

cette étude suggère que la transcription antisens du VIH-1 est préférentiellement active dans les 

cellules qui expriment naturellement de faibles quantités de transcrits viraux sens. Cette étude 

a en outre suggéré l’expression mutuellement exclusive des transcrits sens et antisens du 

VIH-1 en rapportant l’expression majoritaire des transcrits antisens du VIH-1 dans les cellules 

infectées qui n’expriment pas la protéine Gag. A l’aide d’une lignée lymphoïde infectée in vitro 

de manière latente, une étude a récemment confirmé que les transcrits antisens du VIH-1 étaient 

exprimés dans des cellules qui dépourvues de transcription sens, mais a également rapporté la 

présence de cellules présentant les deux types de transcrits (Kobayashi-Ishihara et al. 2018). 
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Les mécanismes moléculaires et cellulaires à l’origine de la prévalence de la transcription 

sens sur la transcription antisens du VIH-1 et du HTLV-1 dans les cellules infectées n’ont pas 

été complètement élucidés et font probablement intervenir:  

· La compétition pour la liaison des facteurs de transcription NF-kB et Sp1 dans le cas du 

VIH-1, et des facteurs d’élongation cellulaire pour les deux rétrovirus. 

· L’activation préférentielle de la transcription sens par les protéines Tat et Tax. 

· L’interférence transcriptionnelle induite par la collision de l’élongation convergente des 

transcrits sens et antisens.  

 

2. ASP : de la découverte du gène aux fonctions potentielles 

a. Découverte et conservation du gène asp 

 

 

L’existence du gène asp a été pour la première fois proposée en 1988 (Miller 1988). En 

alignant les séquences du gène env de 12 isolats du VIH-1, RH Miller a en effet rapporté 

l’existence d’un cadre ouvert de lecture (ORF) conservé sur le brin antisens du génome proviral. 

Dès lors, il a été suggéré que ce gène codait pour une protéine hautement hydrophobe de 189 

acides aminés, qui fut par la suite nommée ASP pour AntiSense Protein (Vanhée-Brossollet 

et al. 1995).  

Le gène asp est situé dans le cadre de lecture -2 du gène env dont il est entièrement 

recouvrant (Miller 1988; Cassan et al. 2016) (Figure 23A). Le gène env du VIH-1 possède 5 

régions hypervariables nommées V1 à V5 séparées par des régions constantes, ainsi que 

l’élément de réponse à la protéine Rev (RRE), qui est nécessaire à l’export nucléaire des 

transcrits non épissés et mono-épissés du VIH-1 (Figure 9 ; Figure 23A). Le gène asp recouvre 

les régions hypervariables V4 et V5 du gène env, et recouvre partiellement le RRE à son 

extrémité 5’ (Figure 23A).  

L’existence du gène asp est cependant restée controversée pendant près de 30 ans. En effet, 

la découverte d’un gène antisens allait à l’encontre du dogme stipulant que l’ensemble des gènes 

rétroviraux sont exprimés à partir d’un promoteur unique situé dans le LTR 5’ (Barbeau, 

Mesnard 2015). De plus, le recouvrement d’asp avec le gène env rendait impossible sa 

caractérisation par les méthodes bio-informatique conventionnelles, basées sur la détection de 
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pressions de sélection sur une portion d’ADN donnée. Afin de contourner cette difficulté, notre 

équipe a développé une approche basée sur l’étude de l’apparition de codons initiateurs (start) 

et terminateurs (stop) de la traduction dans le cadre de lecture -2 du gène env, en collaboration 

avec le Laboratoire d’Informatique, de Robotique et de Microélectronique de Montpellier 

(LIRMM) (Cassan et al. 2016). En alignant les séquences de plus de 23 000 isolats viraux 

appartenant aux groupes M, N, O et P du VIH-1, mais également au VIH-2 et aux VIS gor et 

cpz à l’origine des 4 groupes phylogénétiques du VIH-1, cette étude a démontré que l’ORF 

d’asp était présent dans 77% des isolats du groupe M analysé, tandis qu’il était absent des VIS 

gor et cpz, du VIH-2, du groupe endémique O et des groupes rares N et P (Figure 23B). Ces 

résultats rapportent la conservation exclusive de l’ORF d’asp dans le groupe M du VIH-1 

responsable de la pandémie, et suggèrent fortement que le gène asp est apparu de manière 

concomitante avec le groupe M au siècle dernier.  

 

Figure 23 : Le gène asp est exclusivement conservé au sein du groupe pandémique M du VIH-1. 

A. Représentation des cadres de lecture +1, +2, +3 (brin sens) et -2 (brin antisens) du gène env du VIH-

1 (Cassan et al. 2016). B. Conservation de l’ORF d’asp déduite de l’alignement des séquences d’env 

d’isolats viraux des principaux sous-types et CRF du groupe M du VIH-1 (Cassan et al. 2016). LM : 

longueur moyenne. La conservation des codons d’initiation (triangles rouges et noirs) et de terminaison 

(croix) de la traduction dans l’ORF d’asp sont représentés. C. Pourcentages moyens de codons 

d’initiation (bleu) et de terminaison (rouge) de la traduction retrouvés dans l’ensemble des séquences 

env du groupe M. L’ORF d’asp est localisé dans le cadre de lecture -2 du gène env entre les nucléotides 

1717 et 1151 (référence HXB2). Les étoiles indiquent les codons initiateurs et terminateurs de la 

traduction retrouvés dans l’ORF d’asp du sous-type A (Cassan et al. 2016).  
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Le codon start de l’ORF asp est conservé dans 97% des séquences du groupe M, et dans 

seulement 38% des séquences des groupes O, N et P (Figure 23C). Ce haut taux de conservation 

du codon start d’asp est une première indication de la pression de sélection exercée sur le gène 

asp dans le groupe M. Par ailleurs, les isolats viraux de sous-type A possèdent un codon stop 

au début de l’ORF d’asp, et ce codon stop est suivi dans 90% des cas d’un codon initiateur de 

la traduction alternatif, ce qui permet de maintenir l’ORF d’asp au sein du sous-type A (Figure 

23C). Ces différents éléments rapportent donc qu’une pression de sélection positive s’exerce 

sur le gène asp pour le maintenir au sein du groupe M, ce qui est particulièrement visible 

dans le cas du sous-type A. 

L’ORF d’asp est conservé dans 77% des isolats viraux du groupe M analysés, mais sa 

conservation varie entre les différents sous-types et CRF du VIH-1. En effet, l’ORF d’asp a été 

détecté dans respectivement 74%, 85% et 84% des isolats des sous-types A, B et C qui 

présentent une forte prévalence à l’échelle mondiale, et dans moins de 45% des isolats des sous-

types D, F, J, H et K dont la prévalence est plus faible (Figure 5 ; Figure 23B et C) (Cassan et 

al. 2016; Hemelaar et al. 2019). En revanche, l’ORF d’asp n’est pas conservé dans le 

CRF02_AG, qui est surtout prévalent en Afrique de l’Ouest (Figure 5 ; Figure 23B et C). Les 

isolats de ce CRF présentent le même codon stop précoce que les isolats de sous-types A, mais 

ce codon n’est pas suivi d’un codon start alternatif.  

Dans l’ensemble, cette étude a rapporté la création de novo du gène asp de manière 

concomitante au groupe pandémique du VIH-1 au sein duquel il est exclusivement 

conservé. Au sein du groupe M, le gène asp est plus particulièrement conservé dans les trois 

sous-types qui possèdent la plus forte prévalence mondiale. En outre, la pression de sélection 

positive qui s’exerce sur le gène asp suggère fortement que les produits de ce gène confèrent 

un avantage évolutif au virus et ont été impliqués dans la propagation pandémique du 

groupe M. 

 

b. Le promoteur et les transcrits antisens associés à asp 

 

Plusieurs transcrits antisens du VIH-1 ont été caractérisés dans des cellules transfectées ou 

infectées in vitro. Le premier rapport de transcrits antisens du VIH-1 dans une lignée cellulaire 

infectée remonte à 1990, soit deux années après la découverte du gène asp (Bukrinsky et Etkin 

1990). En 1994, Michael et al détectent la présence de transcrits antisens du VIH-1 dans 
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différentes lignées cellulaire infectées et dans des PBMC de patients infectés (Michael et al. 

1994). Dans une des lignée infectées, Michael et al caractérisent un transcrit antisens de 2.3 Kb 

(transcrit I) qui inclue l’ORF d’asp et présente un signal de poly-adénylation directement en 

aval du codon stop d’asp (Figure 24). Cette étude a été la première à identifier le LTR 3’ du 

VIH-1 comme le promoteur à l’origine de l’expression des transcrit antisens du VIH-1. Peu de 

temps après, l’équipe de Catherine Vaquero confirme la détection de transcrits antisens 

contenant l’ORF d’asp dans des lignées myéloïdes et lymphoïdes infectées, et détecte pour la 

première fois par immuno-blotting une protéine de 19 kDa traduite in vitro, qu’ils nomment 

ASP pour Protéine Antisens du VIH-1 (Vanhée-Brossollet et al. 1995).  

 

Figure 24 : Principaux transcrits d’asp caractérisés in vitro. Les transcrits I, II, III et IV désignent 

respectivement les transcrits décrits par Michael et al, Landry et al, Kobayashi et al et Saayman et al. Le 

rectangle grisé indique l’emplacement de l’ORF d’asp sur chaque transcrit. Les transcrits II et IV ont 

été associés à une répression épigénétique de l’activité promotrice du LTR 5’. 

 

En 2007, notre équipe a développé une méthode de RT-PCR permettant l’amplification des 

ADNc issus de la transcription réverse spécifique des transcrits antisens, que je détaillerai dans 

la partie II1a des résultats. A l’aide de cette technique, notre équipe a confirmé la présence de 

transcrits antisens du VIH-1 dans différentes lignées lymphoïdes et myéloïdes chroniquement 

infectées, ainsi que dans des HEK 293T transfectées avec pNL4.3. L’étude du transcrit d’asp 

détecté dans les HEK transfectées a par ailleurs mené à la caractérisation d’un transcrit de 5 Kb 

(transcrit II), différent de celui décrit auparavant par Michael et al (Figure 24). Ce transcrit 

inclus l’ORF d’asp et possède un signal de poly-adénylation localisé 2.4 kb en aval du codon 
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stop, dans la région complémentaire au gène pol. L’analyse des transcrits antisens a également 

révélé l’existence de plusieurs sites d’initiation de la transcription (TSS) localisés à l’extrémité 

5’ du LTR 3’, contrairement aux deux transcrits d’hbz pour lesquels un unique TSS a été détecté 

dans la région U5 du LTR 3’ (Larocca et al. 1989; Cavanagh et al. 2006) (Figure 24). L’absence 

de TATA box à proximité a été avancée comme l’une des causes possibles de cette multiplicité 

de TSS sur le brin antisens (Figure 24). En outre, et contrairement au transcrit majeur d’hbz 

(Cavanagh et al. 2006), aucun signal d’épissage n’a été détecté dans le transcrit de 5 Kb d’asp.  

En 2012, la description d’un nouveau transcrit d’asp (transcrit III) a été rapportée dans une 

lignée de cellules Hela infectée (Kobayashi-Ishihara et al. 2012) (Figure 24). Ce transcrit, qui 

est long de 3 Kb, inclus l’ORF d’asp, possède un signal de poly-adénylation situé dans la région 

complémentaire au gène env, et est initié à partir de plusieurs TSS dans le LTR 3’. Une 

diminution de l’expression transcriptionnelle de gag et de la production de particules virales a 

été observée dans les cellules infectées exprimant ce transcrit, suggérant qu’il exerce un rôle 

inhibiteur dans la réplication virale.  

Les mécanismes moléculaires responsables de cette inhibition ont été récemment élucidés : 

le transcrit III d’asp inhibe la réplication virale du VIH-1 au niveau transcriptionnel en recrutant 

le complexe modulateur de la chromatine PRC2 au niveau du LTR 5’ (Zapata et al. 2017) 

(Figure 24). De plus, l’expression de ces transcrit prévient la ré-activation des cellules infectées 

de manière latente par des inhibiteurs de dé-acétylases. Bien que sa fonction codante ne puisse 

pas être exclue, la localisation nucléaire du transcrit III d’asp ainsi que son action répressive 

sur la réplication virale suggèrent fortement qu’il exerce une fonction indépendante de celle 

d’ASP, comme cela a déjà été décrit dans le cas du transcrit d’hbz (Satou et al. 2006). 

Un rôle similaire de régulation de la réplication virale au niveau transcriptionnel a été 

suggéré pour une 4e espèce de transcrit d’asp (transcrit IV), détecté dans des lignées lymphoïdes 

infectées de manière latente (Saayman et al. 2014) (Figure 24). Ce transcrit est recouvrant de 

l’ensemble du génome proviral du VIH-1, y compris du LTR 5’. Bien qu’il possède l’ORF 

d’asp, ce transcrit est dépourvu de signal de poly-adénylation, ce qui a amené Saayman et al a 

suggérere qu’il s’agissait d’un ARN long non codant. Le transcrit IV a été détecté au niveau du 

LTR 5’ du VIH-1 dans les cellules infectées et agirait en recrutant des complexes épigénétiques 

modulateurs de la chromatine.  

Récemment, deux études ont rapporté l’expression de transcrits d’asp dans les T CD4+ isolés 

de patients infectés (Zapata et al. 2017; Mancarella et al. 2019). Cependant, la nature des 
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transcrits détectés dans ces deux études n’a pas été caractérisée. Bien que l’existence in vivo 

des différents transcrits d’asp caractérisés in vitro n’ait pas été confirmée, les différentes études 

mentionnées ci-dessus suggèrent que certains transcrits d’asp sont impliqués dans le 

développement et le maintien de la latence virale. Par ailleurs, cette fonction peut être exercée 

indépendamment de l’expression de la protéine ASP, comme cela a déjà été décrit dans le cas 

du transcrit d’hbz (Satou et al. 2006; Kobayashi-Ishihara et al. 2012; Saayman et al. 2014; 

Zapata et al. 2017). Ces résultats n’excluent cependant ni le potentiel codant des transcrits 

d’asp, ni la possibilité qu’ils puissent également exercer une action répressive sur l’expression 

des gènes viraux au niveau post-transcriptionnel en formant un duplex avec les transcrit sens 

du VIH-1. Dans tous les cas, la répression de la transcription sens virale par les transcrits 

antisens pourrait, en diminuant l’interférence transcriptionnelle induite par la transcription sens 

du VIH-1, favoriser l’expression de la protéine ASP dans les cellules infectées. 

c. ASP : tour d’horizon des connaissances actuelles 

 

Le gène asp est apparu au début du siècle dernier, et son évolution est  restreinte par la 

contrainte de codage imposée par env (Cassan et al. 2016). A l’inverse des gènes codant pour 

les autres protéines auxiliaires du VIH-1 qui ont été hérités du précurseur simien du VIH-1 (VIS 

cpz) (Cohen et al. 1988; Lim et al. 2012; Etienne et al. 2013b; Sauter et al. 2015), asp n’a n’a 

pas bénéficié de plusieurs milliers d’années de co-évolution pour adapter son produit de 

traduction à la survie chez son hôte naturel. Son produit de traduction, ASP, est hautement 

hydrophobe et possède la capacité de s’oligomériser, ce qui induirait sa dégradation par 

autophagie (Torresilla et al. 2013; Liu et al. 2019). La difficulté à élaborer des systèmes 

d’expression permettant la détection ASP in vitro ainsi que le caractère novateur de la 

découverte d’un gène rétroviral antisens (Miller 1988) ont ralenti l’étude d’ASP pendant 

plusieurs années. Par ailleurs, l’étude d’ASP a également été entravée par son absence 

d’homologue connu (Cassan et al. 2016). La découverte d’HBZ en 2002 (Gaudray et al. 2002) 

a cependant suscité un regain d’intérêt pour ASP, et différentes études se sont penchées sur 

cette protéine au cours des deux dernières décennies. Dans cette partie, je rapporte les 

principales avancées des études qui ont été effectuées sur la protéine ASP depuis la découverte 

de son gène en 1988. 
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Structure d’ASP 

ASP est une petite protéine de 189 acides aminés qui possède dans sa région centrale deux 

régions hautement hydrophobes prédites pour être transmembranaires (Miller 1988; Vanhée-

Brossollet et al. 1995) (Figure 25). Du fait du recouvrement du gène asp avec le géne env, les 

différents domaines d’ASP sont inégalement conservés entre les sous-types et CRF du VIH-1. 

Les régions hypervariables codées par V5 et V4, qui sont respectivement situées dans la région 

centrale et à l’extrémité C-terminale d’ASP (Figure 25), sont soumises à de fortes variations de 

séquence entre les différents sous-types et CRF du VIH-1. A l’inverse, l’extrémité N-terminale 

d’ASP, qui est codée par la région du gène asp recouvrante du RRE (Figure 25), est bien 

conservée parmi les sous-types et CRF du VIH-1, à l’exception du sous-type A et de ses 

recombinants (Figure 26).  

 

Figure 25 : Structure primaire d’ASP, la Protéine Antisens du VIH-1. Les épitopes des anticorps 

monoclonaux utilisés dans les études de Liu et al et Affram et al sont indiqués (Affram et al. 2019; Liu 

et al. 2019). PxxP : domaine riche en prolines. CCC : triplet de cystéines. TM : transmembranaire. 
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L’extrémité N-terminale d’ASP comprend deux triplets de cystéines et un motif riche en 

prolines (Clerc et al. 2011) (PxxP, Figure 25). La capacité d’ASP à s’oligomériser à été 

récemment attribuée aux deux triplets de cystéines d’ASP (Liu et al. 2019). Cependant,  bien 

que l’oligomérisation d’ASP ait été avancée comme l’un des facteurs responsables de son 

instabilité dans les lignées cellulaires étudiées in vitro et notamment de sa dégradation par 

autophagie (Torresilla et al. 2013; Liu et al. 2019), les conséquences fonctionnelles de cette 

oligomérisation n’ont pas encore été déterminées. Les motifs riches en cystéines pourraient 

également constituer de potentiels sites de palmitoylation, comme cela a été décrit au sein de 

notre équipe pour la protéine Tat (Chopard et al. 2018). Les motifs PxxP ont été décrits pour 

être les principales cibles de liaison des protéines porteuses d’un domaine SH3 (Mayer 2001; 

Musacchio 2002). Les domaines SH3 ont été associés à une grande variété d’activités, et sont 

notamment retrouvés dans les protéines kinases associées à différentes voies de signalisation 

cellulaire (Kurochkina et Guha 2012).   

 

 

Figure 26 : Alignement des séquences protéiques consensus d’ASP des principaux sous-types et 

CRF du groupe M du VIH-1 présentant l’ORF d’ASP. L’alignement a été réalisé par le logiciel 

Clustal W. Les principaux domaines d’ASP sont représentés. PxxP : domaine riche en prolines. CCC : 

triplet de cystéines. TM : transmembranaire 

 

Bien que la fonction d’ASP soit inconnue, la présence d’un motif PxxP conservé suggère 

qu’ASP pourrait être impliquée dans certaines voies de signalisation cellulaire, et ainsi 

permettre de détourner certaines voies de signalisation à son profit. Un projet de recherche 

actuellement en cours au sein de notre équipe vise à déterminer (i) l’interactome cellulaire 



108 
 

d’ASP, (ii) les domaines d’ASP impliqués dans ces interactions et (iii) les implications 

fonctionnelles de ces interactions. 

 

Evolution des outils de détection d’ASP in vitro 

Comme mentionné précédemment, l’étude d’ASP a longtemps été entravée par le manque 

d’outils adaptés à son expression et à sa détection in vitro. La toute première détection d’ASP 

a été réalisée en 1995 par l’équipe de Catherine Vaquero (Vanhée-Brossollet et al. 1995). Dans 

cette étude, une version d’ASP traduite in vitro a été détectée par immuno-blot après immuno-

précipitation par des sera de patients infectés. Quelques années plus tard, la même équipe a 

détecté ASP par microscopie électronique dans une lignée de T CD4+ infectée en utilisant du 

sérum de lapins pré-immunisés avec des peptides d’ASP (Briquet et Vaquero 2002). Une 

dizaine d’années plus tard, notre équipe a confirmé la détection d’ASP dans une lignée T 

infectée in vitro puis dans des cellules primaires infectées ex vivo en utilisant un anticorps anti-

Flag (Clerc et al. 2011; Laverdure et al. 2012). Le développement d’une séquence codante 

d’ASP optimisée (ASP opt) pour son expression en cellules de mammifères a par la suite 

permis d’optimiser sa détection in vitro (Torresilla et al. 2013). En utilisant ASP opt, l’équipe 

du Pr Benoît Barbeau a en effet détecté ASP dans une lignée simienne transfectée en utilisant 

trois techniques différentes : par cytométrie en flux, par western-blot et  par microscopie 

confocale (Torresilla et al. 2013; Liu et al. 2019).  

En 2012, notre équipe a développé un anticorps monoclonal de souris ciblant les résidus 

47-62 d’ASP, une région prédite pour être hydrophile (Figure 25). En utilisant cet anticorps 

monoclonal, l’équipe du Pr Benoît Barbeau a récemment détecté par western-blot et par 

microscopie confocale la protéine ASP codée par différents sous-types du VIH-1 dans une 

lignée simienne transfectée (Liu et al. 2019). En utilisant un anticorps monoclonal différent 

dirigé contre les résidus 97-110 d’ASP (Figure 25), une autre équipe a pour la première fois 

détecté par cytométrie en flux et par microscopie la protéine ASP exprimée de manière 

endogène dans des lignées cellulaires chroniquement infectées par le VIH-1 (Affram et al. 

2019). 
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Localisation subcellulaire d’ASP 

Du fait de son hydrophobicité (Figure 25), ASP a été prédite pour être transmembranaire dès 

sa découverte (Miller 1988). En 1995, Vanhée-brossollet et al. ont suggéré qu’ASP puisse être 

incorporée dans la particule virale (Vanhée-Brossollet et al. 1995). Cette supposition a été 

confirmée en 2002 par la même équipe (Briquet et Vaquero 2002), puis très récemment par la 

détection d’ASP dans les particules virales de lignées myéloïdes et lymphoïdes 

chroniquement infectées (Affram et al. 2019) (Figure 27). En accord avec la prédiction initiale 

de RH Miller, notre équipe a rapporté la localisation polarisée d’ASP à la membrane 

plasmique de cellules primaires infectées ex vivo et de cellules lymphoïdes transfectées in vitro 

(Clerc et al. 2011; Laverdure et al. 2012). ASP a également été détectée sous forme ponctuée 

dans le cytoplasme de cellules simiennes transfectées (Torresilla et al. 2013; Liu et al. 2019). 

Dans ces deux études, ASP co-localise avec LC3-II et p62 au sein des structures ponctuées, 

suggérant qu’il s’agit d’autophagosomes (Figure 27).  

ASP ne serait cependant pas toujours associée à des membranes cellulaires. En effet, ASP a 

également été décrite dans le noyau d’une lignée lymphoïde infectée in vitro (Briquet et 

Vaquero 2002) et dans le noyau de lignées lymphoïdes et myéloïdes chroniquement infectées 

(Affram et al. 2019) (Figure 27). Dans l’étude d’Affram et al, ASP possède une localisation 

subnucléaire polarisée et ne co-localise pas avec le marqueur de l’hétérochromatine 

H3K27me, suggérant sa localisation préférentielle au niveau de structures chromatiniennes 

transcriptionnellement actives. 

Dans leur étude récente, Affram et al ont rapporté la localisation subcellulaire différentielle 

d’ASP dans les cellules chroniquement infectées ré-activées ou non par traitement avec un 

activateur de la voie NF-kB (Affram et al. 2019). Localisée dans le noyau des cellules avant ré-

activation, ASP serait relocalisée dans le cytoplasme et à la membrane plasmique des cellules 

après activation. Dans les cellules activées, ASP co-localise avec Gp120 à la membrane 

plasmique, d’où elle serait par la suite incorporée dans les particules virales (Figure 27).   

Contrairement à HBZ qui est exclusivement nucléaire (Hivin et al. 2005, 2007; Clerc et al. 

2009), ASP semble donc possèder différentes localisations cellulaires potentielles. Aucun 

signal de localisation nucléaire (NLS) n’ayant été détecté chez ASP, son import nucléaire 

pourrait être médié par son interaction avec une protéine cellulaire ou virale possédant un NLS. 

Bien que l’étude d’Affram et al suggère un lien potentiel entre la localisation d’ASP et le niveau 
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d’activation de la cellule, les conséquences fonctionnelles des différentes localisations 

subcellulaires d’ASP restent à être élucidées.  

Fonctions potentielles d’ASP 

Bien que sa fonction dans l’infection par le VIH-1 reste largement méconnue, différentes 

hypothèses peuvent être émises (i) du profil de la conservation du gène asp (Cassan et al. 2016), 

(ii) des différentes localisations cellulaires d’ASP qui ont été décrites juqu’à présent, et (iii) de 

l’étude de la protéine antisens HBZ du HTLV-1, dont l’expression semble possèder certaines 

similitudes avec celle d’ASP (Barbeau, Mesnard 2015).  

Comme mentionné précédemment, la conservation du gène asp dans le groupe M, et plus 

particulièrement dans les sous-types à forte prévalence suggère que les produits du gène asp 

ont été impliqués dans sa propagation pandémique (Cassan et al. 2016). De plus, la pression 

de sélection positive qui s’exerce sur ce gène suggère que les transcrits d’asp et/ou ASP 

confèrent un avantage évolutif au VIH-1, potentiellement en favorisant sa dissémination ou 

en augmentant sa virulence (Cassan et al. 2016). En outre, les gènes rétroviraux créés de novo 

jouent souvent un rôle dans la pathogénicité et la propagation virale (Sabath et al. 2012; Pavesi 

et al. 2018), comme illustré dans le cas des gènes rex, p12 et p30 du HTLV-1 (Pavesi et al. 

2013) et les gènes rev, vpu et tat (exon 3’) du VIH-1 (Keese et Gibbs 1992).  

La dissémination du VIH-1 au sein d’une population est maximisée par son échappement au 

système immunitaire de l’hôte. Trois stratégies principales sont employées par le VIH-1 pour 

échapper à la surveillance du système immunitaire : (i) le blocage de facteurs impliqués dans la 

défense cellulaire, notamment par le biais de ses protéines auxiliaires, (ii) l’altération de la 

fonction des cellules infectées qui résulte en une dérégulation globale du système immunitaire 

et (iii) l’établissement d’un état de latence virale. Les protéines auxiliaires du VIH-1 sont toutes 

impliquées dans l’échappement du virus au système immunitaire (Figure 9), mais aucune n’a à 

ce jour été décrite pour être impliquée dans le développement ou le maintien de la latence virale. 

En revanche, HBZ a été décrite comme une protéine clé dans l’établissement et le maintien de 

la latence du HTLV-1,  notamment en réprimant l’expression des gènes viraux sens à partir du 

LTR 5’ (Gaudray et al. 2002; Clerc et al. 2008; Barbeau, Mesnard 2015). Un rôle similaire a 

également été décrit pour le transcrit d’hbz (Satou et al. 2006). En outre, HBZ est également 

impliquée dans la dérégulation de la réponse immune en induisant la différentiation des T CD4+ 

infectés en lymphocytes T régulateurs (Satou et al. 2011).  
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Figure 27 : Différentes localisations subcellulaires décrites pour ASP et hypothèses sur les 

fonctions potentielles des différentes formes d’ASP dans la cellule.   

 

 

A l’instar d’HBZ, ASP pourrait donc exercer un rôle dans l’établissement et le maintien 

de la latence virale du VIH-1 ou dans la dérégulation du système immunitaire. A la 

membrane plasmique des cellules infectées, ASP pourrait moduler l’expression de récepteurs 

immunitaires comme cela a été décrit pour les protéines Vif, Nef et Vpu (voir partie I3d de 

l’introduction), ou encore interférer avec certaines voies de signalisation cellulaires en 

interagissant avec des protéines SH3 par le biais de son motif PxxP (Figure 27). La forte activité 

transcriptionnelle antisens détectée dans les macrophages et les DC dérivés de monocytes 

(Laverdure et al. 2012) suggère qu’ASP pourrait potentiellement exercer un rôle dans ces types 

cellulaires. Dans le noyau, ASP pourrait contribuer à la latence virale, par exemple en 

intéragissant avec différentes protéines impliquées dans la régulation de l’expression génique 

(Figure 27). Deux des transcrits d’asp caractérisés in vitro répriment de manière épigénétique 

l’activité transcriptionnelle du promoteur 5’ du VIH-1 (Figure 24) (Kobayashi-Ishihara et al. 

2012; Saayman et al. 2014; Zapata et al. 2017). La transcription antisens du VIH-1 étant 

préférentiellement active dans les cellules présentant une faible transcription virale en sens, les 
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transcrits d’asp pourraient agir comme des interrupteurs moléculaires en induisant la production 

d’ASP, qui pourrait alors contribuer au maintien de la latence virale.  

 

Par ailleurs, la détection d’ASP dans (i) des lignées chroniquement infectées et ré-activées 

et (ii) dans les particules virales produites par ces cellules suggère qu’ASP peut être exprimée 

au cours du cycle viral et exercer une fonction à un stade précoce du cycle (Figure 27). En 

accord avec cette hypothèse, notre équipe a au préalable rapporté une diminution de la quantité 

de p24 dans le surnageant de culture d’une lignée T transfectée avec une version de pNL4.3 qui 

présente une mutation abortive dans l’ORF d’ASP (Clerc et al. 2011). Une diminution de la 

quantité de la p24 a également été observée dans le surnageant de culture d’une lignée 

monocytaire infectée par des virus présentant une autre mutation abortive dans l’ORF d’ASP 

(Torresilla et al. 2013). Bien que ces résultats aient été obtenus de lignées cellulaires 

transfectées ou infectées in vitro, un rôle d’ASP dans la réplication virale du VIH-1 ne peut pas 

être totalement écarté.   

Enfin, ASP a été décrite pour perturber le flux autophagique dans une lignée cellulaire 

simienne transfectée, potentiellement en interagissant avec LC3-II et avec p62, une protéine 

adaptatrice impliquée dans l’autophagie sélective des protéines ubiquitylées (Torresilla et al. 

2013; Liu et al. 2019). Ces deux études ont fortement suggéré la dégradation d’ASP par 

autophagie, qui pourrait être l’un des mécanismes élaborés par le virus pour réguler 

l’expression d’ASP (Figure 27). La mutation des triplets de cystéines d’ASP qui sont 

nécessaires à son oligomérisation diminue la perturbation du flux autophagique des cellules 

(Liu et al. 2019). Il est donc possible que l’oligomérisation d’ASP médie sa dégradation par 

autophagie sélective, et que cette dégradation perturbe le flux de la cellule (Torresilla et al. 

2013; Liu et al. 2019). L’étude de Liu et al suggère que la perturbation du flux autophagique 

est une caractéristique d’ASP conservée à travers les différents sous-types du VIH-1. Les 

protéines Tat, Nef et Vif ont également été décrites pour perturber le flux autophagique des 

cellules infectées (Borel et al. 2015; Liu et al. 2017).   

Cependant, le sous-type A, qui code pour une version d’ASP raccourcie en N-terminal et 

dépourvue de triplets de cystéines (Cassan et al. 2016) (Figure 26), possède une capacité à 

s’oligomériser nettement inférieure à celle des autre sous-types du groupe M analysés (Liu et 

al. 2019). En outre, l’émergence du sous-type A a été plus tardive que celle des sous-types B et 

C du VIH-1, ce qui amené notre équipe à suggérer que le sous-type A coderait pour une version 

évoluée d’ASP (Cassan et al. 2016). Bien que les fonctions associées à l’oligomérisation d’ASP 
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soient inconnues, cette hypothèse suggèrerait alors que la perte de la capacité d’ASP à 

s’oligomériser confère un avantage évolutif au virus. 

A l’instar des autres protéines auxiliaires du VIH-1, ASP est probablement une protéine 

multifonctionnelle. Les différentes études décrites ci-dessus suggèrent qu’ASP pourrait 

exercer des fonctions différentes en fonction du stade de l’infection de la cellule : ASP 

pourrait favoriser la réplication virale aux stades précoces, et au contraire favoriser le maintien 

de la latence virale une fois établie. En outre, ASP pourrait être impliquée dans la dérégulation 

des cellules infectées en perturbant (i) le flux autophagique de la cellule, (ii) les voies de 

signalisation cellulaire ou (iii) l’expression de récepteurs immunitaires.  

 

ASP est immunogène et exprimée au cours de l’infection par le VIH-1 

ASP a été détectée en surexpression dans des cellules infectées et transfectées in vitro et ex 

vivo (Briquet et Vaquero 2002; Clerc et al. 2011; Laverdure et al. 2012; Torresilla et al. 2013; 

Liu et al. 2019). Très récemment, l’expression d’ASP endogène a été rapportée dans des lignées 

chroniquement infectées par le VIH-1 (Affram et al. 2019). L’expression d’ASP endogène n’a 

encore jamais été détectée dans des cellules isolées de patients infectés. Cependant, 3 études 

ont rapporté des preuves de l’expression d’ASP chez le patient ainsi que de son 

immunogénicité. 

En 1995, l’équipe de Catherine Vaquero a détecté une bande à la taille attendue de 19 KDa 

sur un immuno-blot en immuno-précipitant une protéine ASP traduite in vitro avec le sera de 

15 individus infectés(Vanhée-Brossollet et al. 1995). Pour la première fois depuis la 

découverte de l’ORF d’asp en 1988, ces résultats attestent l’expression d’ASP in vivo au 

cours de l’infection. Cependant, si cette étude a mentionné l’absence de signaux détectables 

par immuno-blot en utilisant des sera de patients séronégatifs, ces résultats n’ont pas été publiés.  

En 2015, soit 20 ans après le premier rapport de la présence d’anticorps anti-ASP in vivo, 

deux études indépendantes ont publié la présence de T CD8+ cytotoxiques ciblant différents 

peptides d’ASP parmi les PBMC d’individus infectés par le VIH-1 (Berger et al. 2015; Bet et 

al. 2015). En utilisant un panel de peptides chevauchants de l’ensemble de la séquence d’ASP, 

les équipes d’Arnaud Moris et de Paul Goepfert ont détecté des T CD8+ dirigés contre ASP 

chez 30% (8/25) des patients étudiés (Bet et al. 2015). Cependant, la fréquence des individus 

présentant une réponse cytotoxique anti-ASP a probablement été sous-estimée dans cette étude 
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car les patients analysés étaient sous ART. Cette étude a également rapporté la détection 

exclusive de T CD8+ ciblant deux peptides d’ASP restreints par des molécules de CMH-I chez 

les patients porteurs des allèles HLA-A correspondants. Enfin, par la détection de différentes 

cytokines et chémokines intracellulaires dans les T CD8+ activés par ces deux peptides d’ASP, 

cette étude suggère fortement que la réponse T CD8+ cytotoxique qui cible ASP est 

fonctionnelle in vivo.  

L’étude menée par Berger et al a également rapporté la présence de T CD8+ ciblant un 

ensemble de peptides chevauchants d’ASP, mais aussi de protéines putativement codées par 4 

autres ORF antisens potentiels du VIH-1 (Berger et al. 2015). Une réponse T CD8+ cytotoxique 

a été détectée contre des peptides chevauchants d’ASP et des 4 protéines antisens potentielles 

du VIH-1. Dans cette étude, la plupart des réponses cytotoxiques détectées étaient dirigées 

contre ASP et contre la protéine putativement codée par un ORF antisens localisé en 

recouvrement du gène pol. Cette étude suggère donc que des protéines et peptides autres 

qu’ASP sont codés par le brin antisens du VIH-1, ce qui en accord avec d’autres études qui ont 

suggéré l’expression d’épitopes cryptiques par les 6 cadres de lectures du génome proviral du 

VIH-1 (Bansal et al. 2010; Champiat et al. 2012; Peng et al. 2018).  

Ces trois études suggèrent fortement qu’ASP est exprimée au cours de l’infection in vivo et 

constitue une source d’antigènes reconnus par la réponse anticorps et la réponse T CD8+ 

cytotoxique des patients. En outre, la détection de T CD8+ ciblant des peptides chevauchants 

de l’ensemble de la séquence d’ASP suggère que le gène asp initialement décrit par RH Miller 

code effectivement pour une protéine de 189 acides aminés (Berger et al. 2015; Bet et al. 2015). 

Les phases de l’infection du VIH-1 au cours desquelles ASP est préférentiellement exprimée 

restent cependant à être déterminées.  
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Les deux dernières décennies ont été marquées par un intérêt croissant pour l’activité 

transcriptionnelle antisens, chez les rétrovirus comme chez les eucaryotes. Souvent cantonnée 

à un rôle de régulation de l’expression des gènes sens, l’étude du gène hbz du HTLV-1 et de sa 

protéine associée ont révélé que l’activité transcriptionnelle antisens pouvait résulter en la 

traduction d’une protéine polyfonctionelle. Bien qu’ASP ait été moins étudiée qu’HBZ, 

plusieurs études attestent de son expression in vivo au cours de l’infection. L’évolution des 

outils utilisés pour exprimer et pour détecter ASP ont permis sa description à différents 

emplacements dans la cellule, et suggèrent son implication potentielle dans différents processus 

cellulaires. Malgré ces avancées, ASP reste peut considérée par la communauté scientifique.  
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I. Contexte scientifique global autour d’ASP et bref état des lieux des projets et des 

contrats actuels de l’équipe sur ASP 

 

Lorsque j’ai débuté ma thèse en octobre 2015, le contexte scientifique global autour d’ASP 

était différent de ce qu’il est aujourd’hui. En effet, (i) ASP avait uniquement été détectée en 

surexpression dans des lignées cellulaires transfectées in vitro (Briquet et Vaquero 2002; Clerc 

et al. 2011; Torresilla et al. 2013) ou dans des cellules primaires infectées ex vivo (Laverdure 

et al 2012) à l’aide d’anticorps dirigés contre des séquences tag, (ii) les études rapportant 

l’existence d’une réponse T CD8+ ciblant ASP chez des patients infectés venaient tout juste de 

paraître (Berger et al. 2015; Bet et al. 2015), et (iii) l’étude décrivant la conservation unique du 

gène asp au sein du groupe pandémique du VIH-1 était encore en cours (Cassan et al. 2016).  

Dans ce contexte "ASP-ien" particulier, notre équipe a développé une approche 

translationnelle visant à étudier l’expression des produits du gène asp (transcrit et 

protéine) in vivo dans le contexte naturel de l’infection par le VIH-1. Cette approche 

translationnelle s’est notamment concrétisée par le lancement de mon projet de thèse, initié en 

octobre 2015 suite à l’obtention d’une bourse de thèse translationnelle CHU-Université de 

Montpellier auprès de l’école doctorale CBS2, puis prolongé en 2019 par l’obtention d’une 

quatrième année de thèse financée par Sidaction. 

Mon projet de thèse s’articulait autour de deux axes principaux :  

1. La détection et la caractérisation de la réponse anticorps anti-ASP chez le patient. 

2. La détection et l’étude du profil d’expression des transcrits d’asp dans les cellules de 

patients.  

 

Ces deux axes s’inscrivaient dans la démarche scientifique globale développée par l’équipe 

qui visait à (i) appuyer l’existence et l’expression des produits du gène asp (transcrit et protéine) 

au cours de l’infection in vivo et à (ii) apporter des éléments de réponse quant à leur fonction 

potentielle. L’apport potentiel  en connaissances fondamentales sur ASP ainsi que les 

potentielles retombées cliniques des deux axes de recherche de mon projet de thèse (étude des 

anticorps anti-ASP et des transcrits d’asp) sont détaillés dans les parties II et III de la 

présentation du projet. 
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En mars 2019, l’axe de recherche translationnel portant sur l’étude du transcrit d’asp s’est 

enrichi d’un nouveau projet initié suite à l’obtention d’un contrat de pré-maturation auprès de 

l’Institut des Sciences Biologiques du CNRS (INSB). Ce contrat est actuellement mené par 

Margaux Mombled (Ingénieure d’étude). 

Outre l’approche translationnelle qui a fait l’objet de mon projet de thèse et l’approche in 

silico qui a fait l’objet de la thèse d’Elodie Cassan (Cassan et al. 2016), l’étude d’ASP au sein 

de l’équipe a été renforcée en 2017 par le développement d’un troisième axe de recherche basé 

sur une approche fondamentale de protéomique. Ce projet de recherche est actuellement mené 

par Christophe Chopard (Post-doctorant).  

 

II. Les potentiels apports en connaissances fondamentales sur ASP de mon projet de 

thèse 

 

Outre la confirmation de l’existence d’ASP et de ses transcrits  in vivo, l’étude de la réponse 

anticorps anti-ASP et des transcrits d’asp pouvait potentiellement apporter des éléments de 

réponse relatifs :  

- Aux types cellulaires qui expriment préférentiellement les transcrits d’asp chez le 

patient. Notre équipe avait au préalable rapporté l’expression préférentielle des transcrits 

antisens du VIH-1 dans des cellules présentant une faible activité transcriptionnelle 

virale sens. Cependant,  ces résultats ont été obtenus dans des cellules primaires infectées 

ex vivo (Laverdure et al. 2012) et des lignées cellulaires transfectées ou infectées in vitro 

(Landry et al. 2007), et nécessitaient donc d’être confirmés par l’étude des transcrits 

d’asp dans des cellules isolées de patients infectés. 

 

- A l’immunogénicité des différents domaines d’ASP, et donc à leur exposition 

potentielle au système immunitaire in vivo.  

 

- A la temporalité de l’expression d’ASP au cours de l’infection naturelle par le VIH-1, 

inconnue à ce jour, bien que l’étude publiée par Bet et al en collaboration avec notre 

équipe suggère qu’ASP est exprimée au cours de la phase chronique de l’infection (Bet 

et al. 2015). Le suivi de de la réponse anticorps anti-ASP au cours des différents phases 
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de l’infection naturelle chez les patients permettrait d’apporter de nouveaux éléments de 

réponse, en partant du postulat que la présence d’anticorps anti-ASP reflète l’expression 

contemporaine d’ASP par les cellules infectées.  

 

III. Les potentielles retombées cliniques de mon projet de thèse 

 

L’étude comparée de la charge virale plasmatique et du taux de T CD4+ de patients 

présentant des profils immuno-virologiques diverses (patients Elite Controller et progresseurs, 

patients virémiques et avirémiques, patients sous ART et non traités) avec (i) le niveau 

d’expression du transcrit d’asp et (ii) l’intensité de leur réponse anticorps anti-ASP pourrait 

permettre une meilleure compréhension du lien potentiel existant entre ces différents 

paramètres in vivo. En fonction des (éventuelles) associations observées entre ces paramètres, 

notre projet pourrait à terme avoir deux retombées cliniques principales: 

- L’emploi de la réponse anticorps-ASP et/ou du transcrit d’asp comme biomarqueur 

de l’évolution de la pathologie, si un lien entre ces paramètres et la CV/le taux de T 

CD4+ venait à se dessiner. L’emploi potentiel d’ASP comme biomarqueur pour le suivi 

de l’infection par le VIH-1 a fait l’objet du dépôt d’un brevet intitulé "Utilisation de la 

Protéine Antisens (ASP) du VIH-1 dans le diagnostic et le suivi de l’infection par le 

VIH-1" auprès du CNRS. Ce brevet est actuellement en cours de révision. 

 

- Si la réponse anticorps anti-ASP s’avérait associée à une évolution clinique favorable 

(contrôle de la réplication virale et maintien ou hausse du taux de T CD4+), l’utilisation 

de tout ou partie de la protéine ASP  pourrait être envisagée pour de futurs essais 

vaccinaux. Dans cette optique, la détermination du potentiel immunogène des 

différentes régions d’ASP s’avérerait particulièrement utile. Enfin, bien que mon projet 

de thèse ne puisse, dans le meilleur des cas, que constituer les prémices d’une telle 

retombée clinique, cette éventualité est particulièrement intéressante à envisager dans la 

mesure où le potentiel immunogène des peptides codés par le brin antisens du génome 

proviral du VIH-1 a été jusqu’à présent sous-exploité.  
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IV. Techniques utilisées pour mener à bien le projet et plan des résultats 

 

Lorsque j’ai débuté ma thèse, les outils et protocoles employés pour (i) exprimer ASP dans 

des lignées cellulaires et (ii) détecter la protéine par western-blot et immuno-fluorescence 

étaient encore soumis à des optimisations. La réalisation de mon projet a donc au préalable 

nécessité une importante phase de développement technologique, au cours de laquelle j’ai 

développé une technique de RT-qPCR brin-spécifique pour détecter le transcrit d’asp dans 

les cellules de patients, et une technique basée sur l’immuno-précipitation d’une protéine 

de fusion entre une luciférase et ASP (Luciferase Immuno-Precipitation System ou LIPS) 

pour détecter les anticorps anti-ASP dans des échantillons biologiques (plasma et lait 

maternel) de patients.  

J’ai opté pour une segmentation assez classique de mes résultats en deux parties : une 

première partie qui relate les résultats obtenus de l’étude de la réponse anticorps anti-ASP 

dans les échantillons biologiques de patients, et une deuxième partie qui rapporte les résultats 

obtenus de l’étude du transcrit d’asp dans les cellules de patients.  
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I. Caractérisation de la réponse anticorps dirigée contre ASP chez le patient 

L’étude conduite par Vanhée-Brossollet et al en 1995 avait au préalable suggéré la présence 

d’anticorps anti-ASP dans le sera de patients infectés par le VIH-1 (Vanhée-Brossollet et al. 

1995). Cependant, ces résultats n’avaient jamais été confirmés par une autre étude. J’ai donc 

recherché la présence d’anticorps anti-ASP dans des échantillons biologiques de patients 

infectés dans l’objectif: de (i) confirmer l’existence d’anticorps anti-ASP  chez les patients 

infectés, (ii) d’analyser l’immunogénicité des différents domaines d’ASP in vivo, et (iii) 

d’analyser le lien potentiel entre la réponse anticorps anti-ASP, la charge virale plasmatique 

(CV) et le taux de T CD4+ des patients. 

Pour rechercher la présence d’anticorps anti-ASP dans les échantillons biologiques de 

patients, j’ai dans un premier temps développé un système de détection basé sur l’immuno-

précipitation en phase liquide d’une protéine de fusion recombinante entre une luciférase et 

ASP (Luciferase Immuno-Precipitation System ou LIPS). En effet, il n’existe pas de test 

commercial permettant de détecter les anticorps anti-ASP chez le patient, et la technique LIPS 

présentait plusieurs avantages sur les techniques classiques d’ELISA : une sensibilité accrue, 

une bonne spécificité, et la possibilité de détecter des épitopes conformationnels en utilisant la 

protéine entière comme antigène (Burbelo et al. 2005). Après avoir testé ce système de détection 

à l’aide d’un anticorps monoclonal dirigé contre ASP, j’ai utilisé le LIPS pour rechercher la 

présence d’anticorps anti-ASP dans des échantillons biologiques (plasma et lait maternel) de 

différents groupes de patients infectés par le VIH-1.  

J’ai ainsi analysé la présence d’anticorps anti-ASP dans (i) le plasma et le lait maternel de 

patientes ayant interrompu la prise d’agents rétroviraux (ARV) administrés à des fins 

prophylactiques (cohorte ANRS 12174), (ii) dans le plasma de patients sous ART (patients en 

consultation au CHU de Montpellier), et (iii) dans le plasma de patients naïfs de tout traitement, 

présentant soit un contrôle spontané de la réplication virale (patients Elite Controller ; cohorte 

ANRS CODEX), soit une progression classique de la maladie (cohorte ANRS SEROCO). Chez 

les patients présentant des anticorps anti-ASP, j’ai ensuite étudié la dynamique de la réponse 

anticorps anti-ASP au cours du temps, puis je l’ai comparée à celle de la CV et du taux de T 

CD4+ des patients. Enfin, j’ai analysé la contribution des différents domaines d’ASP à l’épitope 

ciblé par les anticorps de ces patients, en utilisant comme antigènes des mutants d’ASP tronqués 

de différents domaines. 
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1. Développement d’une technique permettant de détecter les anticorps 

dirigés contre ASP dans des échantillons de patients 

a. Principe de la technique LIPS et choix de l’antigène 

 

La technique LIPS permet la reconnaissance en phase liquide d’anticorps dirigés contre 

un antigène d’intérêt fusionné à une protéine luminescente. Après expression de la protéine 

de fusion luciférase-antigène par des cellules eucaryotes, les cellules sont lysées et le lysat 

obtenu est incubé avec des échantillons biologiques de patients contenant éventuellement des 

anticorps dirigés contre l’antigène. Les complexes anticorps/antigènes sont ensuite immuno-

précipités à l’aide de billes couplées à des protéines chimériques A/G qui possèdent une forte 

affinité pour le fragment Fc des IgG. La quantité d’antigènes capturés par les anticorps est 

mesurée par l’ajout du substrat de la luciférase, ce qui résulte en l’apparition d’un signal 

luminescent (Figure 28).  

Le LIPS, à l’origine décrite comme une technique de diagnostic possédant les avantages de 

la radio-immunoprécipitation sans les inconvénients de la radio-activité (Burbelo et al. 2005), 

a depuis été utilisée pour détecter les anticorps dirigés contre un large panel d’antigènes viraux, 

et a notamment permis de détecter des anticorps dirigés contre la protéine HBZ chez le patient 

(Burbelo et al. 2007, 2014; Enose-Akahata et al. 2013; Furuta et al. 2015). 

La technique LIPS présente plusieurs avantages. Tout d’abord, l’utilisation de la luciférase 

comme système de révélation permet l’obtention d’un bon rapport signal sur bruit et assure une 

bonne spécificité. Ensuite, la reconnaissance anticorps/antigène en phase liquide permet 

l’utilisation de la protéine entière comme antigène, et donc la détection d’épitopes 

conformationnels. Enfin, l’absence d’étape de purification préalable de l’antigène permet de 

réaliser le LIPS à partir de petites quantités d’antigène. L’antigène peut donc être produit en 

cellules eucaryotes humaines, ce qui favorise son repliement correct ainsi que l’intégrité de ses 

modifications post-traductionnelles.  

Au protocole initialement décrit par Burbelo et al. (Burbelo et al. 2009), j’ai apporté deux 

modifications principales : le nombre de lavages (voir partie III2c du matériel et méthodes) 

et la nature de la luciférase fusionnée à l’antigène d’intérêt. J’ai en effet utilisé comme antigène 

une protéine de fusion entre la nanoluciférase et ASP (nano-ASP), contrairement au protocole 

initial de Burbelo et al qui préconisait l’utilisation de la renilla luciférase. Une étude parue 
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récemment a également utilisé la nanoluciférase dans le LIPS pour détecter des anticorps dirigés 

contre l’insuline dans le sérum d’individus diabétiques (Ling et al. 2018).  

 

 

Figure 28 : Développement de la technique LIPS (Luciferase Immnunoprecipitation System) pour 

détecter des anticorps anti-ASP dans les échantillons biologiques de patients infectés par le VIH-

1. A. Principales étapes de la technique LIPS. La présence d’anticorps anti-ASP est révélée par l’ajout 

du substrat de la nano fusionnée à ASP (nano-ASP). B. Détection par immuno-blot de la nano seule ou 

fusionnée à ASP (nano-ASP). Le signal est révélé avec un anticorps qui reconnait la séquence Flag 

située en N-terminal de la nano. 

 

Lors de l’initiation du projet, les outils permettant l’expression d’ASP in vitro étaient en 

cours de développement, et la séquence d’ASP du clone moléculaire pNL4.3 (Adachi et al. 

1986) était la seule dont nous disposions au laboratoire. Nous avons donc choisi d’utiliser cette 

séquence d’ASP de sous-type B pour détecter la présence d’anticorps anti-ASP dans des 

échantillons de patients.   
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b. Test du LIPS avec un anticorps monoclonal dirigé contre ASP 

 

J’ai dans un premier temps effectué le LIPS en incubant la nano-ASP ou la nano avec 

différentes concentrations d’un anticorps monoclonal ciblant les résidus 47-62 d’ASP (Mab α-

ASP, voir partie III2d du Matériel et Méthodes). Afin de prendre en considération la 

composition complexe du plasma et son impact éventuel sur l’interaction entre les anticorps et 

ASP, j’ai réalisé les dilutions du Mab α-ASP dans un mélange à volume équivalent du plasma 

de 4 donneurs séronégatifs (obtenus auprès de l’EFS). En présence de nano-ASP, j’ai obtenu 

un signal luminescent proportionnel à la concentration en Mab α-ASP (Figure 29A). En 

revanche, je n’ai obtenu aucun signal spécifique en réalisant le LIPS avec la nano seule. Dans 

l’ensemble, cette expérience test rapporte que le LIPS que j’ai développé permet la détection 

spécifique et quantitative d’anticorps dirigés contre ASP dans des conditions proches des 

conditions physiologiques.  

Afin de déterminer le seuil de positivité indiquant la présence d’anticorps anti-ASP dans le 

plasma, j’ai ensuite évalué le bruit de fond relatif à nano-ASP dans le plasma de donneurs 

séronégatifs. Des variations dans la composition du plasma ayant été décrites entre différents 

groupes ethniques (Steffen et al. 2012), j’ai réalisé un LIPS sur le plasma d’individus 

séronégatifs de deux groupes ethniquement distincts: un groupe de 20 individus français et un 

groupe de 9 individus zambiens (Figure 29C). Les signaux moyens obtenus pour ces deux 

groupes étant peu différents, j’ai défini pour l’ensemble des patients de mon étude un seuil de 

positivité unique correspondant au signal luminescent moyen obtenu avec le groupe zambien 

additionné de trois écarts-types (soit 51 000 RLU). En choisissant un seuil de positivité élevé, 

j’ai privilégié la spécificité de la technique plutôt que sa sensibilité : les échantillons biologiques 

que je considère comme positifs pour la présence d’anticorps anti-ASP sont peu susceptibles 

d’être de faux positifs. En revanche, ce seuil de positivité élevé peut nous amener à considérer 

des échantillons faiblement positifs comme des échantillons négatifs. 
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Figure 29 : Immuno-précipitation spécifique de nano-ASP par un anticorps monoclonal anti-ASP 

et détermination du bruit de fond associé à nano-ASP dans le plasma. A. Un LIPS a été réalisé à 

l’aide de différentes dilutions du Mab α-ASP, en utilisant soit nano-ASP, soit la nano. Les données 

représentent la valeur médiane d’une expérience réalisée en triplicats. B. Les bruit de fond relatifs à 

nano-ASP et à nano ont été évalués en réalisant un LIPS sur un mélange à volume équivalent du plasma 

de 4 donneurs séronégatifs français (+ plasma), ou en l’absence de plasma (- plasma). Les données 

représentent la moyenne de la valeur médiane de 3 expériences réalisées en triplicats. C. Détermination 

du seuil de positivité pour la présence d’anticorps anti-ASP dans le plasma par la réalisation d’un LIPS 

sur le plasma d’individus séronégatifs français (n=20) ou zambiens (n=9). Les barres indiquent la 

moyenne et les écarts-types de chaque groupe. Les données représentent la moyenne de la valeur 

médiane de 3 expériences réalisées en triplicats. 
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Le bruit de fond obtenu avec les deux groupes d’individus séronégatifs est conforme à celui 

obtenu avec la protéine de fusion renilla-HBZ (Enose-Akahata et al. 2013) et avec les protéines 

de fusion entre la renilla et différentes protéines du VIH-1 (Burbelo et al. 2014). En outre, le 

bruit de fond obtenu en utilisant la nano-ASP est supérieur à celui obtenu avec la nano (Figure 

29B). Cette différence de bruit de fond est également observée lorsque le LIPS est réalisé en 

l’absence de plasma, ce qui suggère que le bruit de fond relatif à nano-ASP n’est pas 

uniquement dû à son interaction avec des composés plasmatiques, mais également à sa liaison 

aspécifique aux billes de sépharose utilisées dans le LIPS (Figure 29B). 

 

2. Recherche d’anticorps anti-ASP dans les échantillons biologiques de patients 

infectés par le VIH-1  

a. Détection d’anticorps anti-ASP dans le plasma et le lait maternel de 

patientes non traitées originaires du Burkina Faso 

 

Après avoir testé le LIPS avec un Mab-αASP et établi le seuil de positivité pour la présence 

d’anticorps anti-ASP, j’ai étudié la réponse anticorps anti-ASP dans le plasma de 19 patientes 

infectées par le VIH-1 et originaires du Burkina Faso (Table 1). Ces 19 patientes étaient des 

femmes allaitantes incluses dans la cohorte ANRS 12174  qui a été constituée dans le cadre de 

l’étude clinique PROMISE-PEP. Cette étude clinique visait à comparer l’efficacité de deux 

traitements prophylactiques des nouveau-nés dans la prévention de la transmission mère-enfant 

du VIH-1 via le lait maternel (Nagot et al. 2016). 

Aucune des femmes incluses dans cette étude clinique n’étaient éligibles pour l’ART selon 

les recommandations nationales en vigueur lorsque la cohorte a été constituée en 2009 (leur 

taux de T CD4+ était supérieur à 350 cellules/µL de sang). Les patientes ont suivi les 

programmes nationaux de prévention de transmission du virus de la mère à l’enfant, qui 

comprenaient (i) la prise de zidovudine à partir de la 28e semaine de grossesse jusqu’à la 

naissance, (ii) des doses uniques de nevirapine au cours de l’accouchement et (iii) une 

combinaison de zidovudine et de lamivudine pendant les 7 jours suivant la naissance de l’enfant 

(Figure 30) (Nagot et al. 2016). La prise d’agents rétroviraux (ARV) a été arrêtée 7 jours post-

partum. Dans le cadre de l’étude PROMISE-PEP, un suivi clinique des patientes a été réalisé 

régulièrement au cours de l’allaitement, de 7 jours à 50 semaines post-partum. Pour la suite, 
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je définirai l’échelle de temps du suivi longitudinal des patientes relativement à l’arrêt de 

la prise d’ARV, soit 7 jours après l’accouchement (Figure 30).   

 

Figure 30 : Protocole de la prise d’ARV et suivi des patientes incluses dans l'étude clinique 

PROMISE-PEP (Nagot et al. 2016). Les femmes de la cohorte ANRS 12174 ont reçu des ARV à des 

fins prophylactiques : de la zidovudine (ZDV) au cours de leur grossesse, puis une combinaison de 

zidovudine et de lamivudine (LMV) pendant 7 jours post-partum. Un suivi clinique des femmes a été 

réalisé de 7 jours après délivrance (arrêt de la prise d’ARV ; S0) à 38 semaines après délivrance (37 

semaines après arrêt de la prise d’ARV ; S37). La charge virale plasmatique et le taux de T CD4+ ont 

été évalués à des temps intermédiaires. 

 

Les 19 patientes ont reçu des ARV pendant 4 à 16 semaines (Table 1). Lors des examens 

cliniques réalisés dans le cadre de l’étude clinique PROMISE-PEP, leur charge virale 

plasmatique (CV) et leur taux de T CD4+ ont été déterminés. Nous avons sélectionné ces 19 

patientes pour notre étude car elles présentaient deux types de profil suite à l’arrêt de la prise 

d’ARV (S0) (Table 2) : une CV indétectable (patientes #11 à #19 ; groupe IND) indiquant 

une bonne efficacité des ARV, et une CV détectable (patientes #1 à #10 ; groupe DET), d’une 

valeur moyenne de 30 298 copies d’ARN viral/mL à S0, indiquant une faible efficacité des 

ARV. 

Après 37 ou 41 semaines (S37/41; Table 1) d’arrêt de la prise d’ARV, les deux groupes de 

patientes présentaient une CV détectable (Table 2). Entre S0 et S37/41, la CV des patientes du 

groupe DET a en moyenne été multipliée par un facteur 24, et la CV des patientes du groupe 

IND par un facteur 1450 (Table 2). Le rebond viral a donc été plus important pour les patients 

qui présentaient une CV indétectable à S0. 



129 
 

 

Patient
Durée de la prise 

d'ARV (semaines)

Nombre de semaines après

 arrêt de la prise d'ARV

Charge virale (copies

 d'ARN /mL de sang)

Nombre de 

T CD4+/µL de sang

0 14770 ND

37 1146000 403

0 14920 ND

37 609800 536

0 20320 ND

37 ND ND

0 21740 ND

37 438900 522

0 97030 ND

37 ND ND

0 16090 ND

37 338600 395

0 17280 ND

37 ND ND

0 20220 ND

37 92330 468

0 50320 ND

37 ND ND

0 96160 ND

37 ND ND

0 Indétectable ND

25 ND ND

0 Indétectable ND

37 1712 728

0 Indétectable ND

37 9069 ND

0 Indétectable ND

37 318700 729

0 Indétectable ND

37 250400 545

0 Indétectable ND

37 3931 831

0 Indétectable ND

37 17210 847

0 Indétectable ND

37 1128000 372

0 Indétectable ND

37 ND ND

P#7 7

P#9 7

P#1 11

16P#2

P#16 4

P#19

P#3

P#4

P#5

P#6

P#8

P#10

P#11

P#12

P#13

P#14

P#15

P#17

P#18

11

14

10

8

6

14

11

6

2

13

5

0

13

8

 

Table 1 : Description des paramètres immuno-virologiques des 19 patientes originaires du 

Burkina-Faso de la cohorte ANRS 12174 à S0 et à S37. ND : Données non disponibles. 

 

Les valeurs du taux de T CD4+ des 19 patientes n’étaient pas disponibles à S0. A S14, le 

taux moyen de T CD4+ était respectivement de 662 cellules/µL pour le groupe IND et de 567 
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cellules/µL pour le groupe DET (Table 2). Entre S14 et S37, le taux moyen de T CD4+ a 

diminué dans les deux groupes de patientes, avec un déclin plus marqué pour le groupe DET 

que pour le groupe IND (Table 2). 

Dans l’ensemble, la prise d’ARV au cours de la grossesse a permis le contrôle de la 

réplication virale chez les patientes du groupe IND. Pour les deux groupes, l’arrêt de la prise 

d’ARV s’est accompagné d’une légère chute du taux de T CD4+ et d’un rebond viral, modeste 

pour le groupe DET, et marqué pour le groupe IND. 

 

Groupe DET Groupe IND

Pat #1 à 10 Pat #11 à 19

S0 3.104 ND

S37/41 6,5.105 2,5.105

24 1450

S14 567 662

S37/41 465 579

Patients

CV moyenne (copies d'ARN 

viral/mL)

Taux de T CD4+ moyen /µL

Rebond viral moyen entre S0 et S37/41

 

Table 2 : Caractéristiques Immuno-virologiques des groupes de patientes du Burkina Faso dont 

la charge virale était détectable (groupe DET) ou indétectable (groupe IND) à l’arrêt de la prise 

d’ARV. CV : Charge virale. 

 

Recherche d’anticorps anti-ASP dans le plasma des patientes #1 à #19 

J’ai commencé par rechercher la présence d’anticorps dirigés contre ASP dans le plasma des 

19 patientes à S37. En réalisant 3 expériences de LIPS, j’ai obtenu un signal luminescent moyen 

de 37 390 RLU pour l’ensemble des patientes (Figure 31). La composition du plasma subissant 

des modifications au cours de la grossesse (Amino et al. 1978; Joseph et al. 1978; Soma-Pillay 

et al. 2016), il est intéressant de noter que le groupe zambien à partir duquel j’ai défini le seuil 

de positivité à 51 000 RLU (Figure 29C) étaient des patientes séronégatives allaitantes, et 

constituaient donc un groupe contrôle particulièrement adapté à la recherche d’anticorps anti-

ASP dans le plasma des patientes allaitantes du Burkina Faso.  
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Figure 31 : Détection d'anticorps anti-ASP dans le plasma des 19 patientes du Burkina Faso à S37. 

Résultats du LIPS réalisé sur le plasma des patientes du Burkina Faso (VIH +) de la cohorte clinique 

ANRS 12174 à S37. Les valeurs obtenues du LIPS réalisé sur le plasma des patientes allaitantes 

séronégatives de Zambie (VIH-) (Figure 29C) sont également représentées. Les données représentent la 

moyenne de la valeur médiane de 3 expériences réalisées en triplicats. La ligne en pointillé représente 

le seuil de positivité (51 000 RLU). 

 

Trois patientes (#7, #9 et #16) présentaient un signal supérieur au seuil de positivité, 

indiquant la présence d’anticorps anti-ASP dans leur plasma (Figure 31). A l’exception de 

ces 3 patientes, l’ensemble des patientes du Burkina Faso présentaient un signal luminescent 

homogène similaire au bruit de fond obtenu avec les patientes séronégatives zambiennes. Le 

signal moyen obtenu pour les groupes de patientes IND et DET était similaire (respectivement 

38 361 RLU et 36 515 RLU). Les patientes #7 et #9 appartenaient au groupe DET et la patiente 

#16 au groupe IND. Il ne semble donc pas y avoir d’association entre l’efficacité de la prise 

d’ARV et la présence d’anticorps anti-ASP à S37. Cependant, il est intéressant de noter la 

patiente #16 présente un signal luminescent supérieur à celui des patientes #7 et #9 à S37, tandis 

que sa CV est inférieure à celle de ces deux patientes (Table 1).  

Dans l’ensemble, ces premiers résultats rapportent l’existence d’anticorps anti-ASP 

dans le plasma de patientes infectées par le VIH-1, confirmant pour la première fois les 

résultats obtenus en 1995 par l’équipe de Catherine Vaquero (Vanhée-Brossollet et al. 

1995). J’ai détecté des anticorps anti-ASP dans le plasma de 15 % (3 patientes sur 19) des 

patientes du Burkina Faso analysées, ce qui est dans le même ordre de grandeur que la fréquence 

de patients présentant une réponse humorale contre les autres protéines auxiliaires du VIH-1 
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(Reiss et al. 1990; O’Neil et al. 1997; Rezza et al. 2005) et contre la protéine HBZ de HTLV-1 

(Enose-Akahata et al. 2013; Shiohama et al. 2016).  

 

Détermination du titre d’anticorps anti-ASP dans le plasma des patientes #7, #9 et #16 

L’intensité du signal obtenu par LIPS résulte de deux paramètres principaux : la 

concentration en anticorps anti-ASP dans le plasma et l’avidité des anticorps pour ASP. 

L’avidité des anticorps in vivo découle principalement de leur affinité pour l’antigène et de leur 

valence. In vivo, la réponse anticorps élicitée contre un antigène est presque toujours 

polyclonale, et son avidité dépend (i) de l’isotype des anticorps impliqués dans la réponse 

polyclonale, (ii) de leur proportion relative et (iii) de leur affinité pour ASP. La contribution de 

ces différents paramètres au signal détecté par le LIPS est inconnue. Contrairement au Mab-

αASP, la concentration en anticorps anti-ASP dans le plasma ne peut donc pas être déterminée. 

En revanche, le titre d’anticorps anti-ASP, défini comme la dilution plasmatique à laquelle le 

signal détecté chute en-dessous du seuil de positivité (51 000 RLU), peut être déterminé pour 

chaque patiente.  

 

 

Figure 32: Détermination du titre d’anticorps anti-ASP dans le plasma des patientes #7, #9 et #16 

à S37. Des dilutions plasmatiques ont été réalisées du 1/100e (dilution utilisée dans le LIPS) au 1/1600e. 

Les données représentent la valeur médiane d’une expérience réalisée en triplicats. La ligne en pointillé 

représente le seuil de positivité (51 000 RLU). 

 

Le titre d’anticorps anti-ASP a été déterminé à S37 pour les patientes #7, #9 et #16 en 

réalisant des dilutions plasmatiques successives, du 1/100e (dilution utilisée Figure 31) au 

1/1600e. Pour les patientes #7 et #9, le signal chute sous le seuil de détection aux dilutions 
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respectives 1/400 et 1/200, tandis qu’il reste positif jusqu’à la dilution 1/800 pour la patiente 

#16 (Figure 32). En outre, l’intensité du signal de la patiente #16 ne diminue pas à la dilution 

1/200, ce qui suggère que le nombre d’anticorps capables de lier ASP dans son plasma excédait 

le nombre d’antigènes disponibles à la dilution 1/100e utilisée Figure 31.  

Dans l’ensemble, cette expérience confirme les résultats présentés Figure 31 et indique que 

parmi les 3 patientes qui présentent des anticorps anti-ASP, la patiente #16 est celle qui présente 

le plus fort titre d’anticorps anti-ASP à S37. Ce titre plus important peut indiquer une plus forte 

concentration en anticorps anti-ASP, une meilleure affinité de ses anticorps pour ASP ou encore 

la plus grande diversité d’épitopes d’ASP ciblés par sa réponse anticorps. 

 

Recherche d’anticorps anti-ASP dans le lactosérum des patientes #7, #9 et #16 

Lors du suivi des patientes de l’étude clinique PROMISE-PEP (Figure 30), leur lait maternel 

a également été prélevé à différents temps après arrêt de la prise d’ARV (Nagot et al. 2016). 

Les patientes #7, #9 et #16 présentant des anticorps anti-ASP dans leur plasma, j’ai également 

recherché la présence d’anticorps anti-ASP dans leur lactosérum à deux points temporels 

disponibles (S0 et S37). Comme je ne disposais pas d’échantillons de lait maternel de patientes 

séronégatives, je n’ai pas déterminé de seuil de positivité spécifique au lactosérum, et j’ai 

conservé celui déterminé pour le plasma (51 000 RLU). Cependant, j’ai également effectué un 

LIPS sur le lactosérum de la patiente #1 qui ne présentait pas d’anticorps anti-ASP dans son 

plasma à S37 (Figure 31), afin d’évaluer le bruit de fond de la nano-ASP dans le lactosérum.  

Dans des conditions physiologiques non inflammatoires, les IgA constituent l’isotype 

majoritaire du lait maternel, suivies des IgM et des IgG (Van de Perre 2003; Wheeler et al. 

2007). Malgré cette prévalence, les IgG dominent les réponse anticorps anti-Gag, -Pol et -Env 

dans le lait maternel des individus infectés par le VIH-1 (Van de Perre et al. 1988, 1993; Fouda 

et al. 2011; Mabuka et al. 2012). J’ai détecté les anticorps anti-ASP dans le plasma des patientes 

#7, #9 et #16 en utilisant des protéines A/G qui lient fortement le fragment Fc des IgG, mais 

faiblement celui des IgA et des IgM (Figure 31 ; Figure 32). Bien que ces résultats n’excluent 

pas une contribution mineure des IgA et des IgM au signal détecté dans le plasma, les anticorps 

plasmatiques anti-ASP sont probablement des IgG.  
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Figure 33 : Recherche d’anticorps anti-ASP dans le lactosérum et le plasma des patientes #1, #7, 

#9 et #16 à S0. A et B. Chaque point représente la moyenne des valeurs médianes de 3 expériences 

réalisées en triplicats. La barre représente la moyenne des 3 points représentés et la ligne en pointillé 

représente le seuil de positivité (51 000 RLU). A. Un LIPS a été réalisé en utilisant nano-ASP ou nano 

sur le lactosérum des patientes #1, #7, #9 et #16 à S0. B. Recherche d’anticorps anti-ASP dans le plasma 

des patientes #1, #7, #9 et #16 à S0. C. Représentation sous forme d’un diagramme de dispersion des 

signaux obtenus à S0 dans le lactosérum et le plasma pour les patientes #1, #7, #9 et #16. 
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Contrairement aux IgA qui sont produites localement au niveau de la glande mammaire, les 

IgG du lait maternel proviennent du transfert d’IgG plasmatiques à travers la barrière épithéliale 

mammaire (Figure 18) (Wheeler et al. 2007; Fouda et al. 2011; Van de Perre et al. 2012). Du 

fait de l’origine humorale des IgG du lait maternel et de l’importante contribution de cet isotype 

aux réponses anti-VIH-1 dans le lait maternel, j’ai recherché la présence d’anticorps anti-ASP 

dans le lactosérum des patientes #7, #9 et #16 en utilisant des billes recouvertes de protéines 

A/G.  

Pour les 4 patientes à S0, le signal obtenu avec le contrôle nano seul était d’environ 10 000 

RLU, et le signal obtenu avec la nano-ASP dans le lactosérum de la patiente #1 était d’environ 

18 000 RLU (Figure 33A). Ce résultat suggère que le bruit de fond de la nano-ASP dans le 

lactosérum est d’environ 18 000 RLU, soit légèrement inférieur à celui observé dans le plasma 

(Figure 29B et C). A S0, la patiente #7 présentait un signal similaire à celui de la patiente #1, 

ce qui suggère que cette patiente ne possédait pas d’IgG anti-ASP dans son lactosérum à S0 

(Figure 33A). La patiente #16 présentait un signal légèrement supérieur au seuil de positivité 

dans son lactosérum (Figure 33A), indiquant la présence probable d’IgG anti-ASP. La patiente 

#9 présentait dans son lactosérum un signal légèrement inférieur au seuil de positivité (51 000 

RLU), mais supérieur au bruit de fond (18 000 RLU), ce qui suggère que son lait maternel 

présentait également des IgG anti-ASP à S0 (Figure 33A). 

J’ai également analysé la présence d’anticorps anti-ASP dans le plasma des patientes #1, #7, 

#9 et #16 à S0 (Figure 33B). Les patientes #9 et #16 présentaient des anticorps anti-ASP dans 

leur plasma comme dans leur lait maternel à S0. A l’inverse, les patientes #1 et #7 ne 

présentaient d’anticorps anti-ASP ni dans leur plasma ni dans leur lait maternel à S0 (Figure 

33B). L’intensité du signal détecté dans le lactosérum des patientes semble donc être 

positivement liée à celle du signal détecté dans leur plasma à S0 (Figure 33C). Ces résultats 

suggèrent qu’au moins une partie des anticorps anti-ASP du lait maternel est originaire du 

plasma, et sont en accord avec une précédente étude qui a rapporté une corrélation entre la 

concentration des anticorps anti-Env dans le plasma et le lait maternel (Fouda et al. 2011).  

J’ai ensuite analysé la réponse anticorps anti-ASP dans le lactosérum des patientes #7, #9 et 

#16 à S37, puis j’ai comparé le signal à celui précédemment obtenu dans le plasma de ces 

patientes à S37 (Figure 31 ; Figure 32). Le lactosérum de la patiente #1 à S37 n’était pas 

disponible. A S37, les patientes #7, #9 et #16 présentaient un signal inférieur au seuil de 

positivité dans leur lactosérum, mais un signal positif dans leur plasma (Figure 34A et B). Entre 
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S0 et S37, le signal a diminué dans le lactosérum et le plasma de la patiente #16 (Figure 34A). 

Pour la patiente #9, le signal a augmenté dans son plasma, mais diminué dans son lait maternel. 

Le signal de la patiente #7 a augmenté dans son plasma entre S0 et S37, mais cela ne s’est pas 

traduit par une augmentation du signal dans son lactosérum. Malgré les disparités de la 

fluctuation des signaux dans le plasma et le lait maternel, le signal détecté dans le lactosérum à 

S37 semble être positivement associé à celui détecté dans le plasma, comme cela avait été 

observé à S0 (Figure 34C).  

 

Figure 34 : Recherche d’anticorps anti-ASP dans le lactosérum et le plasma des patientes #7, #9 

et #16 à S37. A et B Fluctuation des signaux obtenus par LIPS entre S0 et S37 dans le lactosérum (A) 

et le plasma (B) des patientes #7, #9 et #16. A S0 et à S37, les données représentent la moyenne des 

valeurs médianes de 3 expériences réalisées en triplicats. La ligne en pointillé représente le seuil de 

positivité (51 000 RLU). C. Représentation sous forme d’un diagramme de dispersion des signaux 

obtenus à S37 dans le lactosérum et le plasma pour les patientes #7, #9 et #16. 

 

La diminution du signal dans le lait maternel de la patiente #9 entre S0 et S37 pourrait 

indiquer un changement dans la prévalence isotypique de la réponse anticorps anti-ASP du lait 
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maternel, ou une diminution du transfert des IgG du plasma au lait maternel. Par ailleurs, les 

concentrations totales en IgA, IgG et IgM du lait précoce sont supérieures d’environ un log à 

celles retrouvées dans le lait maternel mature (Wheeler et al. 2007). Il est donc possible qu’à 

S37, la concentration totale en anticorps du lactosérum soit inférieure à celle retrouvée à S0 

(soit 7 jours après l’accouchement). 

 

Ces résultats constituent le premier rapport de la présence potentielle d’anticorps anti-

ASP dans le lait maternel de patientes infectées par le VIH-1. Pour les patientes #7, #9 et 

#16, la variation du signal du lait maternel ne reflète pas toujours celle du plasma. Il est donc 

possible que les anticorps anti-ASP plasmatiques ne soient pas l’unique source des anticorps 

anti-ASP retrouvés le lait maternel. Ces résultats ont été obtenus en utilisant des billes 

recouvertes de protéines A/G et ne prennent donc pas en considération les éventuelles réponses 

IgA et IgM anti-ASP du lait maternel. Le développement d’un système LIPS basé sur 

l’utilisation de protéines L qui lient également les IgA et les IgM est en cours.  

 

b. Recherche d’anticorps anti-ASP dans le plasma de patients français 

sous ART 

 

Après avoir détecté des anticorps anti-ASP dans le plasma de 3 patientes non traitées, j’ai 

recherché la présence d’anticorps anti-ASP dans le plasma de 20 patients français sous ART, 

en consultation au CHU de Montpellier (Patients #20 à #39). Les échantillons de sang à partir 

desquels j’ai isolé le plasma ont été obtenus de prélèvements effectués lors du suivi clinique 

des patients. Les 20 patients présentaient une CV indétectable à la date du prélèvement.  

En effectuant un LIPS sur le plasma de ces 20 patients, j’ai obtenu une luminescence 

moyenne similaire au bruit de fond observé pour le groupe d’individus séronégatifs français 

(Figure 35 ; Figure 29C). Deux des patients sous ART présentaient un signal légèrement 

supérieur au signal moyen de l’ensemble du groupe (patients #28 et #38) (Figure 35), mais ces 

signaux restaient sous le seuil de positivité (51 000 RLU). Il n’est donc pas à exclure que les 

patients #28 et #38 présentent un faible titre d’anticorps anti-ASP, mais que la sensibilité de ma 

technique ne permette pas de discerner ce signal du bruit de fond. Il serait donc intéressant 

d’analyser de nouveau la réponse anticorps anti-ASP chez ces deux patients après avoir 
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amélioré la sensibilité du LIPS, par exemple en utilisant comme antigène un mutant d’ASP qui 

permet de diminuer le bruit de fond.  

 

Figure 35 : Les patients sous ART ne présentent pas d'anticorps anti-ASP. Résultats du LIPS réalisé 

sur le plasma des patients sous ART (VIH +). Les valeurs obtenues du LIPS réalisé sur le plasma des 

patients séronégatifs français (VIH-) (Figure 29C) sont également représentées. Les données 

représentent la moyenne de la valeur médiane de 3 expériences réalisées en triplicats. La ligne en 

pointillé représente le seuil de positivité (51 000 RLU). 

 

Enfin, étant donné la faible fréquence des patientes du Burkina Faso qui présentent des 

anticorps anti-ASP (15 %), il est possible que l’absence de signal observé chez les patients sous 

ART soit due au faible nombre de patients analysés. Cependant, l’absence de détection 

d’anticorps anti-ASP parmi les patients sous ART étudiés est en accord avec de précédentes 

études qui ont rapporté un important déclin des réponses anticorps dirigées contre les protéines 

Gag, Pol et Env du VIH-1 suite à l’initiation de l’ART (Voltersvik et al. 2003; Killian et al. 

2006; Zhang et al. 2017; Delagreverie et al. 2019). Mes résultats suggèrent que le contexte 

immuno-virologique des patients sous ART n’est pas favorable à l’élaboration ou au maintien 

de la réponse anticorps anti-ASP. Il n’est donc pas à exclure que les patients sous ART aient 

présenté des anticorps anti-ASP avant l’initiation de l’ART. 

 

Il est possible que les changements immuno-virologiques induits par l’ART impactent 

l’établissement ou le maintien de la réponse anticorps anti-ASP. Plus particulièrement, mes 

résultats interrogent sur l’existence d’un lien entre la CV indétectable des patients sous ART et 

l’absence d’anticorps anti-ASP.  
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c. Recherche d’anticorps anti-ASP dans le plasma de patients 

progresseurs et naïfs de tout traitement  

 

L’absence d’anticorps anti-ASP chez les patients avirémiques sous ART (Figure 35) 

interroge sur la nature d’un lien éventuel entre la réplication virale et la réponse anticorps anti-

ASP. Afin de progresser dans notre compréhension de ce lien potentiel, j’ai analysé la présence 

d’anticorps anti-ASP dans le plasma de 10 patients français inclus dans la cohorte ANRS 

SEROCO (patients #40 à #49) avant (pré-ART) et après (post-ART) initiation de l’ART. La 

cohorte SEROCO a été constituée en 1988 afin d’analyser les paramètres immuno-virologiques 

associés à l’évolution naturelle de l’infection par le VIH-1, qui étaient alors peu connus (Hubert 

et al. 2000). Le principe de la trithérapie a été introduit en 1996 (Collier et al. 1996; D’Aquila 

et al. 1996; Staszewski et al. 1996). Aucun des patients de cette cohorte n’a donc reçu de 

trithérapie avant 1996, mais certains patients ont reçu une mono- ou une bithérapie entre 1991 

et 1996. Cependant, ces traitements n’ont eu qu’une efficacité limitée sur le contrôle de la 

réplication virale (données non présentées). Pour la suite, j’ai défini la date d’initiation de 

l’ART comme la date à laquelle chaque patient a reçu sa première thérapie 

antirétrovirale, qu’il s’agisse d’une mono-, d’une bi- ou d’une trithérapie. Pour tous les 

patients, plusieurs combinaisons d’ART ont été testées au cours de leur suivi clinique. 

Lors du suivi de ces patients, la CV plasmatique et le taux de T CD4+ ont été analysés. Nous 

avons sélectionné ces 10 patients pour leurs profils d’évolution du taux de T CD4+ diversifiés 

après initiation de l’ART, ce qui reflétait potentiellement des différences dans l’efficacité de 

leur traitement (Table 3). Les patients #41, #44, #45 et #46 présentaient un taux de T CD4+ en 

augmentation constante post-ART, suggérant l’efficacité au moins partielle de l’ART. Pour les 

patients #40 et #42, le taux de T CD4+ a progressivement décliné au cours du temps malgré 

l’initiation de l’ART. Lors de leur dernier suivi clinique, leur taux de T CD4+ était en deçà de 

200 cellules/µL. De nombreuses combinaisons d’ARV ont été administrées à ces deux patients, 

mais aucune n’a permis de restaurer leur taux de T CD4+. Chez les patients #43, #47, #48 et 

#49, le taux de T CD4+ a fortement fluctué au cours du temps après initiation de l’ART, 

atteignant un minimum de 255 cellules/µL pour le patient #43 et un maximum de 1207 

cellules/µL de l’ART pour le patient #48.  
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Patient Origine géographique
Années 

post-inclusion 
ART

Nombre de 

T CD4+/µL de sang

2,5 NT 690

13,5 AZTa-DDCb-InRc 58

3 NT 413

15 3TCd-ABCe-NVPf 572

2,5 NT 805

8,5 3TC-AZT-IDVg 171

3,5 NT 514

15 AZT-DDIh 558

2,5 NT 720

10,75 AZT-DDC-SQVi 768

1,5 NT 791

14,5 ABC-DDI-EFVj 649

2,5 NT 600

12,5 D4T-NVP-SqRk 1087

5 NT 350

13 3TC-ABC-AZT 776

4,5 NT 785

12 3TC-D4Tl 681

4,5 NT 500

13 3TC-D4T 652

Europe

 (France)

Europe

 (France)

Europe

 (France)

Europe

 (France)

Europe

 (France)

Pat#44

Europe

 (France)

Europe

 (France)

Europe

 (France)

Europe

 (France)

Europe

 (France)

Pat#40

Pat#41

Pat#42

Pat#43

Pat#45

Pat#46

Pat#47

Pat#48

Pat#49
 

Table 3 : Description des paramètres immuno-virologiques des 10 patients de la cohorte ANRS 

SEROCO aux deux temps post-inclusion étudiés (pré-ART et post-ART). a Azidothymidine ; b 

Dideoxycythidine ; c Lopinavir ; d Lamivudine ; e Abacavir ; f Nevirapine ; g Indinavir ; h Didanosine 

; i Saquinavir ; j Efavirenz ; k Saquinavir ; l Stavudine. ND : Données non disponible. 

 

Les patients de la cohorte SEROCO ont été inclus au plus tard 12 mois après leur 

infection (Hubert et al. 2000). Bien que leur date d’infection exacte soit inconnue, les 10 

patients sélectionnés présentaient un taux de T CD4+ supérieur à 1000 cellules/µL lorsqu’ils 

ont été inclus dans la cohorte (données non présentées), suggérant leur inclusion à un stade très 

précoce de l’infection. Pour la suite, je définirai l’échelle de temps du suivi des patients 

relativement à trois évènements :  

· A leur inclusion dans la cohorte. Je préciserai (i) le nombre d’années post-inclusion à 

la date considérée (Table 3) et (ii) si les échantillons post-inclusion ont été prélevés 

avant (pré-ART) ou après (post-ART) initiation de l’ART. 

· A l’initiation de l’ART. Le cas échéant, je préciserai le nombre d’années post-ART à 

la date considérée. 
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· A leur date d’infection présumée, soit au plus tard un an avant leur inclusion.  

 

 

Figure 36 : Un des 10 patients de la cohorte SEROCO présente des anticorps anti-ASP 

plasmatiques avant initiation de l’ART. A. Résultats du LIPS réalisé sur le plasma des patients de la 

cohorte SEROCO (VIH +) avant (pré-ART) et après (post-ART) initiation de l’ART. Le patient #40 est 

identifié par un le même symbole pré-ART (en rouge) et post-ART (en noir). Les valeurs obtenues du 

LIPS réalisé sur le plasma des patients séronégatifs français (VIH-) (Figure 29C) sont également 

représentées. Les données représentent la moyenne de la valeur médiane de 3 expériences réalisées en 

triplicats. La ligne en pointillé représente le seuil de positivité (51 000 RLU). B. Le titre d’anticorps 

anti-ASP du plasma obtenu du patient #40 après 2.5 années d’inclusion dans la cohorte (pré-ART) a été 

déterminé en réalisant des dilutions plasmatiques du 1/100e (dilution utilisée en A.) au 1/1600e. Les 

données représentent la valeur médiane d’une expérience réalisée en triplicats. 

 

J’ai commencé par analyser la présence d’anticorps anti-ASP dans le plasma des 10 patients 

avant l’initiation de l’ART (pré-ART). Au point pré-ART auquel j’ai recherché les anticorps 

anti-ASP, les patients étaient inclus dans la cohorte depuis 1.5 à 4.5 années (Table 3), soit au 

plus tard 2.5 à 5.5 années après leur date d’infection présumée. Pré-ART, le signal moyen 

obtenu pour l’ensemble des patients était similaire au bruit de fond précédemment décrit (Figure 

36A ; Figure 29C). Seul un des 10 patients (patient #40) présentait un signal supérieur au seuil 

de positivité (Figure 36A). L’échantillon de plasma de ce patient a été obtenu 2.5 années après 

son inclusion dans la cohorte, ce qui indique qu’il présentait des  anticorps anti-ASP au plus 

tard 3.5 années après sa date d’infection supposée (Table 3). La fréquence de patients positifs 

pour la présence d’anticorps anti-ASP pré-ART était de 10% (1 sur 10), ce qui diffère peu de 

la fréquence observée parmi les patientes du Burkina Faso (15% ; Figure 31).  
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Post-ART, aucun des 10 patients ne présentait de signal supérieur au seuil de positivité 

(Figure 36A). En particulier, le patient #40 ne présentait plus de signal positif après 8 années 

d’ART (Figure 36A), soit 11 années après la détection d’anticorps anti-ASP chez ce patient 

(Table 3). Cela suggère que la réponse anticorps anti-ASP a disparu au cours du temps chez le 

patient #40, potentiellement suite à l’initiation de l’ART. Ce résultat interroge donc encore une 

fois sur un lien éventuel entre la réplication virale et la réponse anticorps anti-ASP. L’évolution 

de la CV du patient #40 au cours du suivi clinique sera présentée dans la partie I3b des 

résultats. 

J’ai ensuite déterminé le titre d’anticorps anti-ASP dans l’échantillon de plasma positif du 

patient #40, en réalisant des dilutions plasmatiques successives du 1/100e au 1/1600e. Le signal 

chute sous le seuil de détection lorsque le plasma est dilué au 1/400, comme précédemment 

observé pour la patiente #7 (Figure 32; Figure 36B). Ce résultat suggère que le titre d’anticorps 

du patient #40 est similaire à celui de la patiente #7, mais inférieur à celui de la patiente #16 

(Figure 32). 

 

Dans l’ensemble, (i) la détection d’anticorps anti-ASP dans le plasma de 1 des 10 patients 

pré-ART et (ii) la disparition de cette réponse anticorps après 8 années d’ART chez le patient 

#40 sont en accord d’une part avec la fréquence de patientes positives du Burkina Faso (15%), 

et d’autre part avec l’absence d’anticorps anti-ASP chez les patients sous ART. La disparition 

des anticorps anti-ASP post-ART chez le patient #40 suggère encore une fois que le contexte 

immuno-virologique induit par l’ART n’est pas favorable au maintien de la réponse anticorps 

anti-ASP, et interroge sur un lien éventuel entre la réplication virale et la réponse anticorps anti-

ASP in vivo.  

 

d. Recherche d’anticorps anti-ASP dans le plasma de patients qui 

contrôlent spontanément la réplication virale 

 

Les profils des patients sous ART et du patient #40 interrogent sur la nature du lien éventuel 

entre les profils immuno-virologiques (et en particulier la CV) des patients et la réponse 

anticorps anti-ASP. Afin d’étudier ce lien plus avant, j’ai recherché la présence d’anticorps anti-

ASP dans le plasma de 20 patients présentant un contrôle spontané de la réplication virale en 
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l’absence de tout traitement (Patients controllers #50 à #69 ; Table 4). Ces 20 patients étaient 

inclus dans la cohorte ANRS CODEX constituée en 2009 dans le but d’analyser les paramètres 

immuno-virologiques associés à la non-progression de l’infection (Lambotte et al. 2005; Sáez-

Cirión et al. 2007a). 

A l’inclusion, les 20 patients étaient naïfs de tout traitement, séropositifs pour le VIH-1 

depuis au moins 5 ans et présentaient une CV inférieure à 400 copies d’ARN viral/mL (Table 

4) (Lambotte et al. 2005). Le taux de T CD4+ et la CV plasmatique des patients ont été évalués 

au cours de leur suivi clinique post-inclusion. Parmi les 20 patients étudiés, 18 étaient d’origine 

Européenne, et 2 étaient d’origine Maghrébine (Table 4). Les profils des patients #7, #16 et #40 

entre S0 et S37 ont au préalable suggéré une dynamique de la réponse anticorps anti-ASP au 

cours du temps (Figure 34B ; Figure 36A). J’ai donc recherché la présence d’anticorps anti-

ASP dans le plasma des 20 patients controllers à deux différents temps post-inclusion (Table 

4 ; Figure 37).  

Aux deux points post-inclusion analysés, le signal moyen de l’ensemble des 20 patients 

controllers était en-dessous du seuil de positivité et similaire au bruit de fond obtenu 

précédemment (Figure 37 ; Figure 29C). Un des 20 patients présentait un signal légèrement 

supérieur à celui du reste du groupe (patient #53 ; Figure 37), mais la sensibilité du LIPS ne 

permettait pas de discerner ce signal du bruit de fond. Dans l’ensemble, ces résultats suggèrent 

qu’aucun des 20 patient controllers étudiés ne présentait d’anticorps anti-ASP aux 2 points 

post-inclusion analysés. 

Dans l’ensemble, l’absence d’anticorps anti-ASP chez les patients controllers suggère que 

leur contexte immuno-virologique n’était pas favorable à l’établissement ou au maintien de la 

réponse anticorps anti-ASP, ce qui est en faveur d’une association positive entre la réplication 

virale et la réponse anticorps anti-ASP. 
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Patient Origine géographique Années post-inclusion
Charge virale (copies

 d'ARN /mL de sang)

Nombre de 

T CD4+/µL de sang

1 <20 1238

3 <20 1917

0 <50 809

2 <40 874

0 <10 790

2 <10 1153

4 <40 1216

6 <40 1320

2 41 478

4 <40 554

3 <40 644

5 42 539

1 <20 676

3 <20 628

3 <40 452

6 <40 630

0 <20 627

2 <20 662

0 <40 1224

2 <40 1482

0 <40 421

2 <40 666

1 <20 712

3 23 979

2 <20 1382

4 <20 1509

2 <40 966

4 <40 851

1 <40 570

3 <30 600

2 <20 780

4 <20 1740

0 <20 989

2 <20 761

0 <20 584

2 <20 693

3 <20 704

5 <40 900

0 <40 735

2 <35 836

Pat#61

Pat#50

Pat#51

Pat#52

Pat#53

Pat#54

Pat#55

Pat#56

Pat#57

Pat#58

Pat#59

Pat#60

Pat#68

Pat#69

Europe

Europe

Europe

Europe

Europe

Europe

Europe

Europe

Pat#62

Pat#63

Pat#64

Pat#65

Pat#66

Pat#67

Europe

Europe

Europe

Europe

Afrique 

(Maghreb)

Afrique 

(Maghreb)

Europe

Europe

Europe

Europe

Europe

Europe

 

Table 4 : Description des paramètres immuno-virologiques des 20 patients de la cohorte ANRS 

CODEX aux deux temps post-inclusion étudiés. 

 

. 
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Figure 37 : Les 20 patients qui contrôlent spontanément la réplication virale ne présentent pas 

d'anticorps anti-ASP. Résultats du LIPS réalisé sur le plasma des 20 patients de la cohorte ANRS 

CODEX (VIH+) à deux temps post-inclusion (TPI 1 et TPI 2). Les valeurs obtenues du LIPS réalisé sur 

le plasma des patients séronégatifs français (VIH-) (Figure 29C) sont également représentées. Les 

données représentent la moyenne de la valeur médiane de 3 expériences réalisées en triplicats. La ligne 

en pointillé représente le seuil de positivité (51 000 RLU). 

 

3. Dynamique de la réponse anticorps anti-ASP chez les patients #7, #9, #16 et 

#40 

 

Afin d’analyser (i) la dynamique de la réponse anticorps anti-ASP et (ii) le lien éventuel 

entre la réplication virale et la réponse anticorps anti-ASP, j’ai suivi l’évolution de la réponse 

anticorps anti-ASP, de la CV et du taux de T CD4+ à différents intermédiaires pour les  patients 

#7, #9, #16 et #40. 

a. Dynamique de la réponse anticorps anti-ASP des patients #7, #9 et 

#16 du Burkina Faso 

 

Les patientes #7, #9 et #16 présentaient des titres variés d’anticorps anti-ASP à S37 (Figure 

32), et les patientes #7 et #16 avaient montré une dynamique de leur réponse anticorps anti-

ASP entre S0 et S37 (Figure 34B). Cette tendance a été confirmée par l’analyse de leur réponse 

anticorps anti-ASP à des temps intermédiaires (Figure 38). Chez les 3 patientes, la réponse 
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anticorps anti-ASP a fluctué différemment entre S0 et S37 (Figure 38). L’intensité de la réponse 

anticorps anti-ASP de la patiente #16 a décliné entre S0 et S37 (Figure 38), mais malgré ce 

déclin son titre d’anticorps anti-ASP est resté supérieur à celui des patientes #7 et #9 (Figure 

32). Pour la patiente #7, la réponse anticorps anti-ASP n’est devenue détectable qu’à S25, puis 

a augmenté jusqu’à S37 (Figure 38). Pour la patiente #9, le signal est resté stable entre S0 et 

S37 (Figure 38). Ces résultats suggèrent que la réponse anticorps anti-ASP préexistait avant 

l’arrêt de la prise d’ARV des patientes #9 et #16. La prise d’ARV a été de très courte durée 

chez les patientes du Burkina Faso (Table 1 ; Table 5). Les changements immuno-virologiques 

induits par les ARV chez ces patientes ont donc probablement été moins importants que ceux 

induits après plusieurs années d’ART chez le groupe de patients français présenté Figure 35 et 

chez le patient #40.  

 

Patient
Origine 

géographique

ARV durant

 la grossesse

Durée de la prise 

d'ARV (semaines)

Nombre de semaines après

 arrêt de la prise d'ARV

Charge virale (copies

 d'ARN /mL de sang)

Nombre de 

T CD4+/µL de sang

0 17280 ND

5 ND ND

13 2492000 536

25 ND ND

37 ND ND

41 1437000 523

0 50320 ND

13 279400 367

25 ND ND

37 ND ND

41 394100 421

0 Indétectable ND

14 ND ND

18 21160 477

25 ND ND

37 3931 831

P#7 Burkina Faso 7ZDV

P#16 Burkina Faso 4ZDV

P#9 Burkina Faso 7ZDV

 

Table 5 : Description des paramètres immuno-virologiques des patientes #7, #9 et #16 à différents 

temps après l’arrêt de la prise d’ARV. ZDV : zidovudine ; ND : Données non disponibles. 

 

Comme observé pour la réponse anticorps anti-ASP, la dynamique de la CV a fluctué 

différemment entre S0 et S37 pour les 3 patientes (Figure 38). Le rebond viral consécutif à 

l’arrêt de la prise d’ARV a été plus important pour la patiente #7 que pour les patientes #9 et 

#16 (Table 5 ; Figure 38). Ni la durée de la prise d’ARV, qui était identique pour les patientes 

#7 et #9, ni la nature des ARV reçus (Table 5) ne permettent d’expliquer cette disparité dans 

l’intensité du rebond viral. Le faible rebond viral de la patiente #16 suggère que la prise d’ARV 

n’était pas le seul facteur à l’origine de sa CV indétectable à S0. En outre, son maintien d’une 



147 
 

faible CV et l’augmentation de son taux de T CD4+ au cours des 37 semaines de suivi peuvent 

indiquer que son système immunitaire contrôle plus efficacement la réplication virale que celui 

des patientes #7 et #9 (Table 5). Si le profil de la patiente #16 est particulièrement intéressant, 

il ne permet cependant pas de déterminer la nature de la relation causale qui lie la CV, le taux 

de T CD4+ et la réponse anticorps anti-ASP. Dans tous les cas, son fort titre d’anticorps anti-

ASP et sa faible CV suggèrent que le lien éventuel qui unit la réplication virale à la réponse 

anticorps anti-ASP est plus complexe que ne le suggéraient au premier abord les profils des 

patients sous ART, des patients controllers et du patient #40. 

L’analyse comparée de la dynamique de la réponse anticorps anti-ASP et de la CV révèle un 

tout autre profil pour la patiente #7 (Figure 38). Chez cette patiente, l’augmentation de la 

réponse anticorps anti-ASP observée entre S25 et S37 a eu lieu lors d’une phase de déclin de la 

CV. En revanche, son taux de T CD4+ est resté stable au cours du suivi (Figure 38). Comme 

pour la patiente #16, la relation causale entre ces différents paramètres ne peut pas être établie. 

Néanmoins, le pic d’anticorps anti-ASP détecté postérieurement au pic de la CV peut indiquer 

que la réponse anticorps anti-ASP est apparue suite à une phase de forte réplication virale chez 

cette patiente. L’apparition de la réponse anticorps anti-ASP lors d’une phase de déclin de la 

CV pourrait également indiquer le développement préférentiel de la réponse anticorps anti-ASP 

lorsque l’équilibre entre le système immunitaire et la réplication virale se restaure. 

Contrairement aux patientes #7 et #16, la CV et le taux de T CD4+ de la patiente #9 sont 

restés stables entre S0 et S37 (Table 5; Figure 38). Le maintien d’une CV et d’une réponse 

anticorps anti-ASP détectables mais modestes au cours des 37 semaines de suivi de la patiente 

#9 suggèrent une éventuelle association positive entre la réplication virale et l’intensité de la 

réponse anticorps anti-ASP.  

Dans l’ensemble, la réponse anticorps anti-ASP a fluctué différemment après l’arrêt de la 

prise d’ARV chez les 3 patientes. La disparité des profils de ces patientes suggère que le lien 

potentiel qui existe in vivo entre la réplication virale et la réponse anticorps anti-ASP est 

complexe.  
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Figure 38 : Suivi de la réponse anticorps anti-ASP, de la CV et du taux de T CD4+ à différents 

temps après arrêt de l'ARV chez les patientes #7, #9 et #16. Résultats du LIPS réalisé sur le plasma 

des patientes #7, #9 et #16 à différents temps entre S0 et S37. Les données représentent la valeur médiane 

d’une expérience réalisée en triplicats. La ligne en pointillé représente le seuil de positivité (51 000 

RLU). Les valeurs de la CV (copies d’ARN viral par mL de sang) et du taux de T CD4+ (nombre par 

µL de sang) déterminés dans le cadre de l’étude clinique PROMISE-PEP sont également représentés. 

Pour la patiente #16, les valeurs de la charge virale sont indiquées (UD=indétectable). 

 

b. Dynamique de la réponse anticorps anti-ASP du patient #40 de la 

cohorte SEROCO 

 

La réponse anticorps anti-ASP du patient #40 qui est détectée 2.5 années post-inclusion n’est 

plus détectée après l’initiation de l’ART (Figure 36A). Afin de déterminer si les changements 

immuno-virologiques induits par l’initiation de l’ART sont à l’origine de la disparition des 

anticorps anti-ASP chez ce patient, j’ai analysé sa réponse anticorps anti-ASP à 6 temps 
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intermédiaires : 4 temps avant l’ART (à l’inclusion et à 0.5, 1.5 et 4.5 années post-inclusion) et 

2 temps après initiation de l’ART (7 et 10 années post-inclusion) (Table 6 ; Figure 39A). En 

parallèle, j’ai analysé l’évolution de la CV plasmatique et du taux de T CD4+ chez ce patient 

(Table 6 ; Figure 39B et C). 

 

Patient Origine géographique
Années 

post-inclusion 
ART

Charge virale (copies

 d'ARN /mL de sang)

Nombre de 

T CD4+/µL de sang

1 NT 125430 1200

0,5 NT 11809 836

1,5 NT 20504 840

2,5 NT 4931 690

4,5 NT 23668 490

7 AZTa-DDCb 67722 139

10 ABCc-DDId-EFVe 76323 135

13,5 AZT-DDC-InRf Indétectable 58

European 

(France)
Pat#40

 

Table 6 : Description des paramètres immunologiques et virologiques du patient #40 de la cohorte 

SEROCO à différents temps post-inclusion pré-ART et post-ART. a Azidothymidine ; b 

Dideoxycythidine ; c Abacavir ; d Didanosine ; e Efavirenz ; f Lopinavir. 

 

Lors de son inclusion dans la cohorte SEROCO, soit au plus tard un an après sa date 

d’infection supposée, le patient #40 présentait un signal légèrement inférieur au seuil de 

positivité (Figure 39A). L’intensité du signal a ensuite diminué pendant 2 ans, puis a augmenté 

pour atteindre un pic 2.5 années post-inclusion. Suite à ce pic, le signal a diminué de nouveau 

et est resté sous le seuil de positivité. Le signal étant à la limite de la positivité à l’inclusion, il 

n’est pas à exclure que la réponse anticorps anti-ASP du patient #40 ait été mise en place au 

cours de la première année de son infection, avant de temporairement disparaître pendant 2 ans. 

Le déclin de la réponse anticorps anti-ASP précède l’initiation de l’ART (flèche verte, Figure 

39B), et semble donc être indépendant des changements immuno-virologiques induits par le 

traitement. 
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Figure 39 : Suivi de la réponse anticorps anti-ASP, de la CV et du taux de T CD4+ à différents 

temps post-inclusion chez le patient #40. Résultats du LIPS réalisé sur le plasma du patient #40 à 

l’inclusion, à 0.5 ; 1.5 et 2.5 années post-inclusion (pré-ART) et à 4.5 ; 7 ; 10 et 13.5 années post-

inclusion (post-ART). Les données représentent la valeur médiane d’une expérience réalisée en 

triplicats. La ligne en pointillé représente le seuil de positivité (51 000 RLU). La CV (copies d’ARN par 

mL de sang) et le taux de T CD4+ déterminés dans le cadre de la cohorte SEROCO sont également 

représentés. L’initiation de l’ART est signalée par une flèche verte. 
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Si le déclin de la réponse anticorps anti-ASP est antérieur à l’initiation de l’ART, il est 

cependant concomitant d’une augmentation transitoire de la CV (Figure 39A et B). 

L’augmentation de la CV précède l’initiation de l’ART, et n’est donc pas due au traitement. 

L’inversion des tendances de la CV et de la réponse anticorps anti-ASP du patient #40 rappelle 

le profil du patient #7 (Figure 38). Cependant, contrairement à la patiente #7 dont le suivi n’a 

pas excédé 41 semaines, le profil de la patiente #40 indique que l’augmentation de la réponse 

anticorps anti-ASP est limitée dans le temps. Comme pour les patientes #7 et #16, la nature de 

la relation causale qui lie la CV et la réponse anticorps anti-ASP ne peut pas être déterminée.  

 

Tout comme les patientes #7, #9 et #16, le patient #40 montre une réponse anticorps anti-

ASP dynamique au cours du temps. Mes résultats suggèrent que la réponse anticorps anti-ASP 

est apparue au plus tard 3.5 années après la date d’infection supposée du patient #40, bien que 

le signal observé lors de son inclusion soulève la possibilité que cette réponse anticorps ait été 

mise en place au cours de sa première année d’infection. Dans tous les cas, ces résultats 

constituent le premier suivi de la réponse anticorps anti-ASP au cours de l’infection 

naturelle par le VIH-1, et fournissent pour la première fois des indications sur la 

temporalité de l’expression d’ASP au cours de l’infection.  

 

4. Analyse de l’épitope d’ASP ciblé par les anticorps des patients #7, #9, #16 et 

#40  

 

Afin de déterminer l’immunogénicité des différents domaines d’ASP, j’ai ensuite analysé 

leur contribution à l’épitope ciblé par les anticorps des patients #7, #9, #16 et #40. A cette fin, 

j’ai conçu des protéines de fusion entre la nano et 4 mutants d’ASP tronqués de différents 

domaines de la protéine (Figure 40A) : 

· Le mutant 1-62 qui présente uniquement la région N-terminale (acides aminés 1 à 62) 

d’ASP comprenant les deux triplets de cystéines et le motif riche en prolines (PxxP). 
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· Le mutant 1-141 qui est dépourvu de l’extrémité C-terminale (acides aminés 141 à 189) 

d’ASP, et qui ne possède donc pas la région hypervariable V4. 

 

· Le mutant 26-189 qui est dépourvu des 26 premiers acides aminés d’ASP. Le mutant 26-

189 possède le motif PxxP mais est dépourvu des deux triplets de cystéines.  

 

· Le mutant 60-189 qui est dépourvu de l’extrémité N-terminale d’ASP (acides aminés 1 à 

60), et qui ne possède donc ni les triplets de cystéines ni le motif PxxP. 

 

Dans un premier temps, j’ai évalué l’expression des mutants en réalisant un western-blot sur 

des lysats de HEK 293T transfectées. Comme indiqué Figure 40B (panneau de gauche), les 

différents mutants sont exprimés de manière globalement similaire, à l’exception du mutant 1-

141 dont le niveau d’expression est légèrement supérieur. Afin de m’affranchir de ce biais, j’ai 

ajouté dans chaque réaction de LIPS la quantité de mutants nécessaires pour obtenir un signal 

théorique de 1.107 LU (Figure 40B ; panneau de droite).  

Dans un deuxième temps, j’ai évalué le bruit de fond associé à chaque mutant en réalisant 

un LIPS sur le plasma d’individus séronégatifs, comme décrit précédemment pour la forme 

entière (FE) de nano-ASP (voir Figure 52 du matériel et méthodes ; Figure 29B). 

Contrairement au mutant 1-141, le bruit de fond obtenu avec les mutants 1-62, 26-189 et 60-

189 est inférieur à celui obtenu avec nano-ASP FE (Figure 52). Cela suggère que l’extrémité 

N-terminale et la région centrale d’ASP sont toutes les deux impliquées dans le bruit de fond 

associé à nano-ASP FE. Le bruit de fond plus important du mutant 1-141 peut également être 

dû à la plus grande quantité de protéines nécessaires à l’obtention d’un signal de 1.107 LU  

(Figure 40B ; panneau de droite). 

Pour la suite des expériences, j’ai normalisé les différences de bruit de fond de chaque mutant 

par rapport au bruit de fond de nano-ASP FE (voir partie III2f du matériel et méthodes). J’ai 

ensuite exprimé les signaux normalisés de chaque mutant en pourcentage du signal obtenu avec 

la forme nano-ASP FE (Figure 41).  
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Figure 40 : Génération de mutants d’ASP pour déterminer l’épitope d’ASP ciblé in vivo. A. 

Représentation schématique des mutants de nano-ASP. Les numéros indiquent le positionnement des 

acides aminés des mutants. B. Détection par immuno-blot des mutants de nano-ASP. Les extraits 

protéiques déposés sur chaque piste ont été normalisés par rapport à la quantité totale de protéines (à 

gauche) ou par rapport à l’activité de la nano (à droite ; dépôt de la quantité de lysat nécessaire à 

l’obtention de1.107 LU). Le signal est révélé à l’aide d’un anticorps ciblant la séquence Flag située en 

N-terminal de la nano. 
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Figure 41 : Contribution des différents domaines d’ASP à l’épitope ciblé par les anticorps des 

patients#7, #9, #16 et #40. Résultats du LIPS réalisé sur le plasma des patients #7, #9 et 16 (S37) et le 

plasma du patient #40 (2.5 années post-inclusion) avec la nano, la forme entière de nano-ASP ou 

différents mutants de nano-ASP. Pour chaque mutant, le signal a été normalisé pour les différences de 

bruit de fond par rapport à la forme entière de nano-ASP. Le signal de chaque mutant est exprimé en 

pourcentage du signal obtenu avec la forme entière de nano-ASP. La ligne en pointillé correspond au 

seuil de positivité (51 000 RLU), exprimé en pourcentage du signal obtenu avec la forme entière de 

nano-ASP. Les données représentent la valeur médiane d’une expérience réalisée en triplicats. 

 

J’ai analysé la réponse anticorps dirigée contre les 4 mutants de nano-ASP dans le plasma 

des patients #7, #9, #16 et #40 (Figure 41). Pour les 4 patients, je n’ai détecté aucune diminution 

du signal en tronquant les extrémités N-terminale (mutant 26-189) et C-terminale (mutant 1-

141) d’ASP. J’ai même observé une augmentation du signal pour les 4 patients en l’absence 

des résidus 141-189 d’ASP, ainsi que pour le patient #40 en l’absence des résidus 1-26 (Figure 

41). Ces augmentations du signal peuvent indiquer une meilleure accessibilité de l’épitope 

d’ASP aux anticorps avec ces deux mutants, ou être dû à la quantité plus importante de protéines 
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dans la réaction pour le mutant 1-141. Dans tous les cas, ces résultats suggèrent fortement que 

les régions 1-26 et 141-189 d’ASP ne sont pas ciblées par les anticorps des patients (Figure 41).   

En l’absence des résidus 1 à 60 (mutant 60-189) et des résidus 62 à 189 (mutant 1-62) 

d’ASP, le signal des 4 patients diminue fortement (Figure 41). Pour le patient #16 uniquement, 

le signal reste supérieur au seuil de positivité avec le mutant 1-62 (Figure 41). Il est donc 

possible que la réponse anticorps anti-ASP de la patiente #16 cible davantage de régions 

antigéniques d’ASP que la réponse anticorps des patients #7, #9 et #40, comme le suggérait 

déjà son plus fort titre d’anticorps anti-ASP (Figure 32). La région 1-26 n’étant pas ciblée par 

les anticorps, la diminution du signal observée avec le mutant 60-189 peut être attribuée à la 

déplétion de la région 26-60 d’ASP qui comprend le motif PxxP (Figure 40; Figure 41). Pour 

les patients #7, #9 et #40, le motif PxxP et la région centrale 60-141 d’ASP comprenant V5 ne 

semblent pas être reconnues lorsqu’elles sont isolées (mutants 1-62 et 60-189). Il est donc 

probable que les régions 26-60 et 60-141 d’ASP contribuent toutes les deux à la 

reconnaissance d’ASP par les anticorps, soit en participant directement à l’épitope d’ASP, 

soit indirectement en favorisant le repliement de la protéine.  

 

Dans l’ensemble, ces résultats suggèrent fortement que les anticorps des patients #7, #9, #16 

et #40 ciblent un ou plusieurs épitopes conformationnels conservé(s) situés entre les 

résidus 26 et 141 d’ASP. La contribution des motifs PxxP et V5 à l’épitope d’ASP devra être 

évaluée en réalisant des versions d’ASP spécifiquement mutées de ces deux motifs.  
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La détection d’anticorps anti-ASP dans les échantillons biologiques de 4 patients non traités 

(patients #7, #9, #16 et #40) a permis de confirmer la présence d’anticorps anti-ASP au 

cours de l’infection. Par ailleurs, le suivi de l’évolution de la réponse anticorps anti-ASP chez 

ces patients suggère que l’intensité de la réponse anticorps anti-ASP fluctue au cours de 

l’infection, probablement en relation avec des paramètres immuno-virologiques qui 

restent à être déterminés.  

L’absence d’anticorps anti-ASP chez les patients controllers et sous ART suggère une 

association positive entre la réplication virale et la réponse anticorps anti-ASP chez ces 

patients. Cette hypothèse est confortée par la détection d’anticorps anti-ASP après une phase 

de forte réplication virale chez la patiente #7. Cependant, (i) les tendances inversées de la 

réponse anticorps anti-ASP et de la virémie chez les patients #7 et #40, ainsi que (ii) la faible 

CV de la patiente #16 suggèrent que le lien qui unit potentiellement la réplication virale et 

la réponse anticorps anti-ASP est complexe. L’appréhension de la relation entre ces deux 

paramètres nécessiterait l’étude d’un plus grand nombre de patients présentant des profils 

immuno-virologiques variés, ainsi qu’un suivi clinique couvrant différentes phases de 

l’infection naturelle. 

Enfin, mes résultats suggèrent que les anticorps anti-ASP ciblent un ou plusieurs épitopes 

conformationnels conservés qui incluraient potentiellement le motif PxxP et la région 

hypervariable V5 d’ASP. La conception de nouveaux mutants pourrait être envisagée pour 

étudier plus finement l’épitope d’ASP. 
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II. Etude de l’expression du transcrit d’asp dans des cellules de patients infectés par 

le VIH-1 

 

Différentes études ont rapporté l’expression préférentielle de la transcription antisens du 

VIH-1 dans les cellules infectées qui expriment peu de transcrits sens, et qui produisent donc 

peu de virions (Kobayashi-Ishihara et al. 2012, 2018; Laverdure et al. 2012; Arpin-André et al. 

2014). Cette observation a été récemment confortée par la détection de transcrits d’asp dans les 

T CD4+ quiescents isolés de patients (Zapata et al. 2017).  

Afin d’analyser le profil d’expression des transcrits d’asp in vivo, j’ai recherché la présence 

de transcrits d’asp dans des cellules primaires isolées de patients infectés par le VIH-1. Dans 

un premier temps, j’ai mis au point une technique de RT-qPCR brin-spécifique permettant la 

quantification spécifique et relative des transcrits d’asp. En utilisant cette technique, j’ai ensuite 

détecté des transcrits d’asp dans deux lignées cellulaires infectées de manière latente puis dans 

des cellules primaires de patients.  

Ce projet a nécessité une importante phase de développement technologique, et de 

nombreuses optimisations de la RT-qPCR brin-spécifique et des méthodes d’isolation des 

cellules primaires ont été nécessaires pour détecter les transcrits d’asp. Les résultats que je 

présente dans cette partie sont donc préliminaires.  

 

1. Développement d’une technique de RT-qPCR brin-spécifique pour détecter 

les transcrits d’asp  

a. Principe de la technique de RT-qPCR brin-spécifique 

 

Dans la décennie suivant la découverte du gène asp, des transcrits antisens du VIH-1 ont été 

détectés dans des lignées de lymphocytes T chroniquement infectés, en utilisant des amorces 

de réverse transcription (RT) puis de PCR spécifiques (Michael et al. 1994; Vanhée-Brossollet 

et al. 1995). Cependant, dans ces deux études, aucun contrôle n’a permis de vérifier que le 

signal détecté provenait bien des ADNc réverse transcrits à l’aide de l’amorce de RT d’asp. En 

effet, la réverse transcription des transcrits sens et antisens peut avoir lieu en l’absence 

d’amorces spécifiques, du fait de l’amorçage des transcrits par de petits acides nucléiques 

contaminants d’origine cellulaire ou par des structures secondaires tiges-boucles de l’ARN 
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(Gunji et al. 1994; Timofeeva et Skrypina 2001; Beiter et al. 2007; Feng et al. 2012). Ce 

phénomène général, qualifié d’auto-amorçage, peut-être évalué en effectuant une réaction de 

RT en l’absence d’amorces spécifiques.  

 En réalisant ce contrôle d’auto-amorçage, l’équipe du Pr Benoît Barbeau a auparavant 

rapporté l’importante contribution de ce phénomène au signal observé lors de l’amplification 

du transcrit d’asp dans des HEK transfectées (Landry et al. 2007). Cette même étude a démontré 

que les transcrits sens étaient les principaux contributeurs de ce phénomène d’auto-amorçage. 

L’activité transcriptionnelle sens du VIH-1 étant supérieure d’un facteur 25-1000 à l’activité 

transcriptionnelle antisens dans les cellules lymphoïdes et myéloïdes (Kobayashi-Ishihara et al. 

2012, 2018; Laverdure et al. 2012), l’équipe du Pr Benoit Barbeau a développé en collaboration 

avec notre équipe une technique de RT-PCR brin-spécifique qui permet de détecter les 

transcrits antisens en s’affranchissant du signal dû à l’auto-amorçage des transcrits sens (Landry 

et al. 2007).  

 

Figure 42 : Principe général de la technique de RT-qPCR brin-spécifique. L’amorce de RT 

comporte en 5’ une séquence non complémentaire au transcrit d’asp (ancre). La qPCR est réalisée à 

l’aide d’une amorce sens (S) qui s’hybride en 3’ de l’ADNc d’asp et d’une amorce antisens (AS) 

complémentaire de l’ancre.  

 

Cette technique repose sur l’ajout d’une séquence non complémentaire (séquence ancre) 

du transcrit d’asp en 5’ de l’amorce utilisée pour l’étape de RT (Figure 42). En utilisant une 

amorce antisens complémentaire de la séquence ancre lors de l’étape de PCR, seuls les ADNc 

réverse transcrits à l’aide des amorces de RT sont amplifiés. En utilisant cette technique, le 

signal dû au phénomène d’auto-amorçage dans les HEK transfectées de l’étude de Landry et al 

a été drastiquement diminué. Plus récemment, cette technique a également été utilisée pour 

détecter les transcrits antisens du VIH-1 par RT-PCR dans des cellules transfectées (Kobayashi-
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Ishihara et al. 2012) et par RT-PCR quantitative (RT-qPCR) dans des cellules primaires isolées 

de patients infectés (Zapata et al. 2017).  

 

b. Validation des amorces de RT-qPCR d’asp utilisées  

 

Afin de détecter les transcrits d’asp dans des cellules infectées par le VIH-1, nous avons 

conçu une amorce de RT complémentaire de l’extrémité 5’ conservée de l’ORF d’ASP (Figure 

43A). Cette amorce comporte une séquence ancre en 5’ comme décrit précédemment (Figure 

42), et a été conçue pour s’hybrider à une séquence consensus d’asp générée par l’alignement 

de séquences de plusieurs sous-types et CRF du VIH-1. L’amorce de RT d’asp peut 

théoriquement s’hybrider aux 4 différents transcrits d’asp qui ont été décrits in vitro (Michael 

et al. 1994; Landry et al. 2007; Kobayashi-Ishihara et al. 2012; Saayman et al. 2014) (Figure 

43A). Les amorces de qPCR sens et antisens spécifiques d’asp s’hybrident respectivement à 

l’extrémité 3’ et à la séquence ancre de l’ADNc d’asp. 

J’ai testé les amorces d’asp en réalisant une RT-qPCR sur les transcrits de deux types 

cellulaires infectés in vitro avec un virus NLAd8: des DC dérivées de monocytes primaires (DC 

Ad8) et des cellules Jurkat (Jurkat Ad8). Afin de vérifier l’absence de phénomènes d’auto-

amorçage lors de l’étape de RT et l’absence d’interférence entre les amorces de RT d’asp et des 

gènes de ménage, j’ai effectué 3 réactions de RT sur les DC Ad8 et les Jurkat Ad8 (données 

non présentées): 

· Une réaction de RT en présence des amorces spécifiques d’asp et des gènes de ménage 

· Une réaction de RT en présence de l’amorce d’asp seule 

· Une réaction de RT sans amorce (contrôle d’auto-amorçage) 

 

Les ADNc obtenus à l’issue de chaque réaction de RT ont ensuite été amplifiés par qPCR. 

En l’absence d’amorces de RT, je n’ai détecté aucun signal par qPCR dans les DC Ad8 et les 

Jurkat Ad8 (données non présentées), indiquant l’absence de phénomènes d’auto-amorçage au 

cours de la RT pour les deux types cellulaires. Par ailleurs, je n’ai observé aucune différence 

dans l’intensité du signal en effectuant la réaction de RT en présence des amorces d’asp et des 

gènes de ménage ou en présence de l’amorce d’asp seule (données non présentées), indiquant 
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que les différentes amorces de RT peuvent être employées simultanément sans impacter la 

qualité du signal.  

 

Figure 43 : Développement de la technique de RT-qPCR brin-spécifique pour la détection des 

transcrits d’asp dans des cellules infectées par le VIH-1. A. Représentation schématique du génome 

proviral du VIH-1 et de l’amorce de RT utilisée pour la détection des transcrits d’asp dans les cellules 

infectées. L’amorce de RT s’hybride dans l’ORF d’ASP et peut théoriquement se lier aux 4 types de 

transcrits antisens du VIH-1 qui ont été décrits in vitro : le transcrit I (Michael et al. 1994), le transcrit 

II (Landry et al. 2007), le transcrit III (Kobayashi-Ishihara et al. 2012) et le transcrit IV (Saayman et al. 

2014). B. Signal fluorescent obtenu en réalisant une qPCR sur les dilutions de la gamme d’amplicons 

d’asp allant de 102 à 107 copies d’ADN/µL. Chaque réaction a été réalisée en triplicats. Les résultats ont 

été obtenus avec le logiciel LightCycler480 (Roche life Science). 

 

La spécificité du signal détecté par qPCR peut être évaluée de deux manières : (i) en 

séquençant les amplicons obtenus, et (ii) en comparant la température du pic de la courbe de 

fusion (Tm) des amplicons à celle d’une séquence d’ADN de référence (gamme étalon). La 

spécificité du signal est également vérifiée en réalisant une qPCR en l’absence de matrice 

d’ADN (contrôle sans matrice). Pour les réactions de RT-qPCR que j’ai réalisées, j’ai donc 
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considérés comme spécifiques les signaux (i) détectés à un cycle seuil (Ct) inférieur à celui 

du signal aspécifique du contrôle sans matrice et (ii) dont la Tm est identique à celle de la 

gamme étalon de chaque gène considéré.  

Après avoir validé par séquençage la spécificité des signaux obtenus par qPCR avec les 

Jurkat Ad8, j’ai utilisé les amplicons d’asp et des gènes de ménage actine beta, rpl19 et hprt 

obtenus avec ces cellules pour générer des gammes étalon de référence pour chaque gène. 

Chaque gamme comprenait des dilutions d’amplicons de 100 à 107 copies d’ADN/µL. En les 

utilisant comme matrice dans une réaction de qPCR, j’ai obtenu un signal spécifique pour toutes 

les dilutions de la gamme asp. Cependant, la reproductibilité de ce signal était insuffisante pour 

les dilutions comportant théoriquement 100 et 101 copies/µL, probablement à cause du faible 

nombre de copies d’ADN dans la réaction initiale. Par conséquent, je n’ai pas utilisé ces deux 

dilutions pour générer la courbe d’étalonnage d’asp (Figure 43B).  

La technique de RT-qPCR brin-spécifique que j’ai développée me permet donc de détecter 

les transcrits d’asp présents dans la réaction à partir d’une copie/µL, mais ne me permet pas de 

quantifier ces transcrits lorsqu’ils sont présents à une concentration inférieure à 100 copies/µL 

(ce qui correspond à un Ct de 32 ; Figure 43B). Pour la suite des expériences, j’ai utilisé la 

Tm obtenue avec la gamme étalon d’asp pour vérifier la spécificité du signal obtenu dans 

les échantillons de cellules infectées. 

 

Dans l’ensemble, j’ai développé une technique de qRT-PCR brin-spécifique qui permet la 

réverse transcription spécifique des transcrits d’asp isolés de cellules infectées in vitro, ainsi 

que l’amplification spécifique par qPCR des ADNc obtenus. Cette technique permet de détecter 

des transcrits d’asp présents dans l’échantillon initial à partir d’une concentration de 1 

copie/µL. La capacité de notre technique à détecter des transcrits présents à une très faible 

concentration dans l’échantillon initiale est particulièrement importante pour asp, étant donné 

(i) la faible abondance des transcrits antisens dans les cellules infectées (Kobayashi-Ishihara et 

al. 2012; Laverdure et al. 2012; Zapata et al. 2017), (ii) le fort taux de cellules infectées 

porteuses de provirus défectueux in vivo (Ho et al. 2013) et (iii) le faible nombre de cellules de 

patients infectés dont nous disposions initialement.  
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2. Détection des transcrits d’asp dans des lignées cellulaires infectées de 

manière latente 

 

La transcription antisens du VIH-1 étant préférentiellement active lorsque la transcription 

sens est faible (Landry et al. 2007; Kobayashi-Ishihara et al. 2012; Laverdure et al. 2012), j’ai 

analysé l’expression des transcrits d’asp et de gag dans deux lignées cellulaires infectées par le 

VIH-1 de manière latente : la lignée myéloïde U1 et la lignée lymphoïde ACH-2. A l’état basal, 

le niveau d’expression d’asp était similaire dans les deux lignées, mais l’expression de gag était 

supérieure dans les ACH-2. Dans la lignée myéloïde U1 et dans la lignée lymphoïde ACH-2, le 

niveau d’expression de gag était respectivement supérieur d’un facteur 10 et d’un facteur 104 à 

celui d’asp (Figure 44), en accord avec l’importante activité transcriptionnelle antisens du VIH-

1 au préalable décrite par notre équipe dans la lignée U1 (Landry et al. 2007) et dans des cellules 

primaires d’origine myéloïde (Laverdure et al. 2012).  

Des études réalisées par différentes équipes, y compris la nôtre, ont rapporté l’impact positif 

d’activateurs de la voie NF-kB sur la transcription antisens du VIH-1 dans des lignées 

lymphocytaires transfectées ou infectées (Michael et al. 1994; Vanhée-Brossollet et al. 1995; 

Peeters et al. 1996; Kobayashi-Ishihara et al. 2012; Arpin-André et al. 2014). Afin d’analyser 

l’impact de l’activation de la voie NF-kB sur l’expression d’asp endogène, j’ai analysé 

l’expression d’asp dans les lignées U1 et ACH-2 avant et après traitement par des activateurs 

de la voie NF-kB. L’activation de la voie NF-kB par la cytokine TNF-α (U1) ou par le double 

traitement PMA/ionomycine (ACH-2) augmente d’un facteur 10 l’expression des transcrits 

d’asp dans les deux lignées (Figure 44), confirmant le rôle exercé par NF-kB dans l’activation 

de la transcription antisens du VIH-1 (Michael et al. 1994; Kobayashi-Ishihara et al. 2012; 

Arpin-André et al. 2014). Comme attendu, l’activation de la voie NF-kB augmente également 

l’expression de gag dans les deux lignées (Figure 44). Cette augmentation est plus faible pour 

la lignée ACH-2 que pour la lignée U1, mais cette différence est probablement due à la plus 

forte expression basale de gag dans les ACH-2. Les ACH-2 étant une lignée latente, la forte 

expression basale de gag est surprenante et peut indiquer que la lignée que j’ai utilisée a dérivé. 
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Figure 44 : Analyse de l’expression du transcrit d’asp dans deux lignées cellulaires infectées de 

manière latente, avant ou après traitement avec des activateurs de la voie NF-kB. Expression 

relative des transcrits de gag et d’asp dans la lignée myéloïde U1 et dans la lignée lymphoïde ACH-2 

non traitées (barres blanches) ou après 4h de traitement au TNF-α (U1) ou à la PMA/ionomycine (ACH-

2). 

 

Dans l’ensemble, les transcrits d’asp endogènes sont détectés dans deux lignées infectées de 

manière latente, et l’expression d’asp augmente lorsque les cellules sont traitées avec des 

activateurs de la voie NF-kB. Le rapport des transcriptions sens et antisens du VIH-1 est plus 

faible dans la lignée myéloïde U1 que dans la lignée lymphoïde ACH-2, ce qui conforte la plus 

forte activité transcriptionnelle antisens du VIH-1 précédemment observée dans les cellules 

d’origine myéloïde. Du fait de la forte expression basal de gag dans les ACH-2, ces résultats 

doivent cependant être interprétés avec précaution. 
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3. Détection des transcrits d’asp dans les cellules de patients infectés par le 

VIH-1 

 

J’ai ensuite analysé l’expression d’asp dans des cellules primaires isolées du groupe de 

patientes du Burkina Faso et du groupe de patients sous ART au préalable étudiés pour leur 

réponse anticorps anti-ASP (Figure 31 ; Figure 35). Comme mentionné précédemment, de 

nombreuses optimisations du mode de préparation des échantillons (isolation des cellules 

primaires et d’extraction d’ARN) ont été nécessaires pour détecter les transcrits d’asp dans ces 

cellules primaires. Par conséquent, je n’ai pu mener à bien la détection des transcrits d’asp que 

chez quelques patients. 

Dans le cadre de l’étude clinique PROMISE-PEP, les cellules mononucléées du sang 

périphérique (PBMC) ont été isolées des patientes à différents temps après l’arrêt de la prise 

d’ARV (Nagot et al. 2016). Pour chaque patiente, je disposais d’un unique culot sec de PBMC 

isolées à S0 (Figure 30). Malheureusement, je n’ai pas détecté de signaux spécifiques d’asp par 

RT-qPCR dans ces échantillons, potentiellement du fait de leur mode de préparation (culots 

secs et extraction d’ARN au phénol/chloroforme, voir partie II2b du Matériel et Méthodes).  

Par la suite, j’ai analysé la présence des transcrits d’asp dans des cellules primaires 

fraîchement isolées d’échantillons de sang périphérique des patients sous ART précédemment 

décrits (Figure 35). L’activité transcriptionnelle antisens du VIH-1 est plus active dans les DC 

et les macrophages que dans les T CD4+ activés (Kobayashi-Ishihara et al. 2012; Laverdure et 

al. 2012). Les macrophages étant absents du sang périphérique et les DC représentant 

uniquement 0.2% des PBMC, j’ai analysé l’expression d’asp dans les T CD4+ totaux du sang 

périphérique des patients. En effet, les T CD4+ circulants comprennent une minorité de T CD4+ 

activés, et présentent donc majoritairement un phénotype quiescent associé à une faible activité 

transcriptionnelle sens. En outre, la présence de transcrits antisens du VIH-1 avait déjà été 

rapportée dans plusieurs lignées de T CD4+ chroniquement infectées (Vanhée-Brossollet et al. 

1995; Landry et al. 2007; Kobayashi-Ishihara et al. 2012; Saayman et al. 2014; Zapata et al. 

2017) et, plus récemment, dans les T CD4+ totaux isolés de patients infectés par le VIH-1 

(Zapata et al. 2017). 

 



165 
 

 

Figure 45 Des transcrits d’asp sont détectés dans les T CD4+ totaux des patients #34 et #35. A. 

Quantification relative des transcrits d’asp dans les T CD4+ totaux des patients #34 et #35. Les valeurs 

représentent l’expression relative du gène asp normalisé par rapport à l’expression des gènes actine beta, 

rpl19 et hprt dans les cellules (expression relative). Les données représentent les résultats obtenus d’une 

expérience de qPCR réalisée en triplicats. B. Représentation de la courbe de fusion obtenue avec les 

amplicons d’asp amplifiés des T CD4+ totaux des patients #34 et #35. La courbe de fusion obtenue dans 

la même expérience avec la gamme étalon asp ancre (dilution à 104 copies d’amplicons/µL) est 

également représentée. Les résultats ont été obtenus avec le logiciel LightCycler480 (Roche life 

Science). 

 

Afin de détecter les transcrits d’asp dans les T CD4+ totaux des patients sous ART, j’ai 

effectué des mises au points sur différentes étapes du protocole d’isolation des T CD4+ et de la 

RT-qPCR brin-spécifique. Ces optimisations m’ont permis de détecter des signaux spécifiques 

indiquant la présence de transcrits d’asp dans les T CD4+ totaux de deux patients sous ART 

(patients #34 et #35 ; Figure 45A). Ces signaux spécifiques ont cependant été détectés après 36 

cycles de qPCR, soit à un Ct supérieur au Ct de la plus faible dilution de la gamme utilisée pour 

générer la gamme étalon d’asp (Dilution 102 copies/µL ; Figure 45B). Afin de représenter 

graphiquement les signaux obtenus pour asp chez ces deux patients, j’ai tout de même quantifié 

l’expression du transcrit d’asp relativement aux transcrits des gènes de ménage en extrapolant 

la droite d’étalonnage de la gamme d’asp (Figure 43B ; Figure 45A). La Tm des amplicons 

d’asp de ces 2 patients attestait de la spécificité du signal obtenu (Figure 45B).  
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Dans l’ensemble, j’ai détecté des signaux spécifiques indiquant la présence de transcrit d’asp 

dans les T CD4+ totaux des patients #34 et #35. Bien que préliminaires, mes résultats sont en 

accord avec l’étude de Zapata et al qui ont détecté des transcrits d’asp dans les T CD4+ totaux 

isolés de 3 patients sous ART. Mes résultats sont également en lien avec les études précédentes 

qui ont rapporté une plus forte transcription antisens du VIH-1 dans les cellules présentant une 

faible transcription sens (Kobayashi-Ishihara et al. 2012; Laverdure et al. 2012). En revanche, 

mes résultats sont en apparente contradiction avec une étude récente qui a rapporté la présence 

de transcrits d’asp dans les T CD4+ totaux de patients uniquement après leur ré-activation ex 

vivo (Mancarella et al. 2019). Je reviendrai sur les différences entre nos deux études dans la 

discussion. 
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En conclusion pour cette partie, j’ai détecté la présence de transcrits d’asp dans les T 

CD4+ totaux de 2 patients sous ART, ce qui confirme la récente détection du transcrit d’asp 

dans les T CD4+ totaux de patients sous ART (Zapata et al. 2017), et l’hypothèse selon laquelle 

l’activité transcriptionnelle antisens du VIH-1 est plus importante dans un contexte cellulaire 

de faible transcription sens (Landry et al. 2007; Kobayashi-Ishihara et al. 2012; Laverdure et 

al. 2012; Saayman et al. 2014). Plus généralement, mes résultats confirment que des transcrits 

d’asp sont produits in vivo.  

La principale limitation technique à laquelle j’ai été confrontée pour l’étude des transcrits 

d’asp est le faible nombre initial de cellules de patients disponibles. Ce nombre, inconnu pour 

les PBMC des patientes du Burkina Faso, s’élevait à un maximum de 3.106 de T CD4+ pour les 

patients sous ART. Le nombre de cellules quiescentes infectées porteuses d’un provirus intact 

ayant été estimé à 1 sur 106 cellules (Ho et al. 2013), et le nombre de transcrits antisens du VIH-

1 à 5-25 copies/cellule (Zapata et al. 2017), je disposais d’après ces prédictions d’un maximum 

de 15-75 copies de transcrits d’asp dans la réaction de RT initiale. 

Afin de surmonter ces limitations techniques et d’approfondir l’étude des transcrits d’asp, 

un projet de recherche annexe a été initié en 2019 au sein de notre équipe suite à l’obtention 

d’un contrat de pré-maturation auprès de l’INSB. Ce projet de recherche s’inscrit dans 

l’approche globale visant à évaluer l’emploi d’ASP comme biomarqueur potentiel du suivi de 

l’évolution de la pathologie, qui a fait l’objet du dépôt d’un brevet auprès du CNRS.  
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Discussion 
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En détectant des transcrits d’asp et des anticorps anti-ASP dans des échantillons biologiques 

de patients, j’ai confirmé l’expression du gène asp au cours de l’infection par le VIH-1, ce 

qui avait déjà été fortement suggéré par plusieurs études (Vanhée-Brossollet et al. 1995; Berger 

et al. 2015; Bet et al. 2015; Zapata et al. 2017). Dans la discussion, je reviens sur les principaux 

résultats que j’ai obtenus de l’étude des anticorps anti-ASP et des transcrits d’asp. Je discute 

également des hypothèses relatives au profil d’expression d’ASP et de ses transcrits in vivo qui 

peuvent être émises à partir de mes résultats. 

 

I. Détection des transcrit d’asp chez le patient 

 

J’ai détecté des transcrits d’asp dans les T CD4+ totaux de patients sous ART, ce qui 

confirme les résultats de l’étude de Zapata et al qui a également détecté des transcrits d’asp 

dans les T CD4+ de patients (Zapata et al. 2017). Nos deux études ont été effectuées en utilisant 

une RT-qPCR à l’aide d’une amorce de RT spécifique des transcrits d’asp et comportant une 

séquence ancre en 5’ (Figure 15). Cette approche permet de s’affranchir du signal aspécifique 

dû à l’auto-amorçage lors de la RT (Landry et al. 2007; Barbeau, Mesnard 2015). En utilisant 

une approche de RT-qPCR nichée, une étude parue cette année a également rapporté la présence 

de transcrits d’asp dans les T CD4+ de patients sous ART et de patients non traités (Mancarella 

et al. 2019). Dans cette étude en revanche, les transcrits d’asp ont uniquement été détectés 

lorsque les T CD4+ étaient réactivés ex vivo. Leur RT a été effectuée à l’aide d’une amorce 

complémentaire d’une région du transcrit située 400 nucléotides en aval du codon stop d’asp, 

et la PCR nichée à l’aide de deux paires d’amorces : une paire d’amorces" universelle" qui 

s’hybride de part et d’autre de l’ORF d’asp, puis une paire d’amorces spécifique à chaque 

patient qui s’hybride dans l’ORF d’asp. L’absence de détection de transcrits d’asp dans les T 

CD4+ de patients non réactivés est surprenante car la sensibilité de la qPCR nichée est à priori 

supérieure à celle de la qPCR classique utilisée dans mon étude et celle de Zapata et al. En 

revanche, la quantification de la qPCR nichée est moins précise que la quantification de la qPCR 

classique.  

Quatre principaux transcrits d’asp de longueurs différentes ont été décrits in vitro dans des 

modèles cellulaires distincts (Michael et al. 1994; Landry et al. 2007; Kobayashi-Ishihara et al. 

2012; Saayman et al. 2014), mais l’expression de ces différents transcrits in vivo n’a jamais été 
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démontrée. Il est donc possible que les cellules infectées in vivo expriment différents transcrits 

d’asp, et que la nature des transcrits exprimés diffère en fonction du type cellulaire et en 

fonction du stade d’infection de la cellule. Deux des transcrits antisens du VIH-1 décrits in vitro 

exercent une fonction de régulation de la transcription virale sens (Kobayashi-Ishihara et al. 

2012; Saayman et al. 2014; Zapata et al. 2017). Bien qu’il ait été suggéré que ces deux transcrits 

soient non codants, les 4 transcrits antisens potentiels possèdent l’ORF d’asp. Dans l’étude 

menée par Mancarella et al, le traitement des T CD4+ avec un inhibiteur de la polymérase II 

réduit le signal obtenu par RT-qPCR, ce qui suggère que les transcrits d’asp détectés dans cette 

étude sont codants.  

Malgré cette information, la nature des transcrits détectés dans cette étude reste inconnue, 

de même que la nature des transcrits détectés dans mon étude et dans l’étude de Zapata et al. Il 

est donc possible que différents transcrits d’asp aient été détectés dans nos 3 études. Cette 

hypothèse est probable car, contrairement à mon amorce de RT et à celle utilisée par Zapata et 

al, l’amorce de RT de Mancarella et al ne permet pas de détecter les transcrits courts d’asp. 

L’absence de transcrits d’asp dans les T CD4+ non réactivés pourrait alors indiquer que ces 

cellules produisent des transcrits courts d’asp. A l’avenir, il serait intéressant d’analyser 

l’expression des transcrits d’asp dans des T CD4+ de patients réactivés ex vivo en utilisant mon 

amorce de RT qui cible une région conservée de l’ORF d’asp (Figure 43A), et qui permet donc 

théoriquement de détecter tous les transcrits antisens qui présentent l’ORF d’asp. 

Dans l’étude de Mancarella et al, asp et env présentent des profils d’expression similaires 

dans les T CD4+ réactivés, ce qui est en contraste avec l’antagonisme des transcriptions sens et 

antisens du VIH-1 qui a précédemment été décrite (Kobayashi-Ishihara et al. 2012; Laverdure 

et al. 2012; Arpin-André et al. 2014). Deux autres études ont récemment suggéré que les 

transcriptions sens et antisens du VIH-1 puissent être simultanément actives dans les cellules 

infectées (Kobayashi-Ishihara et al. 2018; Affram et al. 2019). Affram et al ont détecté ASP 

dans des lignées cellulaires chroniquement infectées après ré-activation de la voie NK-kB, et 

Kobayashi et al ont détecté la transcription du VIH-1 dans les deux sens dans une lignée 

cellulaire infectée in vitro. Cependant, les résultats obtenus par Mancarella et al ne permettent 

pas de déterminer si les transcrits sens et antisens du VIH-1 détectés par RT-qPCR sont 

exprimés simultanément dans les mêmes cellules. Auparavant, notre équipe avait rapporté que 

les transcriptions sens et antisens du VIH-1 n’avaient pas lieu dans les mêmes cellules 

(Laverdure et al. 2012).  
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Les mécanismes moléculaires et cellulaires qui régulent l’équilibre entre les transcriptions 

sens et antisens du VIH-1 sont complexes. Dans mon étude, l’activation de la voie NF-kB dans 

2 lignées infectées de manière latente résulte en une augmentation de la transcription virale 

dans les deux sens, en accord avec les résultats de précédentes études (Michael et al. 1994; 

Vanhée-Brossollet et al. 1995; Peeters et al. 1996; Kobayashi-Ishihara et al. 2012; Arpin-André 

et al. 2014). Cependant, le ratio des transcriptions sens/antisens augmente suite à l’activation 

des cellules, ce qui peut indiquer que les facteurs de transcription dont l’expression est induite 

activent préférentiellement la transcription sens. Cette observation confirme que la transcription 

antisens du VIH-1 est inhibée par la transcription sens, et confirme la pertinence de son étude 

dans des cellules qui expriment naturellement peu de transcrits sens du VIH-1 telles que les 

DC, les macrophages et les T CD4+ infectés de manière latente. 

Dans tous les cas, la détection de transcrits d’asp dans les cellules de patients indiquent que 

le gène asp s’exprime au cours de l’infection. Plus particulièrement, la détection des transcrits 

d’asp dans les T CD4+ de patients non réactivés et réactivés ex vivo suggère que le gène asp 

peut s’exprimer dans des cellules infectées de manière latente et dans des cellules infectées de 

manière productive. A l’avenir, il serait intéressant de comparer le niveau d’expression des 

transcrits antisens du VIH-1 dans les cellules infectées de manière productive et dans les 

cellules infectées de manière latente d’un même patient. L’analyse de l’expression des transcrits 

antisens du VIH-1 pourrait également être élargie à d’autres populations cellulaires présentant 

une faible activité transcriptionnelle sens, telles que les DC et les macrophages (Laverdure et 

al. 2012). Un projet de recherche visant à étudier l’expression des transcrits d’asp dans les 

cellules infectées de manière latente est en cours de réalisation au sein de l’équipe. Ce projet de 

recherche s’inscrit dans l’étude de l’emploi potentiel d’ASP comme biomarqueur pour le suivi 

de l’infection par le VIH-1 qui a fait l’objet du dépôt d’un brevet auprès du CNRS.  

 

II. Détection d’anticorps anti-ASP chez le patient 

 

1. Fréquence de patients présentant des anticorps anti-ASP 

 

A l’aide du LIPS, j’ai détecté des anticorps anti-ASP dans le plasma d’environ 15% des 

patientes du Burkina Faso (3 sur 19), et dans le plasma d’environ 10% des patients français de 
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la cohorte ANRS SEROCO (1 sur 10). Mes résultats rapportent qu’au moins une fraction 

des patients développe une réponse anticorps anti-ASP au cours de leur infection, ce qui 

avait été pour la première fois suggéré en 1995 (Vanhée-Brossollet et al. 1995). Ces résultats 

apportent également des preuves supplémentaires quant à l’existence d’ASP et à son 

immunogénicité in vivo, en accord avec la détection de T CD8+ cytotoxiques dirigés contre 

des peptides d’ASP chez le patient (Berger et al. 2015; Bet et al. 2015). Il est intéressant de 

noter que la fréquence de patients détectés positifs pour les anticorps anti-ASP avec le LIPS est 

dans le même ordre de grandeur que la fréquence de patients infectés par HTLV-1 qui 

présentent des anticorps anti-HBZ (Enose-Akahata et al. 2013; Shiohama et al. 2016), et que la 

fréquence de patients infectés par le VIH-1 qui présentent des anticorps contre les protéines Tat 

(Rezza et al. 2005), Vif (O’Neil et al. 1997), Vpr et Vpu (Reiss et al. 1990).  

En utilisant des billes recouvertes de protéines A/G qui lient préférentiellement le fragment 

Fc des IgG, j’ai probablement détecté des IgG anti-ASP dans le plasma des patients. Bien que 

les IgG constituent l’isotype majoritaire du plasma et soient les principaux contributeurs des 

réponses humorales ciblant les protéines Gag, Pol et Env du VIH-1 (Tomaras et Haynes 2009), 

il n’est pas à exclure que les patients présentent d’autres isotypes d’anticorps anti-ASP dans 

leur plasma. En particulier, il est possible que des IgM anti-ASP soient présents lors de la mise 

en place de la réponse anticorps anti-ASP chez les patients. Il serait donc intéressant de 

rechercher la présence d’IgM anti-ASP chez les patients #7 et #40 pour lesquels la réponse 

anticorps anti-ASP est devenue détectable au cours du suivi clinique. La détection quasi-

exclusive d’IgG anti-ASP par le LIPS a potentiellement sous-estimé l’intensité de la réponse 

anticorps anti-ASP de certains patients, et par conséquent la fréquence de patients présentant 

des anticorps anti-ASP. 

Deux autres facteurs peuvent également avoir contribué à sous-estimer la fréquence de 

patients qui présentent des anticorps anti-ASP dans mon étude : l’utilisation d’un antigène 

d’ASP dont la séquence n’a peut-être pas permis de détecter les anticorps dirigés contre les 

régions V5 et V4 d’ASP spécifiques à chaque patient, et le niveau basal de luminescence associé 

à nano-ASP. Je reviendrai sur ces deux points dans les perspectives. 
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2. Epitope d’ASP ciblé par les anticorps in vivo 

 

J’ai détecté des anticorps anti-ASP dans le plasma de 3 patientes du Burkina Faso (patientes 

#7, #9 et #16) et dans le plasma d’un patient français (patient #40). Au Burkina Faso, le 

CRF06_cpx, le CRF02_AG, le sous-type A et le sous-type G sont respectivement responsables 

d’environ 54, 38, 3 et 1% des infections (Nadembega et al. 2006; Kagone et al. 2011; Sagna et 

al. 2015; Ngo-Giang-Huong et al. 2019). En France, comme dans le reste de l’Europe 

occidentale, le sous-type B prédomine largement (Hemelaar et al. 2019). La détection 

d’anticorps anti-ASP à des fréquences peu différentes chez ces patients à priori infectés par des 

sous-types et CRF différents suggérait l’existence d’un ou plusieurs épitopes conservés chez 

ASP. En effet, chez les patients #7, #9, #16 et #40, les anticorps semblent cibler un ou plusieurs 

épitopes localisés entre les résidus 26 et 141 d’ASP. Le motif PxxP très conservé et la zone 

centrale d’ASP comprenant V5 semblent être nécessaires à la reconnaissance de cet épitope par 

les anticorps. Cependant, mes résultats ne me permettent pas de déterminer si ces deux motifs 

sont inclus dans l’épitope d’ASP ou contribuent indirectement à cet épitope en favorisant le 

repliement de la protéine. La contribution des motifs PxxP et V5 à l’épitope d’ASP pourra être 

analysée plus finement en réalisant des versions d’ASP spécifiquement mutées de ces deux 

motifs.  

La région 141-189 d’ASP qui comprend le motif hypervariable V4 et la région 1-26 d’ASP 

qui comprend les deux triplets de cystéine ne semblent pas être reconnus par les anticorps des 

patients. La séquence de V4 est différente chez chaque patient. Il est donc possible que des 

anticorps ciblent cette région in vivo, mais que l’utilisation dans le LIPS d’un antigène d’ASP 

dont la séquence diffère de celle retrouvée chez les patients n’ait pas permis de détecter les 

anticorps anti-V4.  

Le ciblage d’un ou plusieurs épitopes localisés entre les résidus 26 et 141 d’ASP suggère 

que la région 26-141 d’ASP est exposée au système immunitaire au cours de l’infection. Dans 

la forme transmembranaire d’ASP, cette région pourrait se trouver exposée au milieu 

extracellulaire. Dans la forme nucléaire d’ASP, cette région pourrait être exposée lors de la lyse 

des cellules infectées. La localisation d’ASP dans des cellules infectées in vivo n’a jamais été 

décrite, mais les études réalisées dans des modèles cellulaires in vitro suggèrent qu’au moins 

une fraction des cellules infectées exprime ASP sous forme nucléaire, ce qui pourrait en partie 

expliquer la faible fréquence de patients qui présentent une réponse anticorps anti-ASP. Dans 
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tous les cas, la structure tertiaire d’ASP nucléaire diffère probablement de celle d’ASP 

transmembranaire.  

Les anticorps ciblant la région N-terminale 1-62 d’ASP n’ont été détectés que chez la 

patiente #16, alors que cette région d’ASP est très conservée. La présence d’anticorps dirigés 

contre la région N-terminale d’ASP peut indiquer sa plus forte exposition au système 

immunitaire chez cette patiente, soit du fait de la forte expression d’ASP à la surface des cellules 

infectées, soit du fait de l’importante lyse de ces cellules. Cette dernière hypothèse est probable 

étant donné que la patiente #16 est la seule des 4 patients positifs dont le taux de T CD4+ 

augmente au cours du suivi. La patiente #16 présentant le plus fort titre d’anticorps anti-ASP, 

la détection unique d’anticorps dirigés contre l’extrémité N-terminale d’ASP chez cette patiente 

peut également refléter sa forte concentration globale en anticorps anti-ASP.  

 

3. Profil d’expression d’ASP au cours de l’infection 

 

La détection de T CD8+ cytotoxiques dirigés contre plusieurs peptides chevauchants d’ASP 

parmi les PBMC de patients infectés en phase chronique (Berger et al. 2015; Bet et al. 2015), 

et la détection d’anticorps anti-ASP dans les sera de patients (Vanhée-Brossollet et al. 1995) 

ont précédemment suggéré qu’ASP était exprimée à différentes phases de l’infection par le 

VIH-1. Récemment, une étude a rapporté l’expression d’ASP dans des cellules chroniquement 

infectées qui étaient soit faiblement, soit fortement productrices de virions (Affram et al. 2019). 

Cette étude est en accord avec les deux études mentionnées précédemment qui ont suggéré 

l’expression de la transcription antisens du VIH-1 dans des cellules qui expriment également 

des transcrits sens (Kobayashi-Ishihara et al. 2018; Mancarella et al. 2019), et suggère qu’ASP 

peut être produite à différents stades de l’infection. En admettant que la présence d’anticorps 

anti-ASP in vivo reflète la production d’ASP, le suivi de l’évolution de la réponse anticorps 

anti-ASP chez les patients peut apporter des éléments de réponse relatifs à la temporalité de 

l’expression d’ASP in vivo.  

Chez les patients #7, #9, #16 et 40, l’intensité de la réponse anticorps anti-ASP a fluctué au 

cours du temps, avec des variations plus ou moins importantes d’un patient à l’autre. Ces 

variations peuvent indiquer soit (i) la fluctuation de la production d’ASP par les cellules au 

cours de l’infection, soit (ii) la fluctuation de l’exposition d’ASP au système immunitaire. Des 

variations dans l’exposition d’ASP pourraient être induites par un changement de sa localisation 
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dans les cellules infectées, ou encore par sa quantité plus importante dans le milieu 

extracellulaire, due par exemple à une augmentation de la lyse des cellules infectées par le 

système immunitaire.  

Patient #40 de la cohorte SEROCO 

Le patient #40 a été inclus dans la cohorte SEROCO au plus tard un an après sa date 

d’infection présumée. Ce patient présentait un signal légèrement inférieur au seuil de positivité 

lors de son inclusion, ce qui suggère qu’une réponse anticorps anti-ASP a été mise en place lors 

de la première année de son infection. Néanmoins, le pic d’anticorps anti-ASP chez ce patient 

a été détecté 2.5 années après son inclusion. ASP pourrait donc être exprimée à des stades 

précoces et plus avancés de l’infection. Le pic transitoire d’anticorps anti-ASP détecté 2.5 

années post-inclusion chez ce patient pourrait indiquer une augmentation transitoire de 

l’expression d’ASP par les cellules infectées, ou une augmentation transitoire de son exposition 

au système immunitaire. 

Patientes #7, #9 et #16 de l’étude clinique PROMISE-PEP 

La date d’infection des patientes #7, #9 et #16 étant inconnue, aucune hypothèse relative à 

la temporalité de l’expression d’ASP chez ces patientes ne peut être émise. Cependant, le fort 

titre d’anticorps anti-ASP et la présence d’anticorps ciblant l’extrémité N-terminale d’ASP chez 

la patiente #16 peuvent suggérer que son infection est plus ancienne que celle des patientes #7 

et #9. Chez les patientes #9 et #16, la détection de la réponse anticorps anti-ASP dès S0 suggère 

que l’expression d’ASP était antérieure à l’arrêt de la prise d’ARV chez ces patientes. Pour la 

patiente #7, il est impossible de déterminer si la détection des anticorps anti-ASP à S25 reflète 

la première apparition de la réponse anticorps anti-ASP chez cette patiente, ou reflète juste l’une 

des fluctuations de l’intensité de la réponse anticorps anti-ASP au cours du temps.  

L’étude de l’évolution des anticorps anti-ASP au cours du temps chez les patients #7, #9, 

#16 et #40 ne permet pas de déterminer les stades de l’infection auxquelles ASP est 

préférentiellement exprimée, mais le profil du patient #40 suggère qu’ASP puisse être exprimée 

aux stades précoces et plus avancés de la pathologie. 
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4.  Réponse anticorps anti-ASP et CV plasmatique 

  

Les paramètres immuno-virologiques qui influent sur la fluctuation de la réponse anticorps 

anti-ASP restent à être déterminés. Le faible nombre de patients étudiés ne m’a pas permis 

d’étudier la corrélation entre la réponse anticorps anti-ASP et la CV des patients. Néanmoins, 

le suivi de la réponse anticorps anti-ASP et de la CV au cours du temps chez les patients #7, 

#9, #16 et #40 m’a permis d’élaborer des hypothèses sur l’existence d’un lien potentiel entre 

ces deux paramètres. 

J’ai détecté des anticorps anti-ASP chez 4 patients qui appartenaient au groupe de patientes 

du Burkina Faso (patientes #7, #9 et #16) et au groupe de patients non traités de la cohorte 

SEROCO (patient #40). En revanche, je n’ai détecté d’anticorps anti-ASP ni chez les patients 

sous ART, ni chez les patients controllers que j’ai analysés. Du fait de la faible fréquence de 

patients présentant une réponse anticorps anti-ASP, je ne peux pas totalement exclure la 

possibilité que cette absence de détection soit due au petit nombre de patients sous ART (n=20) 

et controllers (n=20) étudiés. Dans tous les cas, mes résultats suggèrent que les paramètres 

immuno-virologiques des patients sous ART et des patients controllers ne sont pas favorables 

au développement ou au maintien de la réponse anticorps anti-ASP. Malgré la complexité des 

paramètres immunologiques et virologiques qui caractérisent les patients sous ART et les 

patients controllers, ces deux groupes de patients ont une caractéristique commune : une faible 

réplication virale, qui se traduit par une CV très faible (patients controllers) ou indétectable 

(patients sous ART). L’absence d’anticorps anti-ASP chez ces patients suggère donc qu’une 

phase de faible réplication virale prolongée nuit au développement ou au maintien de la réponse 

anticorps anti-ASP.  

Un fort déclin des réponses anticorps dirigées contre les protéines Gag, Pol et Env du VIH-

1 a été observé suite à l’initiation de l’ART (Voltersvik et al. 2003; Killian et al. 2006; Zhang 

et al. 2017; Delagreverie et al. 2019). Le déclin de ces réponses anticorps a été associé à la 

diminution de la CV induite par l’ART, et donc à la diminution de la production des antigènes 

viraux nécessaires au maintien de ces réponses anticorps (Killian et al. 2006; French et al. 

2017). De manière analogue, l’absence d’anticorps anti-ASP chez les patients sous ART 

pourrait indiquer qu’une diminution de la production d’ASP est associée au déclin de la CV. 

Cette hypothèse suggèrerait alors qu’ASP est produite au cours du cycle viral, et serait en accord 

avec l’étude d’Affram et al (Affram et al. 2019). L’absence d’anticorps anti-ASP chez les 

patients controllers peut également indiquer que le contrôle précoce de la réplication virale a 
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altéré le développement d’une réponse anticorps anti-ASP chez ces patients. Cette hypothèse a 

déjà été avancée pour expliquer le faible taux d’anticorps neutralisants retrouvé chez les 

individus qui contrôlent spontanément la réplication virale (Lambotte et al. 2009). 

Lorsque la réplication virale est efficacement contrôlée, les cellules infectées de manière 

latente prévalent sur les cellules productrices de virus. Plusieurs études ont suggéré que la 

transcription antisens du VIH-1 était préférentiellement active dans les cellules qui présentent 

une faible transcription sens, telles que les cellules infectées de manière latente (Zapata et al. 

2017; Kobayashi-Ishihara et al. 2018; Affram et al. 2019). Néanmoins, l’absence d’anticorps 

anti-ASP dans le plasma des patients sous ART et des patients controllers semble indiquer que 

le faible niveau de l’activité transcriptionnelle sens du VIH-1 n’est pas le seul prérequis à 

l’expression d’ASP. Il est également possible qu’ASP soit produite par les cellules infectées de 

manière latente, mais que sa localisation dans ces cellules ne favorise pas le développement 

d’une réponse immunitaire. Cette hypothèse serait en accord avec l’étude d’Affram et al qui a 

rapporté la localisation nucléaire d’ASP dans des cellules chroniquement infectées (Affram et 

al. 2019).  

Si les résultats obtenus des patients sous ART et des patients controllers vont dans le même 

sens, les profils des patients #7, #9, #16 et #40 suggèrent que les liens qui unissent la réplication 

virale, l’expression d’ASP et la réponse anticorps anti-ASP sont complexes : 

· La patiente #16 présente un fort titre d’anticorps anti-ASP et une faible CV au cours du 

suivi. Bien que son titre d’anticorps reste élevé, sa réponse anticorps anti-ASP décline de 

moitié entre S0 et S37. Comme pour les patients sous ART et les patients controllers, il est 

possible que le déclin de la réponse anticorps anti-ASP soit dû à un faible niveau de 

réplication virale.  

· La patiente #9 présente une CV et un taux d’anticorps anti-ASP stables entre S0 et S37. Ce 

profil peut indiquer qu’une réplication virale constante contribue à maintenir la réponse 

anticorps anti-ASP, ce qui est faveur de l’expression d’ASP au cours du cycle viral. 

· Les patients #7 et #40 présentent un pic d’anticorps anti-ASP au cours du suivi. Pour les 

deux patients, ce pic apparait lors d’une phase de déclin de la CV. Les profils des patients 

#7 et #40 peuvent indiquer qu’une phase de faible réplication virale favorise le 

développement d’anticorps anti-ASP. Le développement d’anticorps anti-ASP pourrait être 

favorisé par une forte production ou une forte exposition d’ASP lors de la phase de déclin 

de la CV, ce qui suggèrerait qu’ASP soit produite par des cellules infectées de manière 
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latente. Cette hypothèse serait en apparente contradiction avec les profils des patients sous 

ART et des patients controllers. Le développement de la réponse anticorps anti-ASP chez 

les patients #7 et #40 pourrait également être favorisé par la restauration d’un équilibre entre 

le système immunitaire et la réplication virale. 

 

La grande diversité des profils de la réponse anticorps anti-ASP et de la CV chez les 

différents patients étudiés ne m’a pas permis d’élaborer une hypothèse consensus pour 

expliquer l’évolution de ces deux paramètres au cours du temps. En effet, mes résultats 

suggèrent que l’évolution de la CV et de la réponse anticorps anti-ASP est régie par un ensemble 

de paramètres complexes que l’étude d’un petit nombre de patients ne me permet pas 

d’appréhender. En outre, il n’est pas possible de déterminer la nature de la relation causale qui 

lie potentiellement la CV à la réponse anticorps anti-ASP. Ainsi, les profils des patients #7, #16 

et #40 peuvent indiquer qu’une phase de faible réplication virale favorise le développement 

d’anticorps anti-ASP, ou bien que la réponse anticorps anti-ASP contribue au maintien de la 

réplication virale. Néanmoins, le profil des différents patients analysés suggère que la réponse 

anticorps anti-ASP dépend en partie de la production d’antigènes au cours de la réplication 

virale, comme cela a été décrit pour les autres protéines virales du VIH-1. 

 

5. Réponse anticorps anti-ASP dans le lait maternel 

 

J’ai détecté des signaux indiquant la présence potentielle d’anticorps anti-ASP dans le lait 

maternel de deux patientes (patientes #9 et #16). Bien que préliminaires, ces résultats 

constituent le premier rapport suggérant la présence d’anticorps anti-ASP dans le lait 

maternel de patientes infectées.  

En utilisant des billes couplées aux protéines A/G, j’ai principalement détecté des IgG anti-

ASP dans le lait maternel des patientes, alors que les IgA constituent l’isotype majoritaire du 

lait maternel (Van de Perre 2003; Wheeler et al. 2007). Il serait donc intéressant d’analyser la 

présence d’IgA anti-ASP dans le lait maternel des patientes #9 et #16, mais également dans le 

lait maternel de la patiente #7 qui ne semble pas présenter d’IgG anti-ASP dans son lait. Pour 

la patiente #7 dont les anticoprs anti-ASP plasmatiques sont devenus détectables au cours du 

suivi clinique, il serait également intéressant d’analyser la présence d’IgM anti-ASP dans le lait 

maternel. Afin de détecter des IgA et des IgM anti-ASP, des protéines L capables de lier tous 
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les isotypes d’anticorps porteurs d’une chaîne légère kappa pourraient être utilisées à la place 

des protéines A/G dans le LIPS.  

Les IgG du lait maternel proviennent principalement du transfert des IgG plasmatiques à 

travers la barrière épithéliale mammaire. Pour la patiente #16, le déclin du signal observé entre 

S0 et S37 dans le plasma comme dans le lait maternel serait en accord avec l’origine 

plasmatique des anticoprs anti-ASP du lait. De plus, la patiente #16 présente les plus forts titres 

d’anticorps anti-ASP qui ont été observés dans le plasma et dans le lait maternel, ce qui suggère 

également que les signaux détectés dans ces deux fluides corporels sont positivement associés. 

Enfin, la concentration en IgG du lait maternel est inférieure de 2 logs à celle du plasma (Van 

de Perre 2003; Wheeler et al. 2007), ce qui peut expliquer que les signaux détectés dans le lait 

maternel des patientes #9 et #16 soit plus faible que les signaux détectés dans leur plasma. 

L’absence de signaux dans le lait maternel de la patiente #7 peut indiquer que la concentration 

en anticorps anti-ASP est trop faible pour être détectée, ou encore que cette patiente présente 

d’autres isotypes d’anticorps anti-ASP dans son lait maternel.   

Contrairement aux IgG, le taux d’IgA et d’IgM anti-Env dans le lait maternel a été associé à 

une diminution du risque de transmission du virus de la mère à l’enfant. Il serait intéressant 

d’analyser l’éventuelle contribution des anticorps anti-ASP du lait maternel à la prévention de 

la transmission mère-enfant, mais cette étude nécessiterait l’étude d’un grand nombre de 

patientes et de nouveaux-nés, idéalement non traités.  

 

 
 
 



180 
 

 
 

 
Conclusion et 
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Au cours de l’infection par le VIH-1, le gène asp produit des transcrits et une protéine 

immunogène qui induit une réponse anticorps dans au moins une fraction des patients infectés. 

Ces anticorps ciblent à priori un ou plusieurs épitopes conservés d’ASP qui comprennent 

probablement les motifs PxxP et V5 d’ASP. ASP étant potentiellement exprimée à la membrane 

plasmique des cellules infectées et à la surface des particules virales, la réponse anticorps anti-

ASP pourrait contribuer au contrôle de la réplication virale en neutralisant les particules virales 

ou en induisant la lyse des cellules infectées par les mécanismes d’ADCC, d’ADCP ou de CDC.  

Les transcrits d’asp ont été détectés dans les T CD4+ totaux de 2 patients, et les anticorps 

anti-ASP dans le plasma de 4 patients (#7, #9, #16 et #40). Deux patientes (#9 et #16) présentent 

potentiellement des anticorps anti-ASP dans leur lait maternel. Bien que l’étude de ces 4 

patients positifs ne soit pas suffisante pour analyser la corrélation éventuelle entre la réponse 

anticorps anti-ASP et la charge virale plasmatique, l’absence d’anticorps anti-ASP chez les 

patients sous ART et chez les patients controllers indiquent que la réponse anticorps anti-ASP 

n’est pas une composante majeure du contrôle de la réplication virale chez ces patients. 

Toutefois, l’apparition d’un pic d’anticorps anti-ASP lors d’une phase de déclin de la virémie 

chez 2 patients (#7 et #40), ainsi que la faible virémie et le fort titre d’anticorps anti-ASP de la 

patiente #16 interrogent sur un éventuel impact de la réponse anticorps anti-ASP sur la 

réplication virale. Il serait également intéressant d’analyser la charge virale du lait maternel des 

patientes #9 et #16 qui présentent des anticorps anti-ASP, bien que l’analyse de la corrélation 

entre ces deux paramètres dans le lait maternel nécessite l’étude d’un plus grand nombre de 

patientes, idéalement non traitées.  

L’analyse de l’impact éventuel des anticorps anti-ASP sur la réplication virale, et plus 

globalement sur l’évolution de la maladie, nécessiterait d’étudier la progression naturelle de la 

maladie chez des patients qui présentent des anticorps anti-ASP. Une telle étude serait 

cependant difficile étant donné que la fréquence de patients présentant des anticorps anti-ASP 

semble être faible (10 à 15%), et que les échantillons de plasma d’individus non traités sont 

rares. Néanmoins, la détermination de la fonctionalité (neutralisation, ADCC…) et des isotypes 

des anticorps anti-ASP présents dans le plasma des patients #7, #9, #16 et #40 et dans le lait 

maternel des patientes #9 et #16 pourrait permettre d’apporter des éléments de réponse 

supplémentaires quant au lien existant entre la réponse anticorps anti-ASP et la réplication 

virale.  
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A l’avenir, deux approches pourraient être envisagées pour améliorer la détection qualitative 

et quantitative des anticorps anti-ASP par la technique LIPS (Figure 46). Une première 

approche consisterait à utiliser un antigène d’ASP spécifique à la séquence des virus de chaque 

patient. En effet, la réponse anticorps qui cible les régions hypervariables V5 et V4 d’ASP a 

probablement été sous-estimée dans mon étude par l’utilisation d’un antigène d’ASP dont la 

séquence diffère de celle retrouvée chez les patients. Cette approche de LIPS spécifique à 

chaque patient supposerait le séquençage préalable du gène asp des provirus des patients, et 

permettrait d’analyser la réponse anticorps anti-ASP polyclonale dans sa globalité. Le suivi de 

la variation des épitopes d’ASP ciblés par la réponse anticorps des patients au cours du temps 

permettrait également de suivre l’échappement de leur virus au système immunitaire. 

A l’inverse, une deuxième approche consisterait à exploiter la conservation des épitopes 

d’ASP pour concevoir un antigène d’ASP minimal et "universel", qui permettrait de 

conserver le pouvoir immunogène d’ASP tout en minimisant son bruit de fond (Figure 46). 

Dans cette optique, le séquençage du gène asp des provirus des patients qui présentent des 

anticorps anti-ASP pourrait être envisagé afin d’identifier d’éventuelles signature génomiques 

prédictives de l’immunogénicité d’ASP. En choisissant le mutant d’ASP qui présente le 

meilleur rapport signal/bruit, cette approche pourrait permettre de détecter des réponses 

anticorps anti-ASP de plus faible intensité. 

Concernant l’étude des transcrits d’asp, un projet de valorisation est actuellement en cours 

au sein de l’équipe. Ce projet vise à approfondir l’étude de l’expression des transcrits d’asp 

dans les cellules infectées de manière latente, et à déterminer si la transcription antisens est un 

trait commun aux cellules latentes porteuses d’un provirus fonctionnel. 
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Figure 46 : Les deux approches envisagées pour améliorer la détection qualitative et quantitative 

des anticorps anti-ASP chez les patients. 
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J’ai particulièrement apprécié le côté translationnel de mon projet de thèse, et le 

décloisonnement partiel des connaissances appliquées et fondamentales qu’il a nécessité. 

L’étude de la réponse anticorps anti-ASP a répondu à l’exigence initiale du projet, à savoir la 

confirmation de l’expression d’ASP in vivo. Cependant, il est dommage que je n’aie eu accès 

qu’à un petit nombre d’échantillons de patients, car les résultats que j’ai obtenus soulèvent 

plusieurs questions qui resteront sans réponses, en partie faute d’un nombre suffisant 

d’échantillons pour réaliser des études statistiques : A quel stade de l’infection ASP est elle 

exprimée ? La réponse anticorps anti-ASP est elle associée à une évolution clinique favorable ? 

Le ciblage de certains épitopes d’ASP (région N-terminale) a-t-il des conséquences 

fonctionnelles ? Quels paramètres influent sur le développement et le maintien de la réponse 

anticorps anti-ASP ? 

Malgré ces questionnements, j’espère que mes résultats apporteront des compléments 

d’informations qui aideront à mieux comprendre le rôle exercé par ASP dans l’infection par le 

VIH-1. 
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Matériel et 
Méthodes 
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I. Culture cellulaire  

1. Lignées cellulaires 

a. Cellules eucaryotes et transfections 

 

Toutes les cultures cellulaires ont été réalisées à 37°C dans une atmosphère à 5% de CO2. 

Les milieux de culture complets contenaient 10% de SVF (décomplémenté 30 minutes à 56°C), 

et 100 µg/mL de pénicilline et de streptomycine.  

Les HEK 293T ont été cultivées dans du milieu DMEM (Life technologies) complet. Les 

cellules ont été diluées au 1/5 tous les deux jours et maintenues en culture pendant 20 passages. 

Les HEK 293T ont été transfectées en plaque 6 puits avec les constructions suivantes : p-

CAGGS vide (contrôle négatif) p-CAGGS-nanoluciférase (nano), p-CAGGS-ASP, p-CAGGS-

nano-ASP et p-CAGGS-nano-ΔASP (mutants de nano-ASP). La transfection a été réalisée en 

ajoutant 3 µg de plasmide d’expression et 9 µg de Polyethylenimine (Polysciences Inc.) par puits. 

Après 6h d’incubation, le milieu de culture a été renouvelé. Les cellules ont été lysées 48h post-

transfection. 

Les lignées U1 et ACH-2 sont respectivement des cellules pré-monocytaires et lymphoïde 

infectées de manière latente par le VIH-1 (Folks et al. 1987, 1989; Clouse et al. 1989). Les 

cellules U1 et ACH-2 ont été cultivée dans du milieu RPMI complet. Les cellules ont été diluées 

au 1/10e tous les deux jours. Les cellules U1 ont été activées en ajoutant du TNF-α dans le 

milieu de culture pendant 4h (2 ng/mL). Les cellules ACH-2 ont été activées en ajoutant de la 

PMA (15 ng/mL) et de la ionomycine (250 ng/mL) dans le milieu de culture pendant 4h.  

b.  Cellules procaryotes et transformation 

 

Les bactéries utilisées pour la production de plasmides d’expression sont des DH5α électro-

compétentes. Il s’agit d’une souche d’Escherichia coli utilisée en routine pour le clonage et 

l’amplification de plasmides (Taylor et al. 1993). Les bactéries sont cultivées à 37°C dans du 

milieu LB supplémenté d’ampicilline (50 µg/mL final) sous agitation à 180 rpm (rotation par 

minute). 
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2. Cellules primaires  

 

Dans le cadre de notre collaboration avec le Dr Tuaillon du CHU de Montpellier, nous avons 

travaillé à partir de tubes de sang total (4 à 7 mL) de patients français infectés par le VIH-1 et 

sous ART (voir IV Description des cohortes de patients et considérations éthiques). J’ai 

suivi les étapes suivantes pour l’isolation des T CD4+ totaux des patients : 

1. Le sang total a été centrifugé 10 min à 500 g à température ambiante pour isoler le plasma. 

Le plasma obtenu a ensuite été de nouveau centrifugé 10 min à 500g, puis conservé à -80°C 

pour l’analyse ultérieure de la présence d’anticorps anti-ASP.  

 

2. Le culot cellulaire de sang total obtenu a été repris dans un volume de PBS 1X identique au 

volume de plasma isolé, puis les lymphocytes T CD4+ totaux ont été isolés à l’aide du kit 

RosetteSep™ Human CD4+ T Cell Enrichment Cocktail (Stemcell). Brièvement, le culot 

cellulaire de sang total repris dans du PBS 1X a été incubé 20 min avec une combinaison 

d’anticorps tétramériques qui lient les hématies et les PBMC CD4-. Un volume équivalent 

de Ficoll (Lymphocyte separation medium, Eurobio) a ensuite été ajouté, puis le sang a été 

centrifugé 20 min à 1200g. Suite à cette centrifugation, les hématies et les PBMC CD4- 

complexés par les anticorps se retrouvent dans le culot, tandis que les cellules enrichies en 

T CD4+ se retrouvent à l’interface entre le Ficoll et le plasma. Le protocole RosetteSep 

permet une sélection négative des lymphocytes T CD4+, ce qui prévient leur activation.  

 

3. Pour chaque patient, la pureté de la population de T CD4+ isolées a été analysée par 

cytométrie en flux à l’aide d’un anticorps anti-CD4 couplé à la phycoérythrine (clone MEM-

241 ; Immunotools).  

 

4. Les T CD4+ totaux obtenus ont été congelés à -80°C puis analysés pour la présence de 

transcrits d’asp. Le nombre de T CD4+ totaux obtenus varie d’un patient à l’autre. Un 

minimum de 0,7.106 cellules et un maximum de 3.106 cellules ont été isolées.  
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II. Biologie moléculaire 

 

1. Génération des séquences codantes de la nanoluciférase,  de nano-ASP et 

des mutants nano-ΔASP 

a. Choix des séquences nucléotidiques à utiliser  

 

L’ensemble des expériences de LIPS ont été réalisées en utilisant la nanoluciférase fusionnée 

à ASP. Pour ces travaux, j’ai utilisé une séquence codante d’ASP optimisée pour le biais 

d’usage de codons en cellules de mammifères, précédemment décrit dans l’étude de Torresilla 

et al. (Torresilla et al. 2013). Cette séquence a été optimisée à partir de la séquence codante 

d’ASP du clone moléculaire pNL4.3 qui a été conçu à partir de la séquence provirale d’un isolat 

du VIH-1 de sous-type B (Adachi et al. 1986). La séquence protéique d’ASP optimisée (ASP 

opt) est identique à la séquence d’ASP codée par les clones moléculaires pNL4.3 et HXB2 

(Ratner et al. 1985). Au début du projet, notre choix s’est initialement porté sur l’utilisation 

d’une séquence ASPopt du fait de la difficulté à détecter la protéine codée par la séquence 

sauvage d’ASP (ASPwt) dans des cellules transfectées ou transduites. Par la suite, le choix d’un 

vecteur d’expression adapté a permis de détecter des quantités équivalentes d’ASPwt et 

d’ASPopt dans des cellules transfectées. J’ai cependant conservé l’utilisation de la séquence 

ASPopt pour produire l’antigène ASP pour la technique LIPS, afin de conserver le même biais 

d’usage de codon que la séquence codante de la protéine nanoluciférase (Hall et al. 2012) à 

laquelle elle est fusionnée. Par la suite, le terme ASP fera uniquement référence à ASPopt.  

La séquence codante de la nanoluciférase (nano) a été généreusement fournie par Olivier 

Moncorgé (séquence obtenue auprès de Promega). Une séquence codant pour une étiquette Flag 

(DYKDDDDK) est présente en amont de la séquence codante de la nano. Les protéines nano 

fusionnées à ASP (nano-ASP) et aux mutants de délétion d’ASP (nano-ΔASP) possèdent donc 

toutes une séquence Flag à leur extrémité N-terminale. 

b. Mutants de nano-ASP générés 

 

Plusieurs mutants de nano-ASP tronqués de différents domaines d’ASP ont été 

générés (Figure 47) : 
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· Le mutant nano-ASP 1-62 code uniquement pour les 62 premiers acides aminés 

d’ASP. 

· Le mutant 1-141 code pour les 141 premiers acides aminés d’ASP. 

· Le mutant 26-189 code pour les acides aminés 26 à 189 d’ASP. 

· Le mutant 60-189 code pour les acides aminés 60 à 189 d’ASP. 

 

 

Figure 47 : Représentation schématique des différentes formes mutantes d’ASP (ΔASP) 

fusionnées à la nanoluciférase (nano). Les acides aminés représentent la position relative des acides 

aminés dans la protéine. Chaque protéine de fusion présente une séquence Flag (F) à l’extrémité N-

terminale de la nanoluciférase. 

c. Génération des constructions p-CAG-nano, -nano-ASP et -nano-

ΔASP par clonage 

 

Les séquences codant pour la nano, la nano-ASP et les mutants nano-ΔASP ont été insérées 

par clonage dans le vecteur d’expression de mammifères p-CAGGS (Niwa et al. 1991). Dans 

ce plasmide, l’expression des séquences codantes est sous le contrôle du promoteur de la β-

actine de poulet et de l’enhancer du CMV. Pour les protéines de fusion nano-ASP et nano-

ΔASP, les séquences codantes d’ASP et des différents mutants d’ASP décrits plus haut ont été 

clonées en 3’ de la séquence codante de la nano, de sorte à ce que les différentes formes d’ASP 

soient exprimées fusionnées à l’extrémité C-terminale de la nanoluciférase. Les séquences 

codantes de nano-ASP et des mutants nano-ΔASP ont été générées de la manière suivante :  

1. Les séquences codantes de nano-ASP et des mutants nano-ΔASP ont été amplifiées par PCR 

à partir de séquences matrices.  

Les constructions p-CAG-nano-ASP, p-CAG nano-ASP 26-189 et p-CAG nano-ASP 60-

189 ont été générées en réalisant une PCR "chevauchante" à partir des séquences codantes de 
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la nanoluciférase et d’ASP (séquence d’ASPopt dérivée de HXB2). Le principe de la technique 

est décrit Figure 48. Dans un premier temps, les séquences codantes de la nano et d’ASP ont été 

amplifiées par PCR. L’amorce antisens utilisée pour amplifier la nanoluciférase est 

chevauchante de l’amorce sens utilisée pour amplifier ASP, ASP 26-189 ou ASP 60-189. Les 

produits d’amplification de la nano obtenus sont complémentaires à leur extrémité 3’ des 

produits d’amplification d’ASP, d’ASP 26-189 et d’ASP 60-189. Une PCR chevauchante est 

alors réalisée sur les deux produits d’amplification, présents en quantité équivalente dans la 

réaction, en utilisant l’amorce sens utilisée pour amplifier la nano et l’amorce antisens utilisée 

pour amplifier ASP, ASP 26-189 ou ASP 60-189. Les 10 premiers cycles d’amplification de la 

PCR chevauchante sont réalisés en l’absence d’amorce. Les amorces utilisées pour les suivantes 

(les séquences nécessaires à la réalisation de la PCR chevauchante sont soulignées) : 

 

· Génération de la séquence codante nano-ASP à partir des ORF nano et ASP (PCR 

chevauchante) : 

o Amplification de la nano : amorces sens 5’-A CGT GAA TTC GCC GCC ATG 

GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAC AAG GTC TTC ACA CTC GAA G-3’ et 

antisens 5’-CAC GGA ATT CAG CTC GAG CCG CTG GAG CCC GCC AGA 

ATG CGT TC-3’. 

o Amplification d’ASP : amorces sens 5’-GAA CGC ATT CTG GCG GGC TCC 

AGC GGC TCG AGT CCC CAG ACC GTG AG-3’ et antisens 5’-ACT GCG AAT 

TCA CTG CAG CTC CAC GCA GGA GTT CAG CAG CAC CTG ATT CAG 

CAG TGA-3’ 

o Amplification de nano-ASP à partir des ORF nano et ASP (PCR 

chevauchante) : amorces sens 5’-A CGT GAA TTC GCC GCC ATG GAC TAC 

AAG GAC GAC GAT GAC AAG GTC TTC ACA CTC GAA G-3’ et antisens 5’-

ACT GCG AAT TCA CTG CAG CTC CAC GCA GGA GTT CAG CAG CAC 

CTG ATT CAG CAG TGA-3’. 

 

· Génération de la séquence codante nano-ASP 26-189 à partir des ORF nano et ASP (PCR 

chevauchante) :  

o Amplification de la nano : amorces sens 5’-A CGT GAA TTC GCC GCC ATG 

GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAC AAG GTC TTC ACA CTC GAA G-3’ et 

antisens 5’- GTT ATC GGG ACT CGA GCC GCT GGA GCC CGC CAG AAT 

GCG TTC-3’. 
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o Amplification d’ASP : amorces sens 5’- TCC AGC GGC TCG AGT CCC GAT 

AAC AAC TGC CTG -3’ et antisens 5’-ACT GCG AAT TCA CTG CAG CTC 

CAC GCA GGA GTT CAG CAG CAC CTG ATT CAG CAG TGA-3’. 

o Amplification de nano-ASP 26-189 à partir des ORF nano et ASP (PCR 

chevauchante) : amorces sens 5’-A CGT GAA TTC GCC GCC ATG GAC TAC 

AAG GAC GAC GAT GAC AAG GTC TTC ACA CTC GAA G-3’ et antisens 5’-

ACT GCG AAT TCA CTG CAG CTC CAC GCA GGA GTT CAG CAG CAC 

CTG ATT CAG CAG TGA-3’. 

 

· Génération de la séquence codante nano-ASP 60-189 à partir des ORF nano et ASP (PCR 

chevauchante) :  

o Amplification de la nano : amorces sens 5’-A CGT GAA TTC GCC GCC ATG 

GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAC AAG GTC TTC ACA CTC GAA G-3’ et 

antisens 5’- CAG GGC GGT ACT CGA GCC GCT GGA GCC CGC CAG AAT 

GCG TTC-3’. 

o Amplification d’ASP : amorces sens 5’- TCC AGC GGC TCG AGT ACC GCC 

CTG TTT TCT CTG TGC-3’ et antisens 5’-ACT GCG AAT TCA CTG CAG CTC 

CAC GCA GGA GTT CAG CAG CAC CTG ATT CAG CAG TGA-3’. 

o Amplification de nano-ASP 60-189 à partir des ORF nano et ASP (PCR 

chevauchante) : amorces sens 5’-A CGT GAA TTC GCC GCC ATG GAC TAC 

AAG GAC GAC GAT GAC AAG GTC TTC ACA CTC GAA G-3’ et antisens 5’-

ACT GCG AAT TCA CTG CAG CTC CAC GCA GGA GTT CAG CAG CAC 

CTG ATT CAG CAG TGA-3’. 

 

Les mutants nano-ASP 1-62 et nano-ASP 1-141 ont été générés en amplifiant par PCR 

classique la séquence codante de nano-ASP obtenue précédemment. Les amorces utilisées sont 

les suivantes : 

 

· Génération de la séquence codante nano-ASP 1-62 : amorces sens 5’-A CGT GAA 

TTC GCC GCC ATG GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAC AAG GTC TTC ACA 

CTC GAA G-3’ et antisens 5’-ACT GCG AAT TCA GGC GGT GGG GAT GGG GGC 

CTT GTT CCT -3’. 
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· Génération de la séquence codante nano-ASP 1-141 : amorces sens 5’-A CGT GAA 

TTC GCC GCC ATG GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAC AAG GTC TTC ACA 

CTC GAA G-3’ et antisens 5’-ATG CTT GAA TTC TAC GAT GTA GGC GCC TC-

3’. 

 

Les réactions de PCR ont été réalisées dans un volume final de 50µL, en présence des réactifs 

suivants :  

· 10 µL de tampon Q5 à 1X final (New England Biolabs) 

· 1 µL de dNTP (10 mM chacun) 

· 2.5 µL d’amorces sens et antisens à 10 µM chacune 

· 25 ng de matrice d’ADN (50 ng des deux produits PCR pré-amplifiés pour les réactions 

de PCR chevauchante) 

· 1 µL de Taq polymérase high-fidelity Q5 (New England Biolabs).  

 

Toutes les PCR ont été réalisées à l’aide d’un thermocycleur (Eppendorf Mastercycler 

personal), en utilisant les paramètres suivants : 

· Pour les PCR classiques: 

 

o Dénaturation 2 min à 98°C 

o 35 cycles : 10 s de dénaturation à 98°C 

20 s d’hybridation à 60°C (en fonction de la température de fusion des 

amorces utilisées) 

40 s d’élongation à 72°C (en fonction de la taille de la séquence à 

amplifier ; l’élongation d’1 Kb est réalisée en 20-30 s par la polymérase 

Q5) 

o Extension finale de 2 min à 72°C 

 

· Pour les PCR chevauchantes : 

 

o Dénaturation 2 min à 98°C 

o 10 cycles sans amorces :  

ü 10 s de dénaturation à 98°C 
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ü 20 s d’hybridation à 60°C (en fonction de la température de fusion 

des amorces utilisées) 

ü 1 min - 1min 30 s d’élongation à 72°C (en fonction de la taille de 

la séquence à amplifier) 

è les 10 premiers cycles sans amorce permettent l’élongation spécifique de la 

séquence formée par l’hybridation des deux produits PCR pré-amplifiés. 

 

o 30 cycles avec amorces :  

ü 10 s de dénaturation à 98°C 

ü 20 s d’hybridation à 60°C (en fonction de la température de fusion 

des amorces utilisées) 

ü 1 min – 1min 30 s d’élongation à 72°C (en fonction de la taille de 

la séquence à amplifier) 

o Extension finale de 2 min à 72°C 

 

La totalité des produits obtenus à l’issue des PCR classiques et chevauchantes a été déposée 

sur gel agarose à 1%, puis les amplicons ont été extraits de la bande correspondante et purifiés 

sur colonne à l’aide du kit "PCR Clean-up Gel extraction" (Macherey-Nagel), selon le protocole 

recommandé par le fournisseur.  

2. Le vecteur d’expression p-CAGGS et les produits PCR purifiés ont été digérés par l’enzyme 

EcoRI (New England Biolabs) pendant 1h à 37°C. La réaction de digestion a été réalisée 

dans un volume final de 50 µL, en présence des réactifs suivants :  

 

· 5 µL de tampon CutSmart (New England Biolabs) 

· 1 µg de produits PCR (insert) ou 2 µg de vecteur 

· 1 µL d’enzyme EcoRI. Pour le vecteur 

· 1 µL de phosphatase alcaline intestinale de veau (concentration finale de 0.2 U/µL ; 

Fermentas) a été ajoutée après 30 minutes de réaction pour dé-phosphoryler l’extrémité 

5’ du vecteur d’expression linéarisé. 

 

Les produits de digestion ont été purifiés sur colonne à l’aide du kit "PCR Clean-up Gel 

extraction" (Macherey-Nagel), selon le protocole recommandé par le fournisseur.  
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Figure 48 : Génération des séquences codantes nano-ASP, nano-ASP 26-189 et nano-ASP 60-189 

par PCR chevauchante. Les séquences codantes de la nanoluciférase (nano), d’ASP, ou des formes 

mutantes d’ASP 26-189 et 60-189 (ΔASP) sont amplifiées par PCR classique (PCR !). Les amorces 

" et ❸ possèdent une séquence complémentaire (en rouge). Les deux produits formés à l’issue de la 

PCR ❶ sont complémentaires. Le produit formé par l’hybridation de nano et d’ASP/ΔASP est amplifié 

lors d’une deuxième réaction de PCR en utilisant les amorces ❶ et ❹ (PCR ❷). 

 

 

3. L’insert et le vecteur ont été ligués. La ligation a été réalisée pendant 15 min à 37°C, dans 

un volume final de 20 µL et en présence des réactifs suivants :  

 

· 125 ng de vecteur p-CAGGS,  

· x ng d’insert (quantité calculée de sorte à avoir un ratio molaire vecteur : insert de 1 : 5), 

· 1 µL de ligase T4 (Invitrogen)  

· 2 µL de tampon de réaction de la ligase T4 (New England Biolabs).  

Les produits ligués obtenus ont été purifiés sur colonne à l’aide du kit "PCR Clean-up Gel 

extraction" (Macherey-Nagel), selon le protocole recommandé par le fournisseur. 
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4. La totalité des produits de ligation purifiés (20 µL) ont été utilisés pour transformer 50 µL 

de bactéries électrocompétentes de la souche DH5α à l’aide d’un électroporateur (Eppendorf 

Electroporator 2510). L’électroporation a été réalisée à 2500 V. Les bactéries transformées 

ont été cultivées 45 min à 37°C dans du milieu SOC (Thermofisher) puis étalées sur du 

milieu LB supplémenté d’ampicilline à 50 µg/mL (le gène de résistance à l’ampicilline est 

apporté par le vecteur p-CAGGS). 

 

5. L’ADN correspondant à chaque construction a été amplifié en cellules procaryotes puis 

purifié. Toutes les cultures sont réalisées à 37°C et sous agitation à 180 rpm. Les clones 

bactériens exprimant les constructions d’intérêt (vérifiés par PCR et séquençage) ont été pré-

cultivés sur la nuit dans 5 mL de milieu LB supplémenté d’ampicilline. De cette pré-culture, 

2 mL ont été utilisés pour ensemencer une culture de 200 mL de milieu LB supplémenté 

d’ampicilline, de nouveau incubée sur la nuit. L’ADN est ensuite extrait de la culture 

bactérienne à l’aide du kit "NucleoBond® Xtra Midi / Maxi" (Macherey-Nagel). 

 

2. RT-qPCR brin spécifique (voir partie II1a des résultats) 

a. Amorces de RT et de qPCR  

 

 Les amorces utilisées pour la réverse transcription (RT) des transcrits d’asp et de gag 

comportent une séquence non complémentaire du transcrit en 5’ (séquence ancre) (voir partie 

II1a des résultats). Cette séquence permet d’amplifier spécifiquement les ADNc issus de la 

réverse transcription de l’ARNm d’ASP, et non pas les ADN issus d’une éventuelle réaction 

d’auto-amorçage de l’ARN. Nous avons initialement conçu l’amorce de RT d’asp afin de 

détecter le transcrit d’asp dans des cellules de patients de différentes origines géographiques et 

infectés par différents sous-types et CRF du groupe M du VIH-1 (notamment les patients de la 

cohorte ANRS 12174 constituée pour l’étude PROMISE-PEP). Par conséquent, l’amorce de 

RT d’asp a été conçue pour s’hybrider à une séquence nucléotidique consensus générée par 

l’alignement des séquences du gène asp des principaux sous-types du groupe M du VIH-1. Afin 

de réaliser la séquence consensus la moins éloignée possible de la séquence des transcrits 

exprimés in vivo, l’amorce de RT d’asp a été conçue pour s’hybrider à la région 5’ hautement 

conservée du transcrit. La séquence de l’amorce de RT complémentaire du transcrit de gag a 

été conçue pour être « universelle », c’est à-dire pour s’hybrider au transcrit de gag de 



196 
 

n’importe quel sous-type du groupe M du VIH-1. Les séquences ancres utilisées pour réverse 

transcrire spécifiquement les transcrits d’asp et de gag étaient respectivement dérivées du 

génome des organismes modèles Danio rerio (poisson zèbre) et Arabidopsis thaliana.  

J’ai utilisé trois gènes de référence (actine beta, rpl19 et hprt) pour normaliser la quantité 

des transcrits de gag et d’asp dans les échantillons. Ces 3 gènes étant fortement exprimés à un 

niveau basal dans les cellules analysées (T CD4+ totaux), l’amplification spécifique de leur 

transcrit par qRT-PCR ne nécessite pas l’utilisation d’une séquence ancre en 5’ de l’amorce de 

RT. Toutes les amorces utilisées dans la réaction de RT-qPCR ont été conçues par Antoine 

Gross et ont été au préalable testées pour la formation éventuelle de dimères en utilisant le 

logiciel Primer-BLAST.  

Les séquences des amorces de RT qui ont été utilisées sont les suivantes : 

· asp : 5’- ATC ATG AAG CAT CTA GAT TCA AAG TGC TGC GGA GCA GCA GGA 

AG CAC TAT-3’ (séquence ancre soulignée) 

· gag : 5’-AAC GCG GGT CTT AGA TCG GAG AAG TCA TCC ATC CTA TTT GTT 

CCT GAA G-3’ (séquence ancre soulignée) 

· actine beta : 5’- AAG GGA CTT CCT GTA ACA ATG CA-3’ 

· rpl19 : 5’- TGC GTG CTT CCT TGG TCT TA-3’ 

· hprt : 5’- GGC GAT GTC AAT AGG ACT CC-3’  

 

L’amplification spécifique par PCR quantitative (qPCR) des ADNc d’asp et de gag 

comportant la séquence ancre en 5’ à l’issue de l’étape de RT est réalisée au moyen d’une 

amorce antisens complémentaire à la séquence ancre et d’une amorce sens complémentaire à 

l’ADNc. Les séquences des amorces utilisées pour la qPCR sont les suivantes : 

· asp ancre: amorces amorce sens 5’- ATG CCC CAG ACT GTG AGT TG-3’ et amorce 

antisens « ancre » 5’- ATC ATG AAG CAT CTA GAT TCA AAG TGC TGC-3’ et 

· gag ancre: amorces sens 5’- GTG GGG GGA CAT CAA GCA G-3’ et antisens 5’- 

AAC GCG GGT CTT AGA TCG GAG AAG -3’. 

· actine beta : amorces sens 5’- CCA ACC GCG AGA AGA TGA-3’ et antisens 5’- 

CCA GAG GCG TAC AGG GAT AG-3’. 

· rpl19 : amorces sens 5’- CTC TAG TGT CCT CCG CTG TG-3’ et antisens 5’- CTT 

CCG CTT ACC TAT GCC CA-3’. 
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· hprt : amorces sens 5’- TGA CAC TGG CAA AAC AAT GCA-3’ et antisens 5’- GGT 

CCT TTT CAC CAG CAA GCT-3’. 

 

b. Extraction d’ARN et réaction de réverse transcription (RT) 

 

L’ARN total est extrait des lymphocytes T CD4+ de patients (i) non-réactivés ex vivo et 

préservés à -80°C après leur isolation (J0) ou (ii) réactivés en culture ex vivo pendant 5 jours 

(J5) en présence d’IL-2. Les cellules récoltées à J0 et à J5 sont lysées pour extraire les ARN 

totaux à l’aide du "RNeasy Mini Kit" (Qiagen) selon le protocole recommandé par le 

fournisseur. Brièvement, les cellules sont lysées dans du tampon de lyse contenant du β-

mercaptoéthanol, puis les lysats cellulaires sont homogénéisés en réalisant plusieurs aller-

retours à l’aide d’une seringue et d’une aiguille 20G (0.9*40 mm, BD Microlance). Les ARN 

totaux du lysat homogénéisé sont purifiés sur colonne après plusieurs étapes de lavage et de 

centrifugations, puis élués dans 20 µL d’eau pré-chauffée à 70°C. 

La totalité des cellules récoltées à J0 et à J5 est utilisée pour l’extraction. La concentration 

et la pureté des ARN totaux obtenus sont évaluées à l’aide d’un nanodrop (Nanodrop 

2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific). La quantité d’ARN utilisée comme matrice dans 

la réaction de RT dépend de la quantité d’ARN totale extraite de chaque patient et s’échelonne 

de 160 ng à 1.2 µg. La quantité d’ARN total ajouté dans la réaction de RT différant d’un patient 

à l’autre, les quantités relatives des transcrits d’asp et de gag n’ont pas été comparées entre les 

différents patients. La réaction de RT a été réalisée pendant 1h à 55°C avant d’être inactivée 15 

min à 70°C. La réaction dans un volume final de 40 µL comme suit : 

1. Ajout de :  

 

· 160 ng à 1.2 µg d’ARN totaux 

· 2µL de mix contenant les amorces de RT asp ancre, gag ancre, hprt, rpl19 et actinebeta 

à une concentration finale de 0.2 µM chacun  

· 2µL de dNTP (Invitrogen) à une concentration finale de 10 mM chacun  

 

2. Chauffage des réactifs à 65°C pendant 5 min, puis incubation sur glace pendant 2 min. 

 

3. Ajout de : 
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· 8µL de tampon "First-strand Buffer 5X" (Invitrogen) 

· 2µL de DTT à 0.1M (Invitrogen) 

· 2µL d’enzyme Superscript III (Thermofisher) 

 

Les ADNc obtenus sont ensuite purifiés sur colonne à l’aide du kit "PCR Clean-up Gel 

extraction" (Macherey-Nagel), selon le protocole recommandé par le fournisseur. Les ADNc 

élués dans 40µL d’eau servent ensuite de matrice pour la réaction de qPCR. 

c. Réaction de qPCR  

 

L’amplification par qPCR des ADNc asp-ancre, gag-ancre et des trois gènes de référence 

est réalisée en triplicat dans une plaque 384 puits. La réaction est effectuée dans un volume 

final de 5 µL en ajoutant les réactifs suivants : 

· 2.5 µL de "lightcycler 480 SYBR green II master mix" (thermofisher), une solution 

commerciale prête à l’emploi qui contient des dNTP, l’ADN polymérase et le SYBR 

green, un agent fluorescent intercalant de l’ADN. 

· 0.5 µL d’amorces sens et antisens de l’ADNc cible (10µM chacune) 

· 2 µL d’ADNc matrice correspondant aux 40µL élués à l’issue de la purification des ADNc 

sur colonne.  

 

Les paramètres utilisés pour la réaction de qPCR sont les suivants :  

· 5 min à 95°C 

· 55 cycles :  

ü 10 s de dénaturation à 95°C 

ü 10 s d’hybridation à 60°C 

ü  10 s d’élongation à 72°C 

 

La lecture de la fluorescence est réalisée par l’appareil LightCycler 480 Instrument II, 

(Roche). A la fin de la qPCR, la température de fusion ou Tm à laquelle 50% de l’ADN est 

dénaturé est mesurée. La comparaison de la Tm des échantillons à celle de la gamme étalon du 

gène cible considéré constitue un contrôle de spécificité du signal obtenu par qPCR. 
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d. Gamme étalon et analyse des résultats (voir partie II1a des 

résultats) 

 

Les transcrits d’asp et de gag sont quantifiés de manière relative dans les cellules de patients, 

selon la méthode des droites standards. Cette méthode, qui repose sur l’utilisation de gammes 

étalons internes pour chaque gène (gènes cible et gènes de référence) permet la normalisation 

de la quantité des transcrits cibles par rapport à la quantité de transcrits de gènes de référence 

au sein d’un même échantillon. J’ai utilisé trois gènes de référence (actine beta, rpl19 et hprt) 

pour normaliser la quantité des transcrits de gag et d’asp dans les échantillons.  

Pour chaque gène cible et chaque gène de référence (asp, gag, actine beta, rpl19 et hprt), 

j’ai réalisé une gamme étalon à partir d’amplicons. Ces amplicons ont été obtenus en amplifiant 

par RT-qPCR les transcrits d’asp, de gag, d’actine beta, de rpl19 et de hprt extraits d’une lignée 

de Jurkat infectées ex vivo par un virus NLAd8, qui a été générée avant mon arrivée. Les 

amplicons ont été purifiés par migration sur gel d’agarose à 2%, puis séquencés. Après 

détermination de leur concentration en ADN à l’aide du nanodrop, les amplicons ont été dilués 

en série de sorte à obtenir une gamme de dilution d’amplicons allant de 100 à 107 copies par µL 

pour chaque gène considéré. Les dilutions allant de 102 à 107 copies par µL ont été utilisées 

pour générer une courbe d’étalonnage standard pour les 5 gènes (voir partie II1a des 

résultats). Une réaction de qPCR a ensuite été réalisée sur l’ensemble des dilutions d’amplicons 

de chaque gène, afin (i) d’évaluer l’efficacité des couples d’amorces spécifiques de chaque gène 

et (ii) de définir pour chaque gène une droite d’étalonnage standard, utilisée pour quantifier 

de manière relative les transcrits d’asp et de gag relativement aux transcrits des 3 gènes de 

ménage. L’efficacité des couples d’amorces utilisés pour amplifier par qPCR les ADNc de gag, 

d’asp et des 3 gènes de ménage est comprise entre 1.847 (asp) et 1.922 (actine beta). 

Seul le point correspondant à la dilution à 104 copies/µL de chaque gène a été déposé lors 

des expériences de qPCR sur des échantillons de patients de lignées cellulaires infectées 

(gamme d’étalonnage interne). Chaque réaction a été effectuée en triplicat. Dans chaque 

expérience de qPCR et pour chaque couple d’amorces, une réaction de qPCR a été réalisée en 

l’absence d’ADNc (contrôle négatif sans matrice). Pour l’ensemble des expériences de qPCR, 

ont été considérés comme spécifiques les signaux (i) détectés à un cycle seuil (Ct) inférieur à 

celui du signal éventuellement détecté dans le contrôle sans matrice et (ii) dont la Tm est 

identique à celle des amplicons de la gamme étalon du gène considéré. Les résultats ont été 

analysés à l’aide de la version 1.5 du logiciel LightCycler 480 (Roche life Science).  
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III. Immuno-assays 

 

1. Western-blot  

 

Une condition déposée dans un puits de western-blot correspond aux protéines extraites d’un 

puits de plaque 6 puits ensemencé de HEK 293 T. Les HEK transfectées ou non avec les 

constructions p-CAGGS vide, p-CAG-nano, p-CAG-nano-ASP ou p-CAG-nano-ΔASP ont été 

lysées dans deux tampons différents : 

· Dans le cas particulier du western-blot réalisé sur les formes mutantes nano-ΔASP, 

la quantité de protéines déposées a été normalisée en fonction de l’activité de la nano 

(mesurée par le nombre de Light Units (LU) après ajout du substrat de la nano). Les HEK 

ont été lysées dans le tampon utilisé pour préparer les antigènes du LIPS précédemment 

décrit par Burbelo et al. (50 mM Tris, pH 7.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1% Triton 

X-100, 50% glycerol) (Burbelo et al. 2009).  

 

· Pour les autres expériences de western-blot, les HEK ont été lysées dans du tampon 

phosphate (25mM Tris-phosphate pH 7.8, 2mM DTT, 2mM EDTA, 10% glycerol, 1% 

Triton X-100). Les extraits protéiques ont ensuite été dosés à l’aide du réactif de Bradford 

(BioRad, Hercules, CA). Le dépôts sur gel des extraits protéiques a été normalisé de sorte 

à obtenir une quantité équivalente en protéines totales d’un puits à l’autre.  

 

 

Les western-blots ont été réalisés comme suit : 

1. Dénaturation des protéines dans du tampon Laemmli 1X (NuPAGE ; Invitrogen) 

supplémenté de Dithiotréitol (DTT, 0.2 µM final) et chauffage des extraits protéiques 15 

min à 95°C.  

 

2. Séparation des protéines dénaturées sur gel Tricine-SDS-PAGE à 13% (pour 10 mL de gel 

Tricine-SDS-PAGE à 13%: 2.6 mL d’acrylamide/bisacrylamide ; 3.3 mL Tris 3M HCl pH 

8.45 ; 1.58 mL glycérol ; 75 µL APS 10% ; 7.5 µL TEMED ; 3.4 mL d’eau)  
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3. Transfert des protéines sur membrane PVDF (Immobilon-P Transfer Membranes ; Merck) en 

appliquant un courant électrique de 60V pendant 2h à 4°C.  

 

4. Blocage de la membrane avec 0.3% de caséine. 

 

5. Révélation des protéines avec les anticorps suivants : 

· Nano, nano-ASP et mutants nano-ΔASP : anticorps primaire de lapin anti-FLAG 

(DYKDDDDK) (Bethyl, ref. A190-102A), et anticorps secondaire de chèvre anti-

Immunoglobuline de lapin couplé à la HRP (Biolegend). 

 

· GAPDH : anticorps de souris anti-GAPDH couplé à la HRP (Sigma-Aldrich, Clone 

GAPDH-71.1). 

 

Après ajout du substrat de la HRP (Immobilon Classico Western HRP substrate luminata 

classico ; Merck Millipore), le signal obtenu est révélé au ChemidocTM Imaging System 

(Biorad). Les images sont analysées à l’aide du logiciel ImageJ. 

 

2. Luciferase Immunoprécipitation System (LIPS)  

  

J’ai apporté deux modifications au protocole de Luciferase ImmunoPrecipitation System 

(LIPS) décrit par Burbelo et al. (Burbelo et al. 2009) : (i) l’utilisation de la protéine 

nanoluciférase fusionnée à l’antigène d’intérêt (ASP) au lieu de la renilla luciférase, et (ii) la 

réalisation des étapes de lavage par centrifugation, et non par aspiration à l’aide d’une pompe à 

vide. 

La nanoluciférase (nano) est une protéine de 19 KDa qui a été conçue en réalisant une série 

de mutations d’optimisation de la séquence codant la petite sous-unité de la luciférase de la 

crevette marine Oplophorus gracilirostris (Hall et al. 2012). Le substrat utilisé pour la nano est 

la furimazine, un analogue de la coelentérazine utilisée comme substrat pour les luciférases 

renilla et firefly. L’oxydation de la furimazine en furimamide s’accompagne de la production 

d’un produit luminescent. En utilisant la furimazine comme substrat, le signal obtenu avec la 
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nano est supérieur d’un facteur 150 à celui obtenu avec les luciférases renilla et firefly (Figure 

49). La petite taille, la brillance et la stabilité de la nano en font un candidat de choix pour la 

réalisation de protéines de fusion avec différentes protéines d’intérêt. Pour ces différentes 

raisons, j’ai généré une protéine de fusion nano-ASP pour détecter par LIPS les anticorps 

dirigés contre ASP dans des échantillons biologiques de patients.  

 

 

Figure 49: Comparaison de l'intensité du signal luminescent obtenu avec les protéines 

nanoluciférase (Nluc), renilla luciférase (Rluc) et firefly luciférase (Fluc) après ajout du substrat 

furimazine (Nluc) ou coelentérazine (Rluc et Fluc) (Hall et al. 2012).  

 

Les grandes étapes de la préparation des antigènes nano-ASP et du déroulement du LIPS 

sont décrites ci-dessous. Sauf précisé, toutes les étapes du LIPS ont lieu dans un tampon 

réactionnel, le tampon A, composé de : 50 mM de Tris, pH 7.5 ; 100 mM de NaCl ; 5 mM de 

MgCl2 ; 1% de Triton X-100. 

a. Récolte et préparation des lysats cellulaires 

 

1. Des cellules HEK 293T sont transfectées avec les constructions p-CAGGS-nano, p-

CAGGS-nano-ASP, ou p-CAGGS-ΔASP en plaque 6 puits (voir paragraphe I1a du 

matériel et méthodes). Un seul type de construction est transfecté par puits. 

 

2. Les cellules sont lysées 48 h post-transfection en 3 étapes : 
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· Ajout de 250µL du tampon de lyse décrit par Burbelo et al (50 mM Tris, pH 7.5 ; 100 

mM NaCl ; 5 mM MgCl2 ; 1% Triton X-100 ; 50% glycérol pour 50 ml) (Burbelo et al. 

2009). 

· Sonication (amplitude 30, Vibra-Cell Ultrasonic Processor, Bioblock scientific).  

· Centrifugation 2*4 min à 12500 rpm à 4°C.  

Le surnageant protéique obtenu constitue l’extrait protéique qui sera incubé avec les 

plasmas de patients lors de la technique LIPS. 

 

3. L’activité enzymatique de la nano, mesurée en Light Units (LU), est déterminée dans les 

extraits protéiques correspondant à chaque construction (nano, nano-ASP et nano-ΔASP). 

Dans chaque réaction de LIPS, la quantité d’extrait protéique ajoutée est normalisée de sorte 

à obtenir un signal théorique de 1.107 LU (sans immuno-précipitation). La normalisation de 

la quantité d’extrait ajouté dans la réaction par rapport au signal luminescent permet de 

s’affranchir des biais dus (i) aux différences d’expression des protéines nano/nano-

ASP/nano-ΔASP par les HEK 293 T et (ii) aux éventuelles différences de rendement de 

l’étape de lyse. Pour déterminer cette quantité, j’ai réalisé une droite d’étalonnage pour les 

extraits correspondant à chaque construction, en effectuant des dilutions en série. Les 

dilutions sont réalisées dans le tampon A. 

 

b. Origine, isolation et préparation des échantillons de plasma et de 

lait maternel 

 

Les échantillons de plasma analysés provenaient de donneurs séronégatifs et de patients 

infectés par le VIH-1 qui étaient inclus dans différentes cohortes (voir paragraphe IV du 

matériel et méthodes pour les considérations éthiques) : 

· Les échantillons de plasma de donneurs séronégatifs ont été isolés d’échantillons de 

sang totaux fournis par l’Etablissement français du sang (EFS) selon la procédure 

suivante : centrifugation du sang total 10 min à 500g à température ambiante, puis 

centrifugation 10 min à 500g du surnageant obtenu.  

 

· Les échantillons de plasma de donneuses séronégatives allaitantes originaires de 

Zambie ont été généreusement fournis par le Dr. Jean-Pierre Molès (INSERM PCCI 
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U1058) et le Pr. Philippe Van de Perre (INSERM PCCI U1058 ; EFS ; Université de 

Montpellier ; CHU de Montpellier). 

 

· Les échantillons de plasma de patientes infectées par le VIH-1 originaires du 

Burkina-Faso et inclues dans l’étude clinique PROMISE-PEP (Nagot et al. 2016) ont 

été fournis par le Dr. Jean-pierre Molès (INSERM PCCI U1058), le Dr. Edouard Tuaillon 

(CHU de Montpellier ; EFS ; INSERM PCCI U1058 ; Université de Montpellier) et le Pr. 

Philippe Van de Perre (INSERM PCCI U1058 ; EFS ; Université de Montpellier ; CHU 

de Montpellier). 

 

· Les échantillons de plasma de patients français infectés par le VIH-1 qui étaient sous 

ART et en consultation au CHU de Montpellier ont été obtenus d’échantillons de sang 

totaux fraîchement isolés selon la procédure suivante : centrifugation du sang total 10 min 

à 500g à température ambiante, puis centrifugation 10 min à 500g du surnageant obtenu 

(voir paragraphe I2 du matériel et méthodes). Les échantillons de sang totaux ont été 

généreusement fournis par le Dr. Edouard Tuaillon (CHU de Montpellier ; EFS ; 

INSERM PCCI U1058 ; Université de Montpellier). 

 

· Les échantillons de plasma de patients français infectés par le VIH-1 et inclus dans 

la cohorte ANRS CO2 SEROCO ont été généreusement fournis par le Dr. Faroudy 

Boufassa (INSERM CESP U1018, Université Paris Sud, Le Kremlin Bicêtre), le Dr. 

Laurence Meyer (INSERM CESP U1018, Université Paris Sud, Le Kremlin Bicêtre) et 

le Pr. Olivier Lambotte (Département de médecine Interne et d’Immunologie clinique, 

Hôpital Universitaire Bicêtre, Le Kremlin Bicêtre ; Université Paris Sud, INSERM, CEA 

UMR 1184). 

 

· Les échantillons de plasma de patients français et africains infectés par le VIH-1 et 

inclus dans la cohorte ANRS HIV Controller CO21 CODEX ont été généreusement 

fournis par le Dr. Camille LECUROUX (IMVA, Université Paris Sud, INSERM Le 

Kremlin Bicêtre) et le Pr. Olivier Lambotte (Département de médecine Interne et 

d’Immunologie clinique, Hôpital Universitaire Bicêtre, Le Kremlin Bicêtre ; Université 

Paris Sud, INSERM, CEA UMR 1184). 
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Tous les plasmas ont été aliquotés et préservés à -80°C. Le nombre de cycles de congélation-

décongélations de chaque aliquot n’a pas excédé 5 fois.  

Les échantillons de lait maternel étudiés ont été isolés des patientes incluses dans la 

cohorte PROMISE-PEP décrites ci-dessus, et fournis par le Dr Jean-Pierre Molès et le Pr 

Philippe Van de Perre. 

Avant leur utilisation dans le LIPS, les échantillons de plasmas et de lait maternel ont été 

dilués au 1/10e dans le tampon A. Les échantillons de plasma et de lait maternel sont dilués au 

1/100e dans la réaction de LIPS (10 µL de plasma dilué au 1/10e dans un volume réactionnel 

final de 100 µL). Au final, l’équivalent de 1µL de plasma et de lait maternel pur est utilisé 

par réaction de LIPS.    

c. Réalisation du LIPS 

 

Les réactions de LIPS sont réalisées en plaque 96 puits, dans un milieu réactionnel de 100 

µL. Chaque échantillon de patient est analysé en triplicat (dans 3 puits différents). Les 

incubations sont réalisées 1h sous agitation à 250 rpm et à température ambiante. Les 

principales étapes du LIPS sont les suivantes : 

1. Les extraits protéiques enrichis en nano, nano-ASP ou en mutants nano-ΔASP sont incubés 

avec les plasmas de patients ou de donneurs séronégatifs dans une plaque 96 puits à fond 

plat (Falcon). Le volume d’extrait protéique ajouté par réaction correspond au volume 

nécessaire pour obtenir un signal théorique de 1.107 LU (sans immuno-précipitation). Une 

fraction de 50 µL de l’extrait protéique à 1.107 LU est conservée pour être déposée lors la 

lecture de la luminescence (INPUT). Le volume réactionnel est ajusté à 100 µL avec du 

tampon A. A cette étape, sont présents dans chaque réaction : 

 

· 10 µL de plasma ou de lait maternel au préalable dilués au 1/10e 

· X µL (calculé pour avoir 1.107 LU) d’extrait protéique  

· Qsp 100 µL de tampon A 

 

2. Les complexes anticorps-nano-ASP/nano-ΔASP formés sont incubés avec des billes de 

sépharose couplées à des protéines chimériques A/G. Un volume de 5 µL d’une suspension 

composée à 30% de billes (Pierce Protein A/G Ultralink resin, Thermo Scientific) et à 70% 



206 
 

de PBS 1X est ajouté à chaque réaction. Le volume de billes ajouté (1.5 µL par puits) a été 

calculé de sorte à permettre l’immuno-précipitation de la totalité des IgG présentes dans 1 

µL de plasma humain (10-15 mg d’IgG/mL) (Burbelo et al. 2009).  

 

3. Les protéines qui non pas été immuno-précipitées sont éliminées par lavage. Le milieu 

réactionnel de chaque puits est transféré dans une plaque 96 puits à fond conique (Cellstar 

Cell Culture microplate, Greiner Bio-One). Un total de 4 lavages dans 100 µL de tampon A 

et de 2 lavages dans 100 µL de PBS 1X sont réalisés. Chaque lavage est effectué en 

centrifugeant la plaque 2 min à 2000g. Suite au dernier lavage, les culots de complexes 

billes/anticorps-nano-ASP/ΔASP sont repris dans 50 µL de PBS 1X. 

 

4. La luminescence correspondant à chaque échantillon de patient (plasma ou lait maternel) est 

révélée comme suit : 

 

· Transfert des complexes billes-anticorps-nano-ASP/nano-ΔASP en plaque blanche 96 

puits à fond plat (SPL Cell Culture Plate, SPL Life Science).  

· Ajout du substrat de la nano (NanoGlo, Promega), à raison de 50µL dilué au 1/50e par 

réaction.  

· Lecture de la luminescence au luminomètre (Centro LB 960 Microplate Luminometer, 

Berthold), à l’aide du logiciel Mikrowin 2000 avec les paramètres suivants : 4 s 

d’agitation, 0.1 s de lecture.  

 

Afin de diminuer l’impact d’une éventuelle valeur hétérogène obtenue pour l’un des 

triplicats réactionnels, j’ai défini la valeur de luminescence obtenue pour chaque échantillon de 

patient comme la valeur médiane de luminescence de ses trois réplicats réactionnels. Par 

ailleurs, afin de m’assurer de la reproductibilité du signal obtenu pour chaque patient, j’ai 

effectué trois réplicats d’expérience.   

d. Test du LIPS avec un anticorps monoclonal anti-ASP 

 

Avant d’utiliser le LIPS pour rechercher des anticorps anti-ASP dans le plasma et le lait 

maternel de patients, la réaction de LIPS a dans un premier temps été réalisée en utilisant un 

anticorps monoclonal dirigé contre ASP (Mab α-ASP). Différentes dilutions du Mab α-ASP (de 

0.3125 à 10 ng/µL) ont été testées. Les dilutions du Mab α-ASP ont été réalisées dans un 
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mélange à volume équivalent du plasma de 4 des 20 donneurs séronégatifs français décrits dans 

le paragraphe III2c des résultats. Le Mab α-ASP est dirigé contre les résidus 47-62 d’ASP 

(PAAPKNPRNKAP-IPT) (Figure 50). Le Mab α-ASP a été produit par la société 

EUROGENTEC (Belgique) dans des hybridomes de souris au préalable immunisées avec le 

peptide 47-62 d’ASP. Le surnageant de culture des hybridomes a ensuite été purifié sur  colonne 

par affinité avec la protéine A. La concentration finale du Mab α-ASP purifié est de 3.1 mg/mL. 

 

Figure 50 : Epitope d’ASP reconnu par l’anticorps monoclonal anti-ASP.  

e. Normalisation des signaux luminescents par rapport à une gamme 

étalon anti-Flag 

 

D’une expérience à l’autre, les signaux obtenus sont reproductibles, mais l’intensité du 

signal luminescent peut varier en fonction (i) de la préparation du substrat de l’enzyme (dilué 

extemporanément dans le tampon commercial fourni avec le substrat), (ii) de la préparation des 

extraits cellulaires (dilués extemporanément de sorte à ajouter 1.107 LU théoriques par réaction) 

ou (iii) du tampon A réactionnel, filtré sur pores de 0.2 µm avant chaque expérience, et 

renouvelé toutes les 4 expériences.  

Afin de minimiser l’impact de ces variations sur le signal, j’ai intégré à chaque expérience 

de LIPS une gamme de dilutions d’un anticorps anti-Flag (qui reconnait la séquence en N-

ter de la nano ; Figure 47). J’ai ensuite normalisé l’ensemble des signaux luminescents obtenus 

dans une même expérience de LIPS en comparant le signal de cette gamme anti-Flag déposée 

en interne à celle d’une gamme anti-Flag que j’ai utilisée comme standard externe (Figure 51). 

L’anticorps anti-Flag immuno-précipitant avec la même efficacité les différentes protéines 

nano, nano-ASP et nano-ΔASP (données non présentées), j’ai uniquement utilisé la protéine 

nano-ASP pour réaliser les gammes anti-Flag interne et externe. 
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Figure 51 : Droite étalon de la gamme de l’anticorps anti-Flag utilisée comme standard externe. 

La gamme anti-Flag externe (représentée en vert) a été réalisée en effectuant un LIPS avec la nano-ASP 

sur différentes dilutions de l’anticorps anti-Flag (à 0.125 ; 0.25 ; 0.5 et 0.75 ng/µL). Le "point 0" a été 

obtenu en réalisant un LIPS en l’absence d’anticorps anti-Flag, mais en présence du mélange à volume 

équivalent du plasma des 4 donneurs séronégatifs français. Les données représentent la valeur médiane 

(plus valeurs min et max) obtenue lors d’une expérience réalisée en triplicats. La droite de régression 

linéaire de la gamme étalon externe est représentée en noir.  

 

Pour réaliser les gammes anti-Flag interne et externe, j’ai effectué des dilutions de 

l’anticorps anti-Flag allant de 0.75 ng/µL à 0.125 ng/µL dans un mélange à volume équivalent 

du plasma de 4 donneurs séronégatifs français, comme décrit pour le Mab α-ASP. J’ai utilisé 

l’anticorps anti-Flag préalablement décrit dans la partie III1 du matériel et méthodes. 

La normalisation des signaux luminescents s’est effectuée en comparant les signaux obtenus 

pour les gammes anti-Flag interne et externe, selon l’équation de normalisation suivante :  

LUnormalisée = #$%&' ×$
($)*+,-$)*+

#$)*+
. -$%&' 

 

Où les équations des droites de régression linéaire obtenues avec les gammes anti-Flag interne 

(int) et externe (ext) sont respectivement : 

 

($/0' = #$/0'$ × 1 . -$/0' 

($%&' = #$%&'$ × 1 . -$%&' 
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La luminescence obtenue après normalisation est exprimée en Relative Light Units (RLU). 

Pour les expériences réalisées sur les mutants nano-ΔASP, les valeurs de luminescence n’ont 

pas été normalisées en utilisant la gamme anti-Flag (voir partie III2f du matériel et 

méthodes). 

f. Normalisation des signaux obtenus pour les mutants nano-ΔASP  

 

Pour les réactions de LIPS réalisées sur les mutants nano-ΔASP, j’ai ajouté dans la réaction 

la quantité d’extrait protéique permettant d’obtenir un signal théorique de 1.107 LU. Pour un 

patient donné, le signal luminescent obtenu avec les mutants nano-ΔASP a été exprimé en 

pourcentage (%) du signal obtenu avec la forme entière de nano-ASP. L’expression du signal 

des mutants nano-ΔASP relativement au signal de la forme entière nano-ASP permet de 

s’affranchir des éventuelles variations du signal inter-expérience. Par conséquent, je n’ai pas 

normalisé les signaux obtenus dans ces expériences en utilisant les gammes anti-Flag. En 

revanche, le bruit de fond luminescent associé à chaque mutant est différent (Figure 52).  

 

Figure 52 : Bruit de fond luminescent associé à la forme entière de nano-ASP et aux différents 

mutants nano-ΔASP. Un LIPS a été réalisé sur la forme entière de nano-ASP, et les différents mutants 

nano-ΔASP. Les données représentent la moyenne des valeurs médianes obtenues de 3 expériences 

réalisées en triplicats. 
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Afin que les signaux détectés pour chaque mutant ne soient pas biaisés par leurs différences 

de bruit de fond respectives, j’ai normalisé les signaux obtenus pour chaque mutant de la 

manière suivante : 

o Pour le mutant 1-141 qui présente un bruit de fond supérieur à celui de la forme 

entière nano-ASP, le signal luminescent correspondant à cet excédent de bruit de 

fond obtenu a été retranché du signal brut. 

 

o Pour les mutants 1-62, 26-189 et 60-189 qui présentent un bruit de fond inférieur 

à celui de la forme entière nano-ASP, le signal luminescent correspondant à cette 

différence de bruit de fond a été ajouté au signal brut. 

 

Les valeurs de luminescence normalisées par rapport au bruit de fond des différents mutants 

sont également exprimées en RLU. 

 

IV. Description des cohortes de patients et considérations éthiques 

 

Cohorte ANRS 12174: les individus inclus dans cette cohorte étaient des femmes allaitantes 

séropositives pour le VIH-1 dont les enfants étaient inclus dans l’étude clinique PROMISE-

PEP (Nagot et al. 2016). A des fins prophylactiques, toutes les femmes ont reçu de la zidovudine 

(AZT) pendant 4 à 16 semaines au cours de leur grossesse, puis une combinaison de zidovudine 

et de lamivudine pendant 7 jours après délivrance. La prophylaxie a été arrêtée 7 jours après 

délivrance car les femmes n’étaient pas éligibles pour l’ART post-partum selon les 

recommandations nationales au moment où l’étude clinique a été conduite (leur taux de T CD4+ 

était supérieur à 350 cellules CD4+/µL de sang) (Nagot et al. 2016). Des échantillons de plasma 

et de lait maternel ont été prélevés 38 semaines post-partum ainsi qu’à des points temporels 

intermédiaires quand cela était nécessaire. L’étude a été réalisée en accord avec la charte éthique 

de l’Agence Nationale de Recherche sur le Sida et les hépatites virales (ANRS), et avec les 

principes et les bonnes pratiques cliniques de la Déclaration d’Helsinki. Le protocole a été 

approuvé par le comité d’éthique national  (n° 2008-0039). 
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Patients du CHU de Montpellier sous ART : Les sujets ont fourni un consentement écrit et 

l’étude a été approuvée par un comité éthique institutionnel (RCB n° 2011-A01566-35, AC-

2011-1405). 

 

Cohorte ANRS CO2 SEROCO: Les individus, inclus dans la cohorte entre 1988 et 1995 (i) 

ont été infectés au plus tôt un an avant leur inclusion et (ii) ne présentaient pas de maladies liées 

au SIDA au moment de leur inclusion (Hubert et al. 2000). Aucun agent antirétroviral (ARV) 

n’a été reçu par les patients avant l’inclusion et durant l’étude jusqu’en 1996. Un suivi a été 

réalisé tous les 6 mois jusqu’à 2009. Un consentement écrit a été fourni par les patients, 

conformément aux recommandations formulées par le comité d’éthique local. 

 

Cohorte ANRS de HIV Controller CO21 CODEX : les individus inclus dans l’étude clinique 

répondaient aux critères suivants : (i) naïfs de tout traitement, (ii) séropositifs depuis au moins 

5 ans avant l’inclusion et (iii) présentant une charge virale inférieure à 400 copies d’ARN 

viral/mL au cours des 5 mesures consécutives qui ont précédé leur inclusion (Lambotte et al. 

2005; Sáez-Cirión et al. 2007a). La cohorte C021 CODEX a été approuvée par le comité de 

revue éthique d’Ile de France VII et réalisée en accord avec les principes de la Déclaration 

d’Helsinki.  

 

Donneurs séronégatifs non infectés: Le sang total de donneurs séronégatifs français a été 

obtenu par l’Etablissement Français du Sang (EFS). Les échantillons de plasma de donneuses 

séronégatives zambiennes et allaitantes ont été généreusement fournis par Jean-Pierre Molès 

(INSERM PCCI U1058). L’étude a été approuvée par le Comité de Revue Institutionnel en 

Science et en Recherche Ethique (numéro IRB 00005948) à Lusaka, Zambie.  
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ASP, la Protéine AntiSens du VIH-1 : 

Etude de ses transcrits et de la réponse anticorps anti-ASP chez le patient 

 

Le VIH-1 possède sur le brin antisens de son génome proviral un gène codant pour une protéine 

nommée ASP (Antisense Protein). Le gène codant pour ASP est uniquement conservé dans le groupe 

M du VIH-1 responsable de la pandémie, ce qui suggère fortement l’implication d’ASP et de ses 

transcrits dans la virulence ou la propagation du VIH-1. Plusieurs études ont rapporté l’expression de 

transcrits antisens du VIH-1 et de la protéine ASP dans des cellules infectées in vitro et ex vivo. 

Cependant, malgré ces avancées, l’expression d’ASP chez le patient reste contestée, et les informations 

concernant sa fonction potentielle sont limitées. Afin d’appuyer l’existence d’ASP et de ses transcrits 

in vivo et d’améliorer notre compréhension de leur expression chez le patient, j’ai étudié les 

transcrits d’asp et la réponse anticorps anti-ASP dans des échantillons biologiques de patients 

infectés par le VIH-1. J’ai développé une technique basée sur l’immuno-précipitation de la protéine de 

fusion nanoluciférase-ASP pour détecter les anticorps anti-ASP, ainsi qu’une technique de RT-qPCR 

brin-spécifique pour détecter les transcrits d’asp. A l’aide de ces deux techniques, j’ai détecté la présence 

de transcrits d’asp dans les cellules isolées de 2 patients, et la présence d’anticorps anti-ASP dans le 

plasma de 4 patients. Chez ces 4 patients, la réponse anticorps anti-ASP fluctue au cours du temps et 

cible un ou plusieurs épitopes conservés d’ASP. Dans l’ensemble, mes résultats démontrent que le gène 

asp est exprimé au cours de l’infection par le VIH-1, et confirment l’immunogénicité de différents 

domaines de la protéine ASP. Bien que l’étude d’un petit nombre de patients ne permette pas d’analyser 

la protection éventuellement conférée par la réponse anticorps anti-ASP, la compréhension des 

paramètres immuno-virologiques qui gouvernent les fluctuations de cette réponse anticorps chez le 

patient pourrait avoir d’intéressantes retombées thérapeutiques. 

ASP, the AntiSense Protein of HIV-1:  

Study of its transcripts and of the antibody response anti-ASP in patients  

 

HIV-1 presents a gene encoding for a protein named ASP (AntiSense Protein) on the antisense strand 

of its proviral genome. The gene encoding ASP is uniquely conserved within the M group of HIV-1 

responsible for the pandemic, wich strongly suggests the implication of ASP and its transcripts in HIV-

1 virulence or spreading. Several studies reported the expression of HIV-1 antisense transcripts and of 

ASP protein in cells infected in vitro and ex vivo. Despite these progress however, the expression of 

ASP in patients remains a subject of debate, and limited information is available on its potential function. 

To support the in vivo expression of ASP and its transcripts, and to improve our understanding 

of its expression in patients, I studied asp transcripts and the antibody response anti-ASP in 

biologic samples from HIV-1 infected patients. I developed a technic based on the immuno-

precipitation of a nanoluciferase-ASP fusion protein to detect anti-ASP antibodies, and a strand-specific 

RT-qPCR to detect asp transcripts. Using both technics, I detected asp transcrits in the cells isolated 

from 2 patients, and the presence of anti-ASP antibodies in the plasma of 4 patients. In these 4 patients, 

the anti-ASP antibody response fluctuates overtime and targets one or several conserved epitopes of 

ASP. Overall, my results demonstrate that the asp gene is expressed during HIV-1 infection and confirm 

the immunogenicity of different domains of ASP. Even though the study of a small number of patients 

does not allow assessing the eventual protection conferred by the anti-ASP antibody response, the 

comprehension of the immuno-virological parameters underlying its fluctuations in patients could have 

interesting therapeutic implications. 


