
HAL Id: tel-03131375
https://theses.hal.science/tel-03131375v1

Submitted on 4 Feb 2021

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Impact de la variabilité génétique dans la région Long
Terminal Repeat et le gène de l’intégrase sur la

réplication du VIH-2
Quentin Le Hingrat

To cite this version:
Quentin Le Hingrat. Impact de la variabilité génétique dans la région Long Terminal Repeat et le gène
de l’intégrase sur la réplication du VIH-2. Virologie. Université Paris Cité, 2019. Français. �NNT :
2019UNIP7152�. �tel-03131375�

https://theses.hal.science/tel-03131375v1
https://hal.archives-ouvertes.fr


1 

 

 

Université de Paris 

Ecole doctorale BioSorbonne Paris Cité 562 

INSERM – Unité Mixte de Recherche 1137 

IAME -  Infections, Antimicrobials, Modelling, Evolution 

 

Impact de la variabilité génétique dans la 

région Long Terminal Repeat et le gène de 

l’intégrase sur la réplication du VIH-2 

Par Quentin LE HINGRAT 

Thèse de doctorat de Virologie 

Dirigée par Charlotte CHARPENTIER 

Présentée et soutenue publiquement le 23 septembre 2019 

Devant un jury composé de : 

Pierre-Emmanuel CECCALDI, Professeur, Université de Paris, Président 

Vincent CALVEZ, Professeur, Université Paris 6, Rapporteur 

Sidonie LAMBERT, Maître de conférences, Université Paris 6, Rapporteur 

Véronique AVETTAND-FENOEL, Maître de conférences, Université de Paris, 

Examinateur 

Diane DESCAMPS, Professeur, Université de Paris, Examinateur 

Jean-Christophe PLANTIER, Professeur, Université de Rouen, Examinateur 

Charlotte CHARPENTIER, Maître de conférences, Université de Paris, Directrice de 

thèse 

 

 

 



2 

 

Titre : Impact de la variabilité génétique dans la région Long Terminal Repeat et le gène de 
l’intégrase sur la réplication du VIH-2 
 

Résumé : Le VIH-2 est souvent considéré comme un modèle d’infection rétrovirale atténuée, du 
fait de sa faible réplication virale, des faibles taux de transmission et de la progression plus lente vers 
le stade SIDA des patients infectés. Les mécanismes causaux de cette moindre physiopathologie sont 
encore mal connus. Dans ce travail, nous nous sommes intéressés à la diversité du VIH-2, notamment 
dans deux régions génomiques : l’intégrase et la région Long Terminal Repeat (LTR). 
Nous avons tout d’abord amélioré la technique classique d’isolement de souches virales afin de 
disposer de davantage de souches de VIH-2, en purifiant les échantillons de patients avec des billes 
anti-CD44. Ensuite, nous avons utilisé ces souches pour étudier la sensibilité aux inhibiteurs de 
transfert de brin de l’intégrase, ou INSTI. Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence un 
nouveau mécanisme de résistance aux INSTI chez le VIH-2, l’insertion de 5 acides aminés après le 
codon 231 du gène de l’intégrase. Cette insertion est responsable d’une résistance importante au 
raltegravir (RAL), à l’elvitegravir (EVG), au cabotegravir (CAB), ainsi qu’une résistance modérée au 
dolutegravir (DTG). La sensibilité au bictegravir (BIC) était conservée pour certains isolats porteurs de 
cette insertion. Une insertion de deux acides aminés a aussi été observée transitoirement chez un 
patient. Nous avons confirmé ces observations phénotypiques en construisant des virus porteurs de 
ces insertions par mutagénèse dirigée. L’insertion, qu’elle soit de 2 ou de 5 acides aminés, n’était pas 
responsable d’une perte de capacité réplicative, à l’exception du mutant avec l’insertion GIRGK. En 
revanche, la structure prédite de l’intégrase est fortement modifiée, avec notamment la perte d’un 
des deux feuillets bêta composant le tonneau bêta du domaine C-terminal. La sensibilité 
phénotypique des mutants a été déterminée, pour les insertions de 5 acides aminés, les résultats 
étaient similaires à ceux obtenus avec les isolats cliniques. Nous avons aussi pu déterminer la 
sensibilité du mutant avec l’insertion GK, qui était sensible au BIC et au DTG, mais déjà pleinement 
résistant à RAL et au CAB. Dans la dernière partie de notre travail, nous avons étudié la variabilité 
dans la région LTR des provirus de 66 patients naïfs d’antirétroviraux, inclus dans la cohorte ANRS 
CO5 VIH-2. La variabilité génétique était plus importante dans les séquences du groupe B, du fait 
notamment de nombreuses insertions et délétions dans la sous-région « régulatrice » comprenant 
l’ensemble des sites de fixation de facteurs de transcription cellulaire. Ces virus du groupe B 
présentaient une délétion de quelques nucléotides dans la région contenant les sites de fixation 
PuB1 et pets, causant une perte de ce dernier site de fixation. De plus, 4 provirus du groupe B 
présentaient une délétion du premier site de fixation du facteur de transcription ubiquitaire Sp1. 
Cette variabilité entraînait des conséquences sur l’activité transcriptionnelle de ces LTR. Les LTR du 
groupe A et du groupe B présentaient la même activité transcriptionnelle basale mais, dans les 
cellules Jurkat, après activation cellulaire, l’activité transcriptionnelle des LTR du groupe B et d’un LTR 
de groupe A dans lequel la zone contenant la délétion de pets a été insérée était 10 fois plus faible 
que celle du LTR de groupe A. La délétion du premier site de fixation de Sp1 diminuait l’activité 
transcriptionnelle basale dans les cellules Jurkat et la réponse à la transactivation par la protéine 
virale Tat dans les cellules HEK293T. De plus, nous avons observé que les patients infectés par les 
virus du groupe B présentaient des réservoirs viraux de plus petite taille. 
Au cours de ce travail, nous avons identifié un nouveau mécanisme de résistance aux INSTI, semblant 
modifier la structure de la protéine et dont l’impact sur l’activité enzymatique de l’intégrase reste à 
déterminer. Nous avons également mis en évidence pour la première fois des différences dans les 
activités transcriptionnelles entre les deux groupes épidémiques du VIH-2, après activation cellulaire, 
et observé des différences dans la taille du réservoir viral des patients selon le groupe de leur virus.  
 

Mots clefs : VIH-2, Variabilité, Réservoir, Long Terminal Repeat, LTR, Transcription, Resistance, 
Integrase, Insertion, INSTI, Antirétroviraux 
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Title: Impact of genetic variability within Long Terminal Repeat region and integrase gene on HIV-2 
replication 
 

Abstract: HIV-2 is often considered as an attenuated model of HIV-1 infection. Indeed, HIV-2 is 
characterized by its lower viral replication, reduced transmission rates and a slower progression 
towards AIDS of infected-patients. Mechanisms implied in HIV-2 reduced pathogenicity are not 
entirely understood. In our work, we have focused on HIV-2 diversity, especially in two genomic 
regions: the integrase and the Long Terminal Repeat (LTR) region. 
We have improved the culture method, by purifying clinical samples using anti-CD44 paramagnetic 
beads. This allowed us to increase the number of viral strains in our collection. Then, we used those 
strains to study phenotypic susceptibility to integrase strand transfer inhibitors (INSTI). During this 
study, we identified a new molecular mechanism of resistance to INSTI, a 5 amino-acids insertion 
after codon 231 of HIV-2 integrase. This insertion was responsible for a high level of resistance to 
raltegravir (RAL), elvitegravir (EVG), cabotegravir (CAB), and a slight increase in the resistance to 
dolutegravir (DTG). Certain isolates harboring this insertion remained susceptible to bictegravir (BIC). 
A 2 amino-acids insertion was also transiently observed in one patient. We have confirmed those 
phenotypic data by constructing HIV-2 mutants by site-directed mutagenesis. Whether the insertion 
was composed of 2 or 5 amino-acids, replicative capacity was similar to the wild-type virus, except 
for the mutant with a GIRGK insertion. However, the predicted structure of mutated HIV-2 integrases 
was modified, notably in the C-terminal domain, due to the loss of one of the two beta sheets 
composing the beta barrel. Phenotypic susceptibility of mutants was determined and results for HIV-
2 mutants with a 5 amino-acids insertion were similar to those obtained with clinical isolates. We 
also determined the susceptibility of the mutant with a GK insertion. It was susceptible to BIC and 
DTG, but already resistant to RAL and CAB. In the last part of our work, we have characterized 
genetic variability within LTR region in 66 antiretroviral-naïve patients, included in the French ANRS 
CO5 HIV-2 cohort. Genetic variability was higher among group B sequences, due to a high number of 
insertions and deletions in the « regulatory » sub-region that encompasses all transcription factor 
binding sites. All group B viruses presented a short deletion in the region encompassing PuB1 and 
pets binding sites, causing the loss of the pets binding site. Furthermore, 4 group B viruses had also a 
deletion of the first binding site of Sp1 transcription factor. This variability impacted LTR 
transcriptional activity. Group A and B LTRs presented a similar basal transcriptional activity but, in 
Jurkat cells, after cellular activation, transcriptional activities of group B LTR and a group A LTR in 
which the deletion of pets binding site has been introduced were 10-fold lower than the 
transcriptional activity of an intact group A LTR. The deletion of the first Sp1 binding site reduced the 
basal transcriptional activity in Jurkat cells and the response to transactivation by the viral protein 
Tat in HEK293T. We also observed that viral reservoirs were smaller in patients infected by HIV-2 
group B viruses. 
In this work, we have identified a new mechanism of resistance to INSTI that seems to modify the 
integrase structure. Its impact on the enzymatic activity of HIV-2 integrase remains to be determined. 
We have also evidenced, for the first time, differences in transcriptional activities between HIV-2 
groups, after cellular activation, and observed changes in the size of viral reservoirs in HIV-2-infected 
patients according to the viral group. 
 

Keywords: HIV-2, Variabilité, Reservoir, Long Terminal Repeat, LTR, Transcription, Resistance, 
Integrase, Insertion, INSTI, Antiretroviral 
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Abréviation des acides aminés 
 

 

 

 

Alanine   Ala, A 

Cystéine   Cys, C 

Acide aspartique  Asp, D 

Acide glutamique  Glu, E 

Phénylalanine  Phe, F 

Glycine   Gly, G 

Histidine   His, H 

Isoleucine   Ile, I 

Lysine   Lys, K 

Leucine   Leu, L 

Méthionine   Met, M 

Asparagine   Asn, N 

Proline   Pro, P 

Glutamine   Gln, Q 

Arginine   Arg, R 

Sérine    Ser, S 

Thréonine   Thr, T 

Valine    Val, V 

Tryptophane   Trp, W 

Tyrosine   Tyr, Y  
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Introduction 

1. Découverte des VIH 

 

En juin 1981, le CDC (Centers for Disease Control and Prevention) rapporta la survenue de 

pneumonies à Pneumocystis jirovecii (anciennement appelée P. carinii) chez cinq jeunes 

hommes, homosexuels, en Californie. Ces patients présentaient également des maladies à 

cytomégalovirus (CMV) et/ou des candidoses oro-pharyngées (Gottlieb et al., 1981a). Des 

études immunologiques menées sur leurs lymphocytes retrouvaient des réponses 

prolifératives très diminuées en réponse à des agents mitogènes (Gottlieb et al., 1981a). 

Suspectant une origine infectieuse à cette immunodépression, les responsables du CDC ont 

donc décidé de colliger les données sur les patients recevant un traitement pour une 

pneumocystose, celui-ci étant uniquement disponible auprès du CDC.  

Grâce à cette surveillance accrue et à des alertes épidémiologiques régulières, le CDC décrit 

l’existence de pneumonies à P. jirovecii, mais également d’autres infections opportunistes et 

des sarcomes de Kaposi, chez des centaines d’individus à travers les Etats-Unis d’Amérique 

(Centers for Disease Control (CDC), 1982). Parmi ces patients, il était observé une sur-

représentation des homosexuels mais également des haïtiens, des hémophiles et des 

héroïnomanes. Cette pathologie liée à une immunosuppression et à des lymphadénopathies est 

alors nommée Syndrome d’ImmunoDéficience Acquise (SIDA). 

 

D’intenses travaux de recherche, impliquant une collaboration étroite de médecins 

hospitaliers, d’épidémiologistes et de chercheurs ont permis d’identifier deux rétrovirus 

comme agents étiologiques du SIDA. Tout d’abord, le virus de l’Immunodéficience Humaine 

de type 1 (VIH-1), isolé en 1983 à l’Institut Pasteur, à partir des lymphocytes d’un ganglion 

lymphatique cervical d’un patient (Barré-Sinoussi et al., 1983). Différents éléments du virus 

isolé étaient en faveur d’un rétrovirus : 1) l’activité reverse transcriptase détectée dans les 

cultures (détectable au 15e jour de culture, se maintenant pendant 15 à 20 jours puis 

diminuant), 2) la densité de ce virus en gradient de sucrose (1.16) et 3) la spécificité de la 

polymérase virale pour les ribonucléotides (Barré-Sinoussi et al., 1983). 
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Ce virus était proche des rétrovirus connus à l’époque (les « Human T Lymphotropic Virus », 

ou HTLV, de type I et II) mais produisait une protéine virale spécifique, alors appelée p25, 

qui n’était pas reconnue par l’anticorps anti-p24 d’HTLV-I. Ce virus fut d’abord nommé LAV 

(« LymphAdenopathy Virus ») et HTLV-III, avant que le nom de VIH-1 ne lui fut 

définitivement attribué. En parallèle, ce virus fut mis en évidence par microscopie 

électronique, et il fut remarqué que la structure était proche de celle attendue pour un 

rétrovirus. 

 

Deux ans plus tard, le VIH de type 2 (VIH-2) était décrit par une autre équipe française, là 

aussi à l’issue d’une collaboration impliquant cliniciens, chercheurs et biologistes (Clavel et 

al., 1986a). Observant que certains patients originaires d’Afrique de l’Ouest présentaient des 

symptômes cliniques compatibles avec un stade SIDA mais que leurs tests sérologiques vis-à-

vis du VIH-1 étaient toujours négatifs, ils suspectèrent l’existence d’un deuxième rétrovirus 

responsable de SIDA. 

Ils isolèrent ce virus à partir de co-cultures des lymphocytes du sang périphérique de deux 

patients (l’un originaire de Guinée-Bissau, l’autre du Cap-Vert, tous deux avec des taux de 

lymphocytes T CD4+ inférieurs à 100/mm3) avec des lymphocytes de donneurs sains, activés 

préalablement par phytohémagglutinine (PHA). Là aussi, une activité transcriptase inverse 

était détectée dans le surnageant au 10e jour de culture, qui culminait au 15e jour puis 

diminuait rapidement. Le virus put également être visualisé sur les cultures par microscopie 

électronique (Figure 1). 

Le virus isolé différait bien du VIH-1, comme démontré par la faible réactivité du sérum anti-

VIH-1 avec les extraits lysés de cultures de ce nouveau virus (positivité vis-à-vis d’une 

protéine de 26KDa mais pas vis-à-vis des protéines d’enveloppe gp140 et gp41). Cette 

divergence entre VIH-1 et VIH-2 fut confirmée par la faible hybridation obtenue entre l’ARN 

viral du VIH-2 et des sondes ADN dérivées du VIH-1. En revanche, il était observé une plus 

grande similarité avec un virus simien récemment isolé, le Virus de l’Immunodéficience 

Simienne du macaque (SIVmac) (Henrickson et al., 1983; Osborn et al., 1984). 
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FIGURE 1 : VISUALISATION PAR MICROSCOPIE ELECTRONIQUE DU VIH-2 ET DU VIH-1.  

Différentes images de microscopie électronique du VIH-2 (A, B et C) et du VIH-1 (D, E et F). Ces images représentent les 

virus en cours de bourgeonnement (A et D), les virions immatures (B et E) et le virus mature (C et F).  (Figure reproduite 

depuis Clavel et al., 1986b)  

 

Rapidement, le récepteur principal du virus a été identifié, il s’agit du « Cell Density 4 

antigen » ou CD4 (Dalgleish et al., 1984; Klatzmann et al., 1984). Comme les premières 

études ont rapporté que le nombre absolu de lymphocytes T CD4+ était effondré chez les 

patients au stade SIDA et que la décroissance de ces lymphocytes T CD4+ était corrélée à 

l’apparition des maladies opportunistes, la mesure du taux de ces lymphocytes T CD4+ a 

ensuite été utilisée comme marqueur de l’évolution des patients (Gottlieb et al., 1981b). 

En 1993, le CDC proposa une classification permettant de définir l’avancement de l’infection, 

en utilisant des critères immunologiques (nombre absolu de lymphocytes T CD4+ par mm3 et 

pourcentage de lymphocytes T CD4+ parmi les lymphocytes totaux) et cliniques 

(manifestations cliniques observées) (Tableau 1). Pour le taux de lymphocytes T CD4+, c’est 

le nadir de CD4 qui doit être utilisé. En 2000, l’OMS a publié une classification qui se base 

uniquement sur des critères cliniques et peut donc être utilisée même en l’absence de typage 

lymphocytaire. 
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Nombre de lymphocytes 

T CD4+ par mm3 (% des 

lymphocytes totaux) 

A : Infection 

asymptomatique ou 

primo-infection ou 

polyadénopathies 

B : Infection 

symptomatique, 

sans critères A ou C 

C : Stade SIDA 

>500 (>28%) A1 B1 C1 

200 à 499 (14-28%) A2 B2 C2 

< 200 (14%) A3 B3 C3 

 

TABLEAU 1 : CLASSIFICATION CDC 1993 DES STADES DE L’INFECTION PAR LE VIH 

Manifestations cliniques appartenant à la catégorie B : angiomatose bacillaire ; candidose oropharyngée ; candidose 

vaginale, persistante, fréquente ou répondant mal au traitement ; dysplasie du col utérin, carcinome in situ ; syndrome 

constitutionnel : fièvre > 38,5°C ou diarrhée depuis plus d’un mois ; leucoplasie chevelue de la langue ; zona récurrent ou 

envahissant plus d’un dermatome ; purpura thrombocytopénique idiopathique ; listériose ; neuropathie périphérique. 

Manifestations cliniques appartenant à la catégorie C : Candidose bronchique, trachéale ou extrapulmonaire ; Candidose 

œsophagienne ; Cancer invasif du col ; Coccidioïdomycose disséminée ou extrapulmonaire ; Cryptococcose 

extrapulmonaire ; Cryptosporidiose intestinale évoluant depuis plus d’un mois ; Infection à CMV (autre que foie, rate et/ou 

ganglions) ; Rétinite à CMV ; Encéphalopathie due au VIH ; Infection herpétique : ulcères chroniques depuis plus d’un mois 

ou infection bronchique, pulmonaire ou œsophagienne ; Histoplasmose disséminée ou extrapulmonaire ; Isosporidiose 

intestinale depuis plus d’un mois, Sarcome de Kaposi ; Lymphome de Burkitt ; Lymphome immunoblastique ; Lymphome 

cérébral primaire ; Infection à Mycobacterium tuberculosis quelle que soit la localisation (pulmonaire ou extrapulmonaire) ; 

Infection à mycobactérie identifiée ou non, disséminée ou extrapulmonaire ; Pneumonie à Pneumocystis carinii ; 

Pneumopathie bactérienne récurrent ; Leuco-Encéphalopathie Multifocale Progressive (LEMP) ; Septicémie à Salmonelle 

mineure récurrente ; Syndrome cachectique dû au VIH (perte de plus de 10% du poids corporel associée à une diarrhée 

chronique inexpliquée ou à une asthénie chronique ou une fièvre prolongée inexpliquée) ; Toxoplasmose cérébrale. 

 

L’isolement du VIH-1 puis du VIH-2 a permis de développer des techniques sérologiques 

pour dépister l’infection par le VIH (Parekh et al., 2018). Les premiers tests sérologiques, dits 

de « 1ère génération », étaient basés sur la réactivité des IgG des patients avec les antigènes 

viraux obtenus à partir de virus lysés, obtenus par culture. La spécificité de ces tests était 

moyenne et les faux-positifs fréquents. Les tests de « 2e génération » incorporèrent donc des 

antigènes viraux recombinants ou synthétiques des régions immunodominantes du VIH-1 et 

du VIH-2 afin d’augmenter la spécificité de la sérologie et de diminuer le nombre de faux-

positifs. 

Les tests ELISA dits de « 3e génération » permettaient de détecter à la fois les IgG et les IgM 

dirigés contre l’Ag p24, l’Ag gp160 du VIH-1 de groupe M, l’Ag gp36 du VIH-2, ainsi que 
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ceux dirigés contre un peptide synthétique du VIH-1 de groupe O. La détection des IgM dans 

ces tests de « 3e génération » a permis de raccourcir la fenêtre sérologique. 

Les tests ELISA actuellement utilisés en France sont dits de « 4e génération » et ils doivent 

répondre aux critères techniques fixés par l’arrêté publié le 28 mai 2010 au Journal Officiel de 

la République Française. Ces tests de « 4e génération » détectent l’antigène p24, en plus des 

anticorps dirigés contre le VIH-1 et/ou le VIH-2 afin de diminuer encore davantage la durée 

de la fenêtre sérologique. Depuis le développement des dépistages de l’infection par le VIH, il 

est obligatoire de confirmer tout résultat positif par une 2e technique (Western blot ou 

immunoblot) et de répéter la sérologie sur un 2e prélèvement. 

En plus de ces tests sérologiques désormais sensibles et spécifiques, des tests rapides 

d’orientation diagnostique (TROD) de l’infection par le VIH ont été développées depuis le 

milieu des années 1990. Ces tests permettent d’obtenir un résultat en quelques minutes et sont 

réalisables en dehors des laboratoires de biologie médicale en France, afin de dépister des 

personnes en marge du circuit de soin. En France, 15 à 20% des personnes infectées par le 

VIH ignorent leur statut sérologique, justifiant le déploiement de ces TROD pour 

diagnostiquer ces personnes. 

 

2. Epidémiologie des VIH 

 

Actuellement, 36,9 millions de personnes seraient infectées par le VIH à travers le monde et 

le nombre de décès annuels de maladies liées au SIDA est estimé à 940 000 (UNAIDS, 2018). 

En 2017, 1,8 millions de personnes ont été infectées par le VIH. Cette pandémie est 

majoritairement due au VIH-1, responsable de plus de 99% des infections par le VIH. Entre 1 

et 2 millions de personnes dans le monde seraient infectées par le VIH-2 (Visseaux et al., 

2016a). L’épidémie de VIH-2 est principalement cantonnée aux pays d’Afrique de l’Ouest 

(Guinée-Bissau, Sénégal, Côte d’Ivoire, Mali, Gambie, etc.) et n’a que très modérément 

diffusée dans les autres régions du monde, en dehors des pays ayant des liens économiques 

et/ou historiques avec ces pays africains (Portugal, France, Inde) (Faria et al., 2012; Lemey et 

al., 2003) (Figure 2). 

En France, le VIH-2 représente 2% des nouveaux diagnostics d’infection par le VIH (Morlat, 

2013). Les co-infections VIH-1/VIH-2 sont plus rares, de l’ordre de 0,1% des infections par le 

VIH diagnostiquées en France (Cazein et al.).  
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FIGURE 2 : REPARTITION MONDIALE DES INFECTIONS PAR LE VIH-2 

Les pays dans lesquels ont été décrits des infections par le VIH-2 sont colorés d’orange à rouge foncé. Plus la couleur est 

foncée, plus le nombre de cas décrits est important. (Figure reproduite de Visseaux et al., 2016.) 

 

3. Structure et organisation génomique des 

VIH 

 

Le VIH-1 et le VIH-2 appartiennent tous deux à la famille des Retroviridae, à la sous-famille 

des Orthoretrovirinae et au genre Lentivirus. Ce sont des virus enveloppés, d’une taille 

d’environ 120 nm, qui contiennent deux brins d’ARN linéaires de polarité positive, coiffés en 

5’ et polyadénylés en 3’. Leurs protéines sont nommées d’après leur poids moléculaire en kilo 

dalton. Ces deux rétrovirus possèdent chacun deux protéines d’enveloppe : la glycoprotéine 

de surface (gp120 et gp105 pour le VIH-1 et VIH-2, respectivement) et la glycoprotéine 

transmembranaire (gp41 pour le VIH-1 et gp35 pour le VIH-2) (Figure 3). 

Ces deux virus possèdent une enzyme virale, la Transcriptase Inverse (TI), qui permet la 

réplication de l’ARN viral par le biais d’un intermédiaire ADN viral double brin, ce qui les 

range dans la classe VI de Baltimore. Cet ADN double brin est capable de s’intégrer dans le 

génome des cellules hôtes grâce à une autre enzyme virale, l’intégrase, ce qui permet 

l’établissement d’un réservoir chez les sujets infectés. Le génome viral intégré peut rester à 

l’état latent ou être réactivé, et enclencher ainsi un nouveau cycle de réplication. 
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FIGURE 3 : STRUCTURES DU VIH-1 ET DU VIH-2. 

Schéma des structures des virions du VIH-1 et du VIH-2 avec en bleu les abréviations des protéines du VIH-1 et, en rouge, 

celles du VIH-2. (Figure adaptée d’après B. Visseaux) 

Abréviation : P : protéine et gp : glycoprotéine.  

 

Ces virus partagent une organisation génomique similaire aux autres rétrovirus (Figure 4-A). 

Une région Long Terminal Repeat (LTR), dupliquée aux deux extrémités du génome, encadre 

les régions codantes du génome viral. Les LTR des rétrovirus varient en taille (de 300 à 1700 

paires de bases) mais sont toujours subdivisés en 3 régions : U3, R et U5. Dans le génome à 

ARN, le LTR est partiel. En effet, il ne comprend que les sous-régions R et U5 en 5’, et U3 et 

R en 3’. 

Entre les deux régions LTR des VIH, se trouvent les gènes gag, pol et env, ainsi que des 

gènes codants des protéines de régulation (Tat et Rev) et des protéines accessoires : Nef, Vpr, 

Vif (communes aux deux VIH), Vpx (retrouvée uniquement chez le VIH-2) et Vpu (retrouvée 

uniquement chez le VIH-1). Le gène gag code pour les protéines internes (protéines de la 

nucléocapside, de la capside et de la matrice, aussi appelées NC, CA et MA, respectivement) 

tandis que le gène pol code pour les enzymes virales suivantes : l’intégrase, la TI et la 

protéase (Figure 4-B). 
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FIGURE 4 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES GENOMES DU VIH-1 ET DU VIH-2. 

A) Organisation générale des génomes à ARN et à ADN des rétrovirus. B) Organisation génomique du VIH-1 et du VIH-2, 

avec leurs 3 cadres de lecture et représentation des différentes régions codantes en couleur. 

 

4. Origines et variabilité des VIH 

 

Dès l’isolement des premières souches de VIH, la variabilité importante des VIH a été 

remarquée et elle a été largement étudiée depuis (Clavel et al., 1986b; Li et al., 2015) (Figure 

5). Il a d’abord été observé qu’en dépit de nombreuses similitudes structurales, les VIH-1 et 

VIH-2 ne possèdent qu’une faible homologie dans leurs séquences nucléotidiques : 60% pour 

les régions les plus conservées (gag, pol) et 30 à 40% pour les régions plus diverses (env, 

LTR) (Clavel et al., 1986b; Guyader et al., 1987). 

 

A) 

B) 
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Il a donc été décidé de classer les virus en groupes viraux mais également en sous-types 

(Robertson et al., 2000). Ainsi, le VIH-1 fut subdivisé en 4 groupes : M, N, O et P. Le groupe 

M, pour « Major », correspond au premier groupe identifié, celui qui est responsable de la 

pandémie mondiale. Le groupe M est subdivisé en 9 sous-types (notés de A à K, à l’exception 

de E et I). Les groupes O (pour « Outlier »), N (pour « Non-M, Non-O ») et P ont été 

identifiés ultérieurement (De Leys et al., 1990; Plantier et al., 2009a; Simon et al., 1998). Le 

VIH-1 de groupe O n’est endémique qu’au Cameroun, ce groupe viral ayant peu diffusé en 

dehors de ce pays (Mourez et al., 2013). Les infections par des VIH-1 de groupe N ou P sont 

rarissimes, une dizaine de cas pour le groupe N et deux pour le groupe P, chez des patients 

d’origine camerounaise principalement. 

 

Les VIH-2 sont, eux, séparés en 9 groupes (de A à I). Seuls les groupes A et B du VIH-2 sont 

devenus épidémiques, les autres groupes ne comprenant qu’un ou deux individu(s) et 

correspondant à des évènements indépendants de transmission des Virus de 

l’Immunodéficience Simienne (VIS) du sooty mangabey à l’Homme (Faria et al., 2012; 

Lemey et al., 2003). 

 

 
 

FIGURE 5 : VARIABILITE AU SEIN DES VIH. 

Pourcentage de différence des séquences nucléotidiques au sein des VIH, d’après des données issues de Clavel et al., 1986b 

et Li et al., 2015. 
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L’étude phylogénétique des VIH et des VIS identifiés dans différentes espèces de primates a 

permis de déterminer que les VIH ont des origines diverses selon les types et groupes viraux 

(Figure 6-A). Les groupes M et N du VIH-1 sont ainsi issus de transmission du VIS du 

chimpanzé (VIScpz) à l’Homme tandis que les groupes O et P du VIH-1 proviennent du VIS 

du gorille (VISgor) (Huet et al., 1990; Sharp and Hahn, 2011). Tous les groupes du VIH-2 

dérivent du VIS du sooty mangabey (VISsmm), un primate de petite taille présent en Afrique 

de l’Ouest (Apetrei et al., 2005; Hirsch et al., 1989) (Figure 6-B et C). Historiquement, le 

VISmac isolé de macaques rhésus était décrit comme le VIS le plus proche du VIH-2 mais il 

s’agit en fait d’un VISsmm transmis accidentellement de sooty mangabey à des macaques 

dans un centre de primatologie américain (Apetrei et al., 2005). 

 

 

FIGURE 6 : PHYLOGENIE DES VIH. 

A) L’arbre phylogénétique a été construit par la méthode du maximum de vraisemblance avec 1000 réplications 

(« bootstraps »), sous un modèle General Time Reversible avec gamma = 4, avec le logiciel IQTree v1.6.11, et visualisé avec 

le logiciel FigTree v1.4.3. Les séquences analysées phylogénétiquement correspondent à toutes les séquences de la TI des 

VIS et VIH disponibles sur la base de données du Los Alamos National Laboratory, qui recense et vérifie toutes les 

séquences rétrovirales. La longueur de branches équivalent à une distance génétique de 0,1 substitution par nucléotide est 

indiquée en bas de la figure. B) Arbre phylogénétique daté (d’après  Lemey et al., 2003).C) Le sooty mangabey (Cercocebus 

atys) est un petit primate habitant les forêts d’Afrique de l’Ouest, dont la forêt Taï au Sud-Ouest de la Côte d’Ivoire. La 

majorité des groupes du VIH2 est proche phylogénétiquement de SIVsmm isolés de sooty mangabey vivant dans la forêt Taï 

(Santiago et al., 2005). 
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Chaque groupe du VIH-1 et du VIH-2 correspond ainsi à un événement différent de 

transmission des primates vers l’Homme. La date d’introduction de ces virus dans l’espèce 

humaine diffère selon les groupes (Sharp and Hahn, 2011). Le VIH-1 de groupe M daterait 

ainsi du début des années 1900, dans la région de Kinshasa (République Démocratique du 

Congo). Les deux groupes épidémiques du VIH-2 seraient eux originaires de la forêt Tai, à 

l’ouest de la Côte d’Ivoire, avec une date d’introduction estimée aux années 1945-1950, le 

groupe A ayant davantage diffusé vers la Guinée Bissau par la suite (Lemey et al., 2003) 

(FIGURE 6-B). Une étude récente (Visseaux et al., 2016b) a permis de mettre en évidence 

l’existence de deux sous-types du groupe A : A1 et A2 (représentés respectivement par les 

souches de référence « ROD » et « BEN »), résultant d’effets fondateurs distincts dans des 

zones géographiques différentes (Figure 7). 

 

 
 

FIGURE 7 : DIVERSITE DES VIH-2. 

A) Distribution des souches VIH-2 séquencées à travers le monde. B) Distribution des différents groupes et sous-types du 

VIH-2 en Afrique de l’Ouest. Les patients infectés par un VIH-2 apparenté au groupe A sous-type A1 sont représentés en 

bleu, ceux infectés par un sous-type A2 en vert et ceux infectés par un virus du groupe B en rouge. (Figure adaptée d’après 

Visseaux et al., 2016b) 

 

Ces deux rétrovirus partagent une autre caractéristique fondamentale : leur grande variabilité. 

En effet, les TI du VIH-1 et du VIH-2 commettent de nombreuses erreurs durant la 

réplication. Ainsi, le taux d’erreur de la TI de ces deux rétrovirus est estimé à une erreur tous 

les 10 000 nucléotides, ce qui correspond approximativement à 1 substitution par génome et 

par cycle. De plus, ces deux TI ne possèdent pas d’activité correctrice de cette génération 

d’erreurs. Le fort taux de réplication des VIH (de l’ordre de 109 à 1010 virions produits par 

jour chez un individu infecté, non traité par antirétroviraux (ARV)) amplifie ce nombre 

d’erreurs. Cette variabilité nucléotidique est à l’origine de l’existence de quasi-espèces virales 

au sein des individus infectés. 
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De plus, les recombinaisons sont fréquentes du fait de la présence de deux ARN simple brin 

dans le virion. Lorsqu’une cellule est infectée par deux virus parentaux différents, que ces 

deux virus arrivent à s’intégrer au génome de la cellule hôte et à se répliquer au sein de celle-

ci, certains des virions produits pourront être composés d’un ARN simple brin issu de chaque 

virus parental. Or, lors de la rétrotranscription, la TI du VIH a la particularité de fréquemment 

sauter d’un brin d’ARN à l’autre, changeant de modèle pour la synthèse de l’ADN viral et 

générant donc un ADN viral double brin recombinant. Des études phylogénétiques permettent 

de mettre en évidence les points de recombinaison dans le génome recombinant, qui 

correspondent aux zones où la TI est passé d’un brin à l’autre. Des points chauds de 

recombinaison dans Gag et Pol sont décrits pour les VIH-1 (Smyth et al., 2014). 

Ces sauts de la TI facilitent l’apparition de virus recombinants dans les cellules infectées par 

des VIH de différents groupes ou sous-types. Ces virus recombinants pourront ensuite être 

transmis à d’autres individus. A ce jour, près de 100 formes recombinantes circulantes, ou 

CRF (« Circulating Recombinant Form ») ont été décrites. Un CRF est défini par l’existence 

d’au moins 3 patients infectés par des souches virales présentant les mêmes points de 

recombinaison, sans relation épidémiologique entre ces patients, prouvant ainsi la diffusion de 

ce recombinant. Parmi les CRF du VIH-1, l’un d’entre eux a pris une importance toute 

particulière dans l’épidémiologie française où il est devenu l’un des sous-types majoritaires, 

le CRF02_AG, issu de la recombinaison de VIH-1 des groupes A et G. Des formes 

recombinantes uniques, ou URF (« Unique Recombinant Form »), sont fréquemment 

découvertes. 

 

Les virus recombinants décrits pour le VIH-2 sont rares. Le seul CRF formellement identifié 

est un recombinant A/B isolé de 3 patients au Japon, similaire à une souche recombinante 

dénommée « 7312A » qui avait été identifiée en 1990 en Côte d’Ivoire (Gao et al., 1994; Ibe 

et al., 2010) (Figure 8). Les 3 patients présentaient des charges virales (CV) plasmatiques 

élevées (25 000 à 680 000 copies/mL) et un faible nombre de cellules CD4 (1 à 241/mm3). 
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FIGURE 8 : ORGANISATION GENOMIQUE DES DEUX FORMES RECOMBINANTES DECRITES DU 

VIH-2. 

Les séquences appartenant au groupe A sont représentées en bleu et celles du groupe B en rouge. Cette forme recombinante 

circulante est la seule décrite à ce jour pour le VIH-2. (Figure adaptée d’après Visseaux et al, 2016). 

 

Des facteurs cellulaires peuvent également être à l’origine de variations dans les séquences 

nucléotidiques du VIH. C’est le cas des protéines de la famille des APOBEC (« Apoliprotein 

B mRNA-editing, catalytic peptide »), en particulier APOBEC3G et APOBEC3F qui, par leur 

activité enzymatique de déamination des cytidines, introduisent des transitions G vers A sur le 

brin complémentaire (Harris and Liddament, 2004). Le phénomène d’hypermutation des 

séquences rétrovirales fait partie de l’immunité innée de la cellule vis-à-vis des infections par 

des rétrovirus et d’autres virus. Ces virus dits « hypermutés » sont classiquement considérés 

comme défectifs (c’est-à-dire non capables d’induire un nouveau cycle de réplication virale) 

car les hypermutations induites vont modifier la séquence protéique voire introduire des 

codons stops induisant un arrêt précoce de la synthèse protéique. Les VIH peuvent 

contrecarrer l’effet des enzymes APOBEC3G et 3F par le biais de la protéine virale Vif qui va 

induire la dégradation des protéines APOBEC par le protéasome (Sheehy et al., 2003). 

 

5. Conséquences de la variabilité génétique 

des VIH 

 

La diversité génétique conséquente au sein des VIH a des conséquences importantes, tant sur 

le plan clinique que biologique. Ainsi, certains VIH présentent des résistance(s) naturelle(s) à 

certains traitements ARV. En effet, ces VIH présentent des mutations de polymorphisme sur 

des sites des enzymes de la réplication virale (TI, protéase, intégrase) ciblées par le traitement 

ARV, ces mutations leur conférant alors une résistance intrinsèque à un ou plusieurs ARV. 
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Cela est dû notamment au fait que la majorité des ARV ont été développés en étudiant leur 

action antirétrovirale sur des souches de VIH-1 du groupe B, le groupe majoritaire dans les 

pays occidentaux où étaient menées les premières études. Ainsi, les VIH-2 sont tous 

naturellement résistants aux inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse 

(INNTI), ainsi qu’à l’enfuvirtide, l’inhibiteur de fusion, et peu sensibles à certains inhibiteurs 

de protéase (IP) (Desbois et al., 2008; Ntemgwa et al., 2009; Witvrouw et al., 2004). Le 

VIH-1 de groupe O est également fréquemment résistant aux INNTI, notamment du fait du 

polymorphisme 181C dans la TI (Descamps et al., 1997; Tuaillon et al., 2004). 

Par ailleurs, certaines mutations de résistance apparaissent préférentiellement dans certains 

groupes viraux. Par exemple, la mutation K65R est plus fréquemment sélectionnée, après un 

échec virologique sous traitement par certains inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase 

inverse (INTI), chez les patients infectés par un VIH-1 du sous-type C. Ce sous-type est celui 

majoritaire en Afrique du Sud notamment. Cette mutation confère une résistance à de 

nombreux INTI (Invernizzi et al., 2009). Le VIH-2 sélectionne également plus rapidement que 

le VIH-1 des mutations de résistance aux différents ARV. 

De plus, les anticorps neutralisants synthétisés chez les patients infectés et ciblant les 

glycoprotéines du VIH ont une efficacité limitée car les gènes de ces protéines d’enveloppe 

mutent très rapidement, permettant ainsi aux VIH d’échapper à la réponse immunitaire (Wei 

et al., 2003a). Il s’agit d’un des mécanismes qui complique fortement la recherche vaccinale 

contre les VIH. 

Les différences notables de virulence entre le VIH-1 et le VIH-2 ont rapidement été 

observées, tandis que l’existence de ces différences au sein des VIH-1 ou des VIH-2 est 

encore discutée. Ainsi, une première étude avait mise en évidence une progression plus rapide 

vers le stade SIDA des femmes infectées par un VIH de sous-type non-A (Kanki et al., 1999). 

Plusieurs études menées sur de larges cohortes ont estimé à environ un tiers la part de 

virulence due au virus, le reste étant dû à des facteurs génétiques de l’hôte (Fraser et al., 

2014). D’autres études ont montré une plus grande pathogénicité du VIH-1 de sous-type D, au 

Royaume-Uni, dans les pays sub-sahariens et en Ouganda (Easterbrook et al., 2010; Venner 

et al., 2016). 

Des travaux sont en cours afin d’analyser une éventuelle différence de virulence entre les 

VIH-2 du groupe A et ceux du groupe B. Ainsi, le CRF du VIH-2 semble plus virulent, les 

charges virales des patients infectés par celui-ci étant très élevées (de l’ordre de 5 log10 c/mL 

d’ARN du VIH-2) (Ibe et al., 2010). 
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La diversité génétique au sein de la population virale augmente lors des premières années de 

l’infection par le VIH chez un patient non traité par ARV, tout comme la divergence (c’est-à-

dire la distance génétique par rapport à la souche virale ayant infecté le patient) (Shankarappa 

et al., 1999). L’impact de cette augmentation de la diversité virale sur la progression de la 

maladie est encore discuté. 

L’une des conséquences bien connue de la diversité génétique des VIH est sa répercussion sur 

le diagnostic des infections par le VIH. Elle a notamment été à l’origine de faux négatifs sur 

les premières générations de sérologie VIH (Plantier et al., 2009b). Cette variabilité génétique 

est aussi impliquée dans la difficulté de mise au point des techniques d’amplification par 

réaction de polymérase en chaîne (PCR) amplifiant avec succès tous les groupes viraux. 

Ainsi, plusieurs techniques commerciales de quantification des charges virales plasmatiques 

du VIH-1 ne détectent pas ou sous-quantifient le groupe O. 

Les techniques de quantification du VIH-2 consistent en une PCR duplex, utilisant un couple 

d’amorces spécifiques au groupe A et un autre pour le groupe B pour contourner la diversité 

génétique importante du VIH-2, supérieure à ce qui est observé entre deux sous-types du 

VIH-1 (Damond et al., 2002). Les mêmes difficultés sont retrouvées lors des génotypages de 

résistance des différents VIH, plusieurs couples d’amorces sont souvent nécessaires pour 

chaque gène d’intérêt afin de réussir à amplifier le virus de certains patients ayant des 

mutations sur les sites complémentaires de certaines amorces. 

 

6. Cycle du VIH 

 

Le cycle du VIH au sein de sa cellule cible peut schématiquement être divisé en 6 étapes : 1) 

l’entrée (attachement et fusion), 2) la décapsidation et la rétrotranscription, 3) l’intégration, 4) 

la transcription du génome proviral, 5) la traduction des ARN messagers et l’assemblage des 

protéines virales et 6) le bourgeonnement et la maturation des particules virales. Ce cycle est 

court (24 à 48 heures) et est réalisé en détournant la machinerie cellulaire, le virus exploitant 

des facteurs cellulaires pour sa réplication, tout en contrecarrant des facteurs de restriction 

antirétrovirale exprimées par les cellules grâce à ses protéines virales. 
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6.1.  Entrée dans les cellules cibles 

 

Le tropisme du VIH-1 pour les cellules exprimant la molécule de surface CD4 a été établi dès 

le début de l’épidémie (Dalgleish et al., 1984).  Les principales cellules cibles du VIH sont 

donc les lymphocytes T CD4+ mais également les monocytes et les macrophages, les cellules 

dendritiques et les cellules de Langerhans, ainsi que les cellules de la microglie du système 

nerveux central et les cellules dendritiques folliculaires. Le VIH se multiplie également dans 

les syncytiotrophoblastes. 

Le mécanisme d’entrée du virus implique la liaison du récepteur cellulaire CD4 au « CD4 

binding site » situé sur le trimère de glycoprotéines de surface (gp120 et gp105 pour le VIH-1 

et le VIH-2, respectivement). Cette interaction entraîne un changement de conformation du 

trimère qui va alors exposer la boucle variable V3 de la glycoprotéine de surface (Shaik et al., 

2019). Cette boucle V3 contient le site de liaison au corécepteur cellulaire CCR5 et/ou 

CXCR4, selon le tropisme du virus. Le peptide de fusion (hétérodimère de la glycoprotéine 

transmembranaire, gp41 ou gp36) qui était jusqu’alors masqué par la gp120 va ensuite 

s’insérer dans la membrane cytoplasmique, permettant la fusion de l’enveloppe virale et de la 

membrane cellulaire, et la formation d’un pore de fusion au travers duquel le contenu du 

virion passera dans le cytoplasme de la cellule infectée. 

Les cellules dendritiques et les cellules de Langerhans, deux types de cellules présentatrices 

d'antigènes aux lymphocytes T, jouent un rôle essentiel dans la physiopathologie de l'infection 

virale. Les cellules de Langerhans et les cellules dendritiques DC-SIGN+ sont présentes dans 

la muqueuse génitale et sont les premières cellules immunitaires en contact avec le virus. Les 

cellules de Langerhans joueraient principalement un rôle de défense contre l’infection, en 

capturant le virus par le biais de leur molécule de surface, la langerine, internalisant alors le 

virus et le dégradant (de Witte et al., 2007). A l’inverse, les cellules dendritiques DC-SIGN+ 

capturent le virus avec leur molécule de surface DC-SIGN, ce qui facilite à la fois l’infection 

de la cellule dendritique et la transmission en trans du VIH, c’est-à-dire la transmission du 

virus à une autre cellule, sans infecter la cellule dendritique (Geijtenbeek et al., 2000). Il peut 

néanmoins également arriver que des cellules de Langerhans soient infectés par le VIH. Après 

avoir migré vers les ganglions lymphatiques, au lieu de présenter les antigènes viraux et 

d’initier une réponse lymphocytaire T, ces cellules vont infecter les lymphocytes T et 

permettre la dissémination du virus dans l’organisme. Ces deux types cellulaires exprimant 
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majoritairement le corécepteur R5, cela explique la transmission préférentielle par voie 

sexuelle des virus de tropisme R5 (Witte et al., 2008). 

Au cours de l’infection à VIH, le tropisme des virus évolue chez les personnes infectées, d’un 

tropisme R5 en début d’infection vers un tropisme X4 ou mixte dans les infections à un stade 

avancé. Classiquement, les virus à tropisme CCR5 sont dits à tropisme macrophagique et 

ceux à tropisme CXCR4 ou mixte à tropisme lymphocytaire. 

Il est à noter qu’une mutation du corécepteur CCR5 est décrite, la mutation CCR5∆32 qui 

correspond à une délétion de 32 paires de bases entraînant l’apparition d’un codon stop 

prématuré dans la séquence protéique et la rétention dans le réticulum endoplasmique de la 

protéine mutée. Cette mutation est retrouvée à des fréquences différentes à travers le monde 

avec une sur-représentation en Europe, notamment en Europe du Nord, et entraîne une 

résistance à l’infection in vivo et in vitro chez les patients homozygotes pour cette mutation 

(Liu et al., 1996; Martinson et al., 1997; Michael et al., 1997). Néanmoins, des cas 

d’infections par des virus à tropisme X4 ou mixte ont été décrits chez des patients porteurs de 

l’allèle CCR5∆32 (Henrich et al., 2015). 

Deux cas de « guérison » d’infections par le VIH sont décrits dans la littérature (Gupta et al., 

2019; Hütter et al., 2009). Dans les deux cas, les patients ont reçu des greffes de cellules 

souches hématopoïétiques d’un donneur homozygote pour cette mutation CCR5∆32 pour 

traiter leur hémopathie, et aucun virus ou provirus n’a été isolé dans leurs prélèvements 

depuis plusieurs années, malgré l’arrêt de tout traitement antirétroviral. 

Un autre corécepteur, CXCR6, anciennement appelé BONZO, serait également largement 

utilisé par le VIH-2 et certains SIV (Blaak et al., 2005; Mörner et al., 1999; Owen et al., 1998; 

Wetzel et al., 2018). Récemment, une étude a montré que l’expression de ce CXCR6 différait 

selon les sous-populations lymphocytaires avec une plus faible expression dans les cellules 

centrales mémoires que dans les cellules transitionnelles mémoires (Samri et al., 2019). Cette 

observation pourrait expliquer pourquoi le réservoir du VIH-2 est majoritairement présent 

dans les cellules transitionnelles mémoire et non dans les cellules centrales mémoires comme 

décrit dans l’infection par le VIH-1 (Chomont et al., 2009). 

  

Un autre mécanisme d’entrée du virus est celui du contact cellule-cellule, notamment par le 

biais des synapses virologiques établies entre un lymphocyte T infecté et un lymphocyte T 

non infecté ou bien entre une cellule dendritique infectée et un lymphocyte T non infecté. 
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Cette voie d’infection serait plus efficace que la libération de virions dans le milieu 

extracellulaire. 

 

6.2.  Décapsidation et rétrotranscription 

 

Une fois que la fusion des membranes cellulaire et virale a eu lieu, la capside virale qui 

contient les deux brins d’ARN viral et de nombreuses protéines virales va se retrouver dans le 

cytoplasme de la cellule. La capside virale est de forme conique et est formée par un 

assemblage de pentamères de la protéine virale de capside (p24 pour VIH-1, p26 pour 

VIH-2). Le désassemblage de la capside virale est indispensable à l’initiation de la 

rétrotranscription du génome viral. 

Un facteur de restriction cellulaire, TRIM5α (“tripartite motif-containing 5α”), peut accélérer 

la décapsidation en se fixant à la capside virale et en la déstabilisant, exposant les acides 

nucléiques viraux et stimulant donc l’immunité innée (Stremlau et al., 2004). Cette action 

antirétrovirale est très limitée pour le VIH-1 mais elle est jusqu’à 9 fois importante pour le 

VIH-2 et est liée à la séquence de la capside virale (Takeuchi et al., 2013; Ylinen et al., 2005). 

 

La rétrotranscription débute rapidement après la décapsidation, cette étape est orchestrée par 

la TI virale. La TI est un hétérodimère composé des protéines p66 et p51 (pour le VIH-1). La 

protéine p66 possède deux sites actifs, l’un en partie N-terminale avec une activité ADN-

polymérase ADN- et ARN-dépendante et l’autre en partie C-terminale avec une activité 

RNAse H lui permettant de dégrader l’ARN des hybrides ARN/ADN produits lors de la 

rétrotranscription. 

La TI vient se fixer sur le brin d’ARN, sur la séquence PBS (Primer Binding Site) située 

immédiatement en aval de la région LTR 5’ (Figure 9-A) et débute la synthèse d’un ADN de 

polarité négative (Figure 9-B). Une fois arrivée à la région R du LTR5’, la TI effectue son 

premier saut et va se fixer sur le LTR en 3’, par hybridation des séquences R, et reprend la 

synthèse de l’ADN viral (Figure 9-C et D). En parallèle, la TI dégrade l’ARN viral en 5’ via 

son activité RNAse H (Figure 9-E). 

Seules deux séquences ARN riches en purine résistent à cette dégradation, le cPPT (« central 

PolyPurine Tract ») et le 3’PPT. Ces deux séquences servent alors d’amorces pour la synthèse 

du brin d’ADN de polarité positive, générant ainsi un ADN complémentaire comprenant la 

région 3’ unique précédant le LTR 3’, le LTR 3’ complet et une région 5’ unique (celle 
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précédant la séquence PBS) (Figure 9-F). Peu après, la TI dégrade les dernières séquences 

ARN : les PPT et la séquence PBS (Figure 9-G). 

En parallèle, le génome ADN double brin va se circulariser et, grâce à la complémentarité des 

deux brins sur la région 5’ unique (région précédant la séquence PPBS), la TI peut poursuivre 

la synthèse du brin d’ADN de polarité positive (Figure 9-H). La synthèse de ce brin de 

polarité positive s’arrête au niveau de la séquence CTS (Central Termination Sequence) 

(Figure 9-I). La TI va alors effectuer son deuxième saut pour se fixer sur l’ADN de polarité 

négative et entamer la synthèse du LTR 5’ (Figure 9-J), permettant d’obtenir deux brins 

d’ADN complémentaires, sauf sur une courte région proche du CTS où il y a un recouvrement 

d’environ 100 nucléotides (Figure 9-K) (Charneau et al., 1994). 
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FIGURE 9 : RETROTRANSCRIPTION DES VIH 
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Représentation schématique de la rétrotranscription de l’ARN viral en ADN viral double brin par la transcriptase inverse. 

Les ARN viraux sont représentés en vert, les ARN viraux en bleu. (D’après (Charneau et al., 1994) 

Abréviations : ARNt : ARN de transfert ; CTS : « Central Termination Sequence » ; PBS : « Primer Binding Site » ; PPT : 

« Poly Purine Tract » ; TI : transcriptase inverse. 

 

Deux facteurs de restriction cellulaire de cette étape de rétrotranscription sont décrits : les 

protéines cellulaires APOBEC3G/F et la protéine SAMHD1. Les protéines APOBEC3G/F 

sont des protéines cellulaires qui vont être intégrées aux virions nouvellement formés et qui 

vont induire des mutations G vers A lors de la rétrotranscription, rendant potentiellement les 

provirus porteurs de ces mutations incapables de se répliquer (Figure 10). C’est donc un 

facteur de restriction antirétrovirale qui a la particularité d’agir sur le cycle suivant 

d’infection. La protéine Vif des VIH dégrade les protéines APOBEC3G/F (Sheehy et al., 

2002). 

 

 
 

FIGURE 10 : DESCRIPTION DU CONTEXTE NUCLEOTIDIQUE D’EDITION PAR APOBEC3G/F. 

APOBEC3G et 3F sont des protéines cellulaires avec une activité cytidine déaminase. Elles vont agir sur le brin d’ARN viral 

en transformant une déoxycytidine en déoxyuridine par déamination. Par convention, le contexte APOBEC est regardé sur le 

brin d’ADN complémentaire, où est visible une mutation G vers A. Ces deux protéines vont préférentiellement induire une 

transition G vers A sur des guanines suivies d’un R (G ou A) puis d’un D. Les contextes non-APOBEC3G/F sont donc tous 

les autres environnements nucléotidiques. 

Abréviations : A : adénosine, C : cytosine, D : tout nucléotide sauf cytosine, G : guanine, T : thymine et R : guanine ou 

adénosine. 

 

La protéine SAMHD1 déplète le pool intracellulaire en dNTP qui sont indispensables pour la 

synthèse des acides nucléiques, limitant voire bloquant la rétrotranscription du génome viral  

(Hrecka et al., 2011; Laguette et al., 2011). Son action est contrecarrée par la protéine Vpx du 

VIH-2 qui se fixe à SAMHD1 et à un complexe ubiquitine ligase, entraînant la dégradation de 

SAMHD1 par le protéasome. Le VIH-1 ne possède pas de protéine Vpx, ce qui expliquerait la 

difficulté du VIH-1 à se répliquer dans les cellules avec un faible taux intracellulaire de dNTP 

tels que les macrophages ou les cellules dendritiques (Hrecka et al., 2011). Dans un modèle 
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expérimental de déplétion de SAMHD1 par une protéine Vpx de VIH-2 ou de VISmac, les 

cellules dendritiques peuvent être infectées par le VIH-1, l’activation immunitaire étant 

dépendante de l’interaction de la cyclophilline A cellulaire avec la capside virale (Manel et 

al., 2010). La présence de Vpx dans le génome des VIH-2 ne leur permet néanmoins pas 

d’infecter efficacement les cellules dendritiques dérivées de monocytes, cela n’étant a priori 

pas dû à SAMHD1 mais plutôt à un défaut dans le mécanisme d’entrée du virus (Chauveau et 

al., 2015). 

 

6.3.  Complexe de pré-intégration et intégration 

 

Après la synthèse du double brin d’ADN, il va y avoir formation d’un complexe de 

pré-intégration qui comprend l’ADN viral, les protéines de capside et de l’intégrase du virus, 

ainsi que des protéines cellulaires. Le mécanisme de formation du complexe de pré-

intégration (ou PIC, pour « pre-integration complex ») est mieux documenté pour les VIH-1 

que pour les VIH-2. Ce PIC est fondamental puisque c’est lui qui confère la capacité aux VIH 

d’infecter les cellules, quel que soit le moment du cycle cellulaire et non pas uniquement les 

cellules en division comme les autres rétrovirus. Le PIC permet l’import nucléaire de l’ADN 

viral après interaction avec un NPC (« nuclear pore complex ») (Figure 11). 

La capside virale joue un rôle crucial dans l’import nucléaire de l’ADN viral puisque la 

protéine cyclophiline A va se fixer sur la capside virale, induire des changements 

conformationnels sur la capside virale et la rapprocher de la protéine RANBP2, située près du 

NPC, au niveau cytoplasmique (Lusic and Siliciano, 2017). D’autres protéines cellulaires 

jouent également un rôle dans l’import de l’ADN viral, dont la transportine 3 (TNPO3) 

impliquée dans le transport à travers le NPC, ainsi que deux protéines situées près du NPC 

mais au niveau nucléaire : NUP153 et CPSF6 (Brass et al., 2008; König et al., 2008). Ces deux 

dernières protéines semblent jouer un rôle non seulement dans l’import nucléaire mais 

également dans le site d’intégration de l’ADN viral au sein du génome de la cellule hôte 

(Lusic and Siliciano, 2017). 

 

Dès la fin de la rétrotranscription, l’intasome se forme dans le PIC, il s’agit d’un complexe 

composé de l’ADN viral et d’un tétramère d’intégrases virales fixées aux extrémités de cet 

ADN viral (Figure 11). 
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L’intégrase virale possède deux activités enzymatiques : une activité de 3’-processing et une 

activité de transfert de brin. L’ADN viral débute par TGGA et se termine par AGCA pour les 

VIH-1 comme pour les VIH-2 (Compendium Los Alamos). Dans le PIC, l’intégrase va 

exciser deux nucléotides en 3’ des deux brins de l’ADN viral, créant ainsi une extrémité 3’ 

avec deux nucléotides puis un groupement hydroxyl libre. Une fois importé dans le noyau 

cellulaire, les groupements hydroxyl libres de l’ADN viral vont permettre de réaliser une 

attaque nucléophile au niveau du grand sillon de l’ADN de la cellule infectée et d’insérer le 

génome viral  (Brady et al., 2009; Lusic and Siliciano, 2017). Il y a alors insertion du brin 

complémentaire puis réparation par les enzymes cellulaires. 

 

L’intégration de l’ADN viral n’a pas lieu au hasard dans le génome de la cellule hôte. 

L’intégration se fait préférentiellement dans un ADN situé à moins d’un micron du NPC et 

dans l’euchromatine, une zone plus relâchée de la chromatine qui correspond généralement à 

une zone transcriptionnellement active, ce qui favorisera la réactivation ultérieure du génome 

proviral. De plus, certains motifs nucléotidiques (RYRY avec R pour purine et Y pour 

pyrimidine) sont privilégiés par le virus comme sites d’intégration. La sélectivité du VIH-1 

pour certains motifs nucléotidiques semble dépendante de deux acides aminés de l’intégrase, 

S119 et R231 (Demeulemeester et al., 2014; Serrao et al., 2014). 
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FIGURE 11 : CYCLE DU VIH-2 ET ROLE DES FACTEURS DE RESTRICTION 

ANTIRETROVIRAUX. 

Les protéines virales sont indiquées en vert, les facteurs cellulaires de restriction antirétrovirale en rouge. 

Abréviations : cGAS : « cyclic GMP-AMP cyclase » ; complexe HUSH : « human silencing hub »; et TRIM5α: “tripartite 

motif-containing 5α”. 

 

6.4.  Réactivation des provirus et transcription 

 

La région critique du provirus pour sa réactivation est la région LTR, qui est le promoteur du 

VIH. Son activation permet d’initier la transcription du génome proviral. Dans un premier 

temps, l’activité transcriptionnelle du LTR est faiblement activée par des FT cellulaires 

(NFκB, Sp1, Elf-1, etc.) qui viennent se fixer sur des sites de fixation des FT présents dans la 

fin de la sous-région U3 du LTR. Cela permet de recruter l’ARN polymérase II cellulaire au 

niveau de la « TATAA box » et d’initier la transcription à bas bruit de l’ADN viral en ARN. 
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Ces ARN viraux précoces sont rapidement épissés dans le noyau avant d’être exportés hors de 

celui-ci et traduits en trois protéines virales dites régulatrices : Tat, Rev et Nef (Figure 12). 

La protéine virale Tat va transactiver le LTR en se fixant sur la région TAR (« Tat-Activated 

Region ») du LTR et augmente de façon exponentielle la transcription de l’ADN viral (Figure 

12). Il est également décrit une transactivation des LTR par interaction des protéines virales 

Vpr (pour le VIH-1 uniquement) et Tat avec la protéine cellulaire Sp1 quand celle-ci est fixée 

sur ses sites de fixation (Pagtakhan and Tong-Starksen, 1997; Wang et al., 1995). 

La protéine virale Rev va être importée dans le noyau, où elle va se fixer sur la région RRE 

(« Rev Recognition Element ») des ARN viraux et permettre un export plus rapide de ceux-ci, 

avant qu’ils ne soient multi-épissés (Pollard and Malim, 1998). Les ARN viraux retrouvés 

dans le cytoplasme seront alors majoritairement peu ou non-épissés. Ce passage d’une phase 

de production de transcrits viraux majoritairement multi-épissés à une phase de synthèse de 

transcrits viraux peu ou non épissés est critique pour la réplication virale. 

La protéine virale Nef va réguler négativement l’expression à la surface de la cellule infectée 

du récepteur CD4, des corécepteurs CCR5 et CXCR4, ainsi que de la tetherine (Laguette et 

al., 2010). Cela permet d’éviter une super-infection de la cellule par les virus nouvellement 

produits et d’augmenter le nombre de virions libérés par la cellule infectée en limitant la 

rétention des virus à la surface cellulaire par la tetherine. De plus, la protéine virale Nef va 

également diminuer la synthèse et internaliser les molécules du Complexe Majeur 

d’Histocompabilité de classe I, afin d’échapper à la réponse lymphocytaire T cytotoxique. La 

protéine virale Nef peut également entraîner une activation cellulaire, par les mêmes cascades 

de signalisation que celles activées par le récepteur des cellules T (TCR), ainsi qu’interférer 

avec les signaux pro- et anti-apoptotiques (Laguette et al., 2010). 
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FIGURE 12 : SCHEMA DE LA TRANSACTIVATION DU VIH-2. 

Lors de l’activation cellulaire, les FT cellulaires vont pouvoir se fixer sur leurs sites de fixation dans le 5’-LTR du VIH-2 et 

entraîner une transcription à bas bruit du génome viral. Les ARN transcrits précocement sont multi-épissés avant de sortir 

du noyau et d’être traduits en trois protéines : Tat, Rev et Nef. La protéine virale Tat va amplifier la transcription du génome 

viral en se fixant à TAR. Les nombreux ARN tardifs transcrits sont peu ou pas épissés car ils sont exportés précocement du 

noyau cellulaire du fait de la fixation de Rev sur le site RRE (« Rev Recognition Element »). Dans le cytoplasme, ces ARN 

vont permettre l’assemblage de nouveaux virions qui sortiront de la cellule infectée par bourgeonnement. 

Abréviations : ARNme : ARN messagers multi-épissés, ARNpe : ARN messagers partiellement épissés, ARNne : ARN 

messagers non épissés, FT : Facteurs de Transcription, ARN pol. II : ARN polymérase II ; TAR : « Tat-Activated Region » et 

TCR : « T Cell Receptor ». 

 

Différents facteurs de restriction antirétrovirale, dont l’action antirétrovirale se déroule dans le 

noyau cellulaire, ont été décrits récemment : la protéine NONO, en association avec la 

protéine cGAS, et le complexe HUSH (Figure 11). 
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La protéine NONO reconnaît la capside virale du VIH-2 de façon plus affine que celle du 

VIH-1 (Lahaye et al., 2018). En se fixant à la capside virale, cette protéine pan-nucléaire va 

rapprocher l’ADN viral double brin du senseur cGAS (« cyclic GMP-AMP cyclase ») 

(Lahaye et al., 2013). En effet, dans certaines lignées cellulaires dont les cellules dendritiques 

et les macrophages, la protéine cGAS, d’habitude retrouvée dans le cytoplasme, est également 

présente dans le noyau où elle est associée à la protéine NONO. La détection d’ADN double 

brin par cGAS dans le noyau entraîne une activation de l’immunité innée dans la cellule 

infectée par phosphorylation d’IRF3, entraînant la production d’interférons de type I et III. 

Cette détection de l’ADN viral double brin dans les noyaux des cellules dendritiques et des 

macrophages pourrait induire une immunité antivirale protectrice vis-à-vis du VIH-2. 

 

Le complexe HUSH (« human silencing hub »), composé des protéines TASOR, MPP8 et 

périphilline, recrute l’histone méthyltransférase H3K9me3. Cette enzyme induit une 

répression épigénétique des gènes en modifiant la condensation de la chromatine par 

méthylation des histones. La protéine virale Vpx va se fixer à une ubiquitine ligase et à la 

protéine TASOR, induisant l’ubiquitinylation de celle-ci et donc sa dégradation par le 

protéasome (Chougui et al., 2018). Cela va déstabiliser le complexe HUSH, limitant la 

répression épigénétique induite par celui-ci. La protéine Vpx va également dégrader la 

protéine MPP8. Dans un modèle expérimental de cellules infectées par le VIH-1, la présence 

de Vpx du VIH-2 ou de VIS entraîne la perte des marques épigénétiques sur les histones et la 

dé-répression des provirus VIH-1, c’est-à-dire leur réactivation (Chougui et al., 2018). Le 

complexe HUSH est donc un facteur de restriction antirétrovirale, limitant l’expression des 

transcrits viraux par un mécanisme épigénétique, contrecarré par la protéine Vpx du VIH-2 

(Figure 11). 
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6.5.  Traduction des ARN messagers et assemblage 

des particules virales 

 

Après la transcription des gènes viraux et l’export des ARN viraux dans le cytoplasme, 

différentes polyprotéines virales vont être synthétisées par traduction des ARN messagers par 

l’ARN ribosomal (ARNr). Ce sont les polyprotéines Gag, Gag-pol et Env.  

La polyprotéine Env est clivée par une protéase cellulaire, au niveau de l’appareil de Golgi, 

pour donner les deux glycoprotéines gp105 et gp36. Les polyprotéines Gag et Gag-pol sont 

produites à partir du même transcrit mais, du fait d’un décalage du cadre de lecture lors de la 

traduction par l’ARNr, à la fin de la traduction de Gag, environ 5% des protéines produites 

correspondent à la polyprotéine Gag-poll qui code pour les protéines de matrice (MA), de 

capside (CA) et de nucléocapside (NC), ainsi que pour les enzymes virales (protéase, TI et 

intégrase). 

Les différentes protéines codées par le précurseur polyprotéique Gag jouent toutes un rôle 

dans l’assemblage du virion. Les glycoprotéines d’enveloppe vont migrer au niveau de la 

membrane et s’y ancrer. Le domaine MA (matrice) dirige Gag vers la membrane cellulaire et, 

en interagissant avec eux, permet l’incorporation des glycoprotéines d’enveloppe dans les 

virions en formation. La NC va, elle, recruter l’ARN génomique dans ces mêmes virions, en 

se fixant au signal de packaging ψ (Freed, 2015). 

 

6.6.  Maturation et bourgeonnement 

 

Enfin, le domaine p6 de Gag fixe les protéines ESCRT-I (« endosomal sorting complex 

required for transport ») et ALIX, qui recrutent alors la protéine ESCRT-III qui va catalyser le 

processus de séparation des membranes, permettant le bourgeonnement des virions (Freed, 

2015). 

Les particules virales peuvent être retenues à la surface cellulaire par un facteur de restriction 

antirétrovirale induit par l’interféron, la tetherine, aussi appelée BST2 (Neil et al., 2008). 

Selon les rétrovirus, différentes protéines virales vont contrecarrer l’action de cette protéine 

membranaire en la séquestrant dans un compartiment périnucléaire : Vpu et Nef pour le 

VIH-1, Env et Nef pour le VIH-2 (Jia et al., 2009, 2009; Le Tortorec and Neil, 2009; Neil et 

al., 2008; Zhang et al., 2009). 

 



 Le Hingrat Quentin – Thèse de doctorat - 2019 

39 

 

Une étape de maturation a lieu ensuite dans les virions immatures, la protéase virale va se 

libérer par autoclivage, se dimériser et ensuite cliver les précurseurs polyprotéiques Gag et 

Gag-pol, à différents sites de clivage. Cela permet de libérer les protéines MA, CA, NC, P6 et 

deux peptides « spacers » (SP1 et SP2), ainsi que la protéase, la TI, l’intégrase dans le cas de 

la polyprotéine Gag-pol (Freed, 2015). Cela entraîne une transformation morphologique du 

virion, appelée maturation, qui rend le virus infectieux. Lors de la formation des virions, la 

cyclophilline A est incorporée à ceux-ci en se fixant à la capside virale. De la même façon, les 

protéines cellulaires APOBEC peuvent être incorporées à ces virions. 

 

7. Traitements antirétroviraux 

 

7.1.  Objectifs 

 

Dès la découverte des VIH, un effort massif pour développer des molécules antirétrovirales a 

été déployé. La compréhension du cycle rétroviral a permis de développer des molécules 

inhibitrices des différentes étapes clés de ce cycle de réplication (Figure 13). En inhibant la 

réplication virale, les traitements antirétroviraux ont plusieurs objectifs : 1) Bloquer 

l’évolution clinique chez les patients, 2) Restaurer une fonction immunitaire normale et 3) 

Limiter la transmission du virus. 

Pour suivre l’efficacité du traitement antirétroviral, deux marqueurs sont utilisés en France : le 

taux de lymphocytes T CD4+ , seul marqueur disponible au début de l’épidémie, et la charge 

virale plasmatique, utilisée depuis 1993 (Piatak et al., 1993). Le critère de succès virologique 

d’un traitement antirétroviral est l’obtention d’une virémie inférieure à 50 copies/mL après 

plusieurs mois de traitement (Morlat, 2013). Sous traitement antirétroviral, le taux de 

lymphocytes T CD4+ augmente régulièrement jusqu’à revenir à des niveaux proches de ceux 

des personnes non infectées et le ratio T CD4/T CD8 redevient supérieur à 1, signe d’une 

réduction de l’activation lymphocytaire. 

 

7.2.  Traitements disponibles 

 

La première classe de molécules mise sur le marché fut celle des inhibiteurs 

nucléosid(t)idiques de la transcriptase inverse (INTI ou NRTI). La zidovudine (AZT) fut 

commercialisée en 1987 et fut d’abord utilisée en monothérapie puis en bithérapie avec 
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d’autres INTI (Fischl et al., 1987). Les INTI sont divisés schématiquement entre les premières 

molécules qui ont rapidement suivi l’AZT, qui présentaient des toxicités importantes et ne 

sont désormais plus commercialisées en France (stavudine ou d4T, didanosine ou ddI et 

zalcitabine ou ddC) et celles commercialisées plus tardivement et qui sont encore aujourd’hui 

à la base des traitements antirétroviraux (lamivudine ou 3TC, emtricitabine ou FTC, abacavir 

ou ABC et ténofovir disoproxil fumarate ou TDF, ainsi que sa prodrogue, le ténofovir 

alefenamide ou TAF) (Tableau 2). 

Une fois tri-phosphorylés par des kinases cellulaires, les INTI sont utilisés par la TI lors de la 

synthèse de l’ADN viral en lieu et place des dNTP. Les INTI sont alors incorporés dans le 

brin d’ADN en cours de synthèse et bloquent son élongation, ne possédant pas de groupement 

hydroxyl sur lequel brancher le nucléotide suivant. Ce mécanisme d’action est aussi appelé 

« terminaison de chaîne ». 

 

Les mutations de résistance aux INTI sont de deux types : 1) mutations empêchant 

l’incorporation de l’INTI tri-phosphorylé (mutations K65R, Q151M et M184V), et 2) 

mutations permettant à la TI d’exciser l’analogue nucléosidique (TAMs ou « Thymidine-

Associated Mutations » : M41L, D67N, K70R, T215F/Y et K219E/Q). 

Les monothérapies d’AZT devenant rapidement inefficaces du fait de l’émergence de ces 

mutations de résistance, dès l’apparition des autres INTI, des bithérapies de 2 INTI ont été 

proposées aux patients. Malheureusement, là encore, les traitements n’étaient efficaces que 

sur une courte période de temps puis les virémies redevenaient positives avec émergence de 

mutations de résistance et les taux de CD4 des patients diminuaient de nouveau. 

 

La grande révolution dans l’ère du traitement antirétroviral a été l’instauration de trithérapies 

(Hammer et al., 1997). Les premiers essais de trithérapies testèrent l’association de 3 INTI 

mais avec un succès très modéré. L’avènement des trithérapies hautement efficaces a été 

rendue possible par l’apparition des autres classes d’antirétroviraux, les inhibiteurs non 

nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI ou NNRTI) et les inhibiteurs de protéase 

(IP). Les IP sont des peptidomimétiques se fixant au niveau du site actif de la protéase virale, 

l’empêchant de cliver les précurseurs polyprotéiques Gag et Gag-Pol en composants 

fonctionnels. Les IP bloquent donc la maturation des virus, étape indispensable pour que 

ceux-ci deviennent infectieux. Les INNTI sont des inhibiteurs de la TI mais, contrairement 

aux INTI, ce ne sont pas des analogues nucléos(t)idiques. Les INNTI se fixent sur un site 

hydrophobe, à proximité du site catalytique de l’enzyme. L’encombrement stérique généré par 
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la fixation de l’INNTI bloque l’activité de la TI. La barrière génétique des INNTI est faible, 

une seule mutation pouvant générer un haut niveau de résistance à ces molécules. A l’inverse, 

la barrière génétique des IP est élevée, il faut accumuler plusieurs mutations avant d’observer 

des augmentations des CI50 de ces molécules. 

 

Au début des années 2000, l’enfuvirtide (inhibiteur de gp41) et le maraviroc (inhibiteur de la 

liaison au CCR5) ont été commercialisés. Il s’agit encore aujourd’hui de molécules 

principalement utilisées chez des patients ayant échoué à des premières lignes de traitement 

ARV et présentant des mutations de résistance aux autres classes d’ARV. 

Les virus évoluant d’un tropisme R5 en début d’infection à un tropisme X4, il faut réaliser un 

génotypage de la boucle V3 de la gp120 pour confirmer le tropisme R5 du virus avant 

d’initier un traitement par maraviroc. L’enfuvirtide n’est, lui, administrable que par voie sous-

cutanée, en 2 injections par jour et entraîne des réactions au site d’injection (douleur, 

érythème, nodules), souvent mal tolérées par les patients. 

 

Au cours de la dernière décennie, l’arsenal thérapeutique s’est étoffé avec le développement 

d’une nouvelle classe d’ARV, celle des inhibiteurs de transfert de brin de l’intégrase (INSTI). 

Les molécules actuellement commercialisés ou utilisées dans le cadre d’essais cliniques sont 

les suivantes : raltegravir, elvitegravir, dolutegravir, cabotegravir et bictegravir. Les INSTI 

sont subdivisés en molécules de 1ère génération (RAL et EVG) et de 2e génération (DTG, 

CAB et BIC). 

 

Ces dernières années, les traitements antirétroviraux ont continué à évoluer. L’accessibilité à 

des molécules plus puissantes a permis de proposer des stratégies de simplification 

thérapeutique (passage de plusieurs molécules avec 1 à plusieurs comprimés par jour à des 

STR, ou « single tablet regimen », contenant les 3 molécules dans le même comprimé) et 

d’allègement. Les stratégies d’allègement sont de deux types : 1) diminution du nombre de 

molécules (par exemple, monothérapies d’IP ou bithérapies contenant 1 INTI + 1 INSTI ou 1 

INNTI + 1 INSTI), et 2) réduction du nombre de jours de prise (par exemple, 4 jours par 

semaine dans l’essai ARNS 162-4D (de Truchis et al., 2018)). Les allègements sont 

actuellement réservés aux patients contrôlés virologiquement (charge virale plasmatique 

inférieure à 50 copies/mL) depuis au moins 6 moins et dont les virus ne présentent pas de 

mutation de résistance, ou d’historique de mutation, aux molécules prescrites. 
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Des essais cliniques, actuellement en phase III, étudient les traitements dits « long-acting », 

c’est-à-dire actifs sur une longue durée. Dans ces traitements, des molécules à demi-vie 

longue sont administrées par voie intra-musculaire ou sous forme d’implants. Les patients ne 

reçoivent ainsi qu’une injection toutes les 4 à 8 semaines dans le cas de l’association 

cabotegravir + rilpivirine (Margolis et al., 2017). Ces stratégies de traitement « long-acting » 

seraient applicables à la fois chez des patients naïfs ou non de traitement antirétroviral, ainsi 

qu’en prévention de l’infection par le VIH. Néanmoins, des précautions s’imposent lors de 

l’utilisation de ces traitements. Une phase d’induction par voie orale est impérative pour 

vérifier la tolérance des molécules avant de passer à ce traitement à longue demi-vie. 

 

Depuis quelques années, les traitements antirétroviraux sont également utilisés en « PrEP » 

(ou « Pre-Exposition Prophylaxis ») chez les personnes non infectées par le VIH mais à fort 

risque d’infection (hommes ayant des relations sexuelles non protégées avec des hommes, 

travailleurs du sexe, couples sérodifférents, etc.) (Molina et al., 2015). La PrEP consiste en 

une bithérapie par TDF+FTC par voie orale, soit à la demande (2 comprimés avant le rapport 

à risque, 1 comprimé le lendemain, 1 le surlendemain), soit en continu (1 comprimé par jour). 

Une des limites de la PrEP est actuellement son autorisation principalement limitée aux pays 

occidentaux et à la communauté HSH alors que son déploiement dans les pays avec de fortes 

prévalences de l’infection par le VIH pourrait être salvateur. 
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FIGURE 13 : SITES D’ACTION DES MOLECULES ANTIRETROVIRALES 

Abréviations : bNAbs : « broadly neutralizing antibodies » ou anticorps neutralisants à large spectre ; IP : inhibiteurs de 

protéase ; INTI : inhibiteurs nucléos(t)idiques de la transcriptase inverse ; INNTI : inhibiteurs non nucléotidiques de la 

transcriptase inverse ; INSTI : inhibiteurs de l’activité de transfert de brin de l’intégrase. 

 

En parallèle de l’autorisation de la PrEP dans de nombreux pays, plusieurs études ont assené 

le message important du « U=U » (« Undetectable = Untransmittable » soit « Virus 

indétectable = Virus non transmissible »). Dans ces études menées sur des couples 

sérodifférents (un partenaire est infecté par le VIH, l’autre non) ayant des relations sexuelles 

non protégées alors que la personne infectée est sous trithérapie et est contrôlée 

virologiquement, aucune contamination à l’intérieur du couple n’a été observée (Rodger et al., 

2019). Cette stratégie de protection du partenaire séronégatif en traitant le conjoint infecté par 

le VIH est parfois appelée TASP, pour « Treatment As Prevention ».  
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Classe Molécules 

(DCI et abréviation) 

Date de 

commercialisation 

ou statut des EC 1 

Activité sur les 

VIH 

Inhibiteurs 

nucléot(s)idiques de 

la transcriptase 

inverse (INTI) 

- Zidovudine (AZT) 

- Didanosine (ddI) † 

- Zalcitabine (ddC) † 

- Stavudine (d4T) † 

- Lamivudine (3TC) 

- Abacavir (ABC) 

- Emtricitabine (FTC) 

- Ténofovir disoproxil 

fumarate (TDF) 

- Ténofovir alafenamide 

(TAF) 

- GS-9131 

• 1987 

• 1991 

• 1992 

• 1994 

• 1995 

• 1998 

• 2003 

• 2001 

 

• 2018 

 

• EC : Phase II 

VIH-1 et VIH-2 

Inhibiteurs non 

nucléotidiques de la 

transcriptase inverse 

(INNTI) 

- Névirapine (NVP) 

- Delavirdine (DLV) † 

- Efavirenz (EFV) 

- Etravirine (ETR) 

- Rilpivirine (RPV) 

- Doravirine (DOR) 

• 1996 

• 1997 

• 1998 

• 2008 

• 2011 

• 2018 (USA) 

EC : Phase III (FR) 

VIH-1 

Inhibiteurs de 

protéase (IP) 
- Saquinavir (SQV) † 

- Ritonavir (RTV) 2 

- Indinavir (IDV) † 

- Nelfinavir (NFV) † 

- Amprenavir (APV) † 

- Lopinavir (LPV) 

- Fosamprenavir (FPV) 

- Atazanavir (ATV) 

- Tipranavir (TPV) 

- Darunavir (DRV) 

• 1995 

• 1996 

• 1996 

• 1997 

• 1999 

• 2000 

• 2003 

• 2003 

• 2005 

• 2006 

VIH-1 (pour tous) 

VIH-2 (pour 

SQV, LPV et 

DRV) 

Inhibiteur du CCR5 - Maraviroc (MVC) • 2007 VIH-1 et VIH-2 

Inhibiteur de fusion - Enfuvirtide (T20) • 2003 VIH-1 

Inhibiteurs de 

l’activité transfert de 

brin de l’intégrase 

(INSTI) 

- Raltegravir (RAL) 

- Elvitegravir (EVG) 

- Dolutegravir (DTG) 

- Cabotegravir (CAB) 

- Bictegravir (BIC) 

• 2007 

• 2012 

• 2013 

• EC : Phase III 

• 2018 

VIH-1 et VIH-2 

Inhibiteur 

d’attachement 

- Fostemsavir • EC : Phase III VIH-1 

(et VIH-2 ?) 3 

Anticorps 

monoclonal anti-CD4 

- Ibalizumab • 2018 (USA) 

ATU (FR) 

VIH-1 et VIH-2 

INTI et inhibiteur de 

translocation de RT 

- 4´-ethynyl-2-fluoro-2´-

deoxyadenosine 

(EFdA) 

• EC : Phase IIB VIH-1 et VIH-2 

Inhibiteur de capside - GS-CA1 • EC : Phase I VIH-1 et VIH-2 4 
 

TABLEAU 2 : LISTE DES MOLECULES ANTIRETROVIRALES ACTUELLEMENT 

COMMERCIALISEES OU DISPONIBLES DANS LE CADRE D’ESSAIS CLINIQUES OU D’ATU. 



 Le Hingrat Quentin – Thèse de doctorat - 2019 

45 

 

D’après la revue de De Clercq and Li, 2016, tableau actualisé avec les dernières données disponibles sur 

https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/daf/ et sur https://clinicaltrials.gov pour les dates d’autorisation par la FDA et 

les essais cliniques en cours, respectivement. Pour les molécules actuellement en développement, la phase de l’essai clinique 

le plus avancé a été indiquée. Le foscarnet n’a pas été inclus dans ce tableau, son mécanisme d’action exact n’étant pas 

encore élucidé.  

1 : Les dates de commercialisation indiquées sont celles des USA. Pour les molécules pour lesquelles une autorisation de 

mise sur le marché a été obtenue aux USA mais pas encore en France, le statut du médicament en France est précisé. Un 

obélisque est rajouté après les noms des molécules qui ne sont plus commercialisées en France (†) (d’après vidal.fr). 

2 : Le ritonavir n’est plus utilisé pour son activité antirétrovirale, qui est limitée, mais est prescrit en association avec un 

autre IP pour son activité pharmacologique potentialisatrice ou « effet boost » (par inhibition de la glycoprotéine P 

intestinale et du CYP3A dont les IP sont des substrats). 

3 : Le fostemsavir serait actif sur certaines souches de VIH-2 (données non publiées). 

 4 :  L’inhibiteur de capside serait actif sur le VIH-2, avec des CI50 de l’ordre de 1 à 2 nanomolaires, contre 140 picomolaires 

pour le VIH-1 (données non publiées). 

Abréviations : ATU : autorisation temporaire d’utilisation ; EC : essais cliniques ; DCI : dénomination commerciale 

internationale ; FR : France et USA : Etats-Unis d’Amérique. 

 

7.3.  Nouvelles classes d’antirétroviraux en 

développement 

 

De nouvelles molécules appartenant à de nouvelles classes antirétrovirales sont actuellement 

en essais cliniques : un INTI qui est également un inhibiteur de translocation de la 

transcriptase inverse (EFdA) et un inhibiteur d’attachement (fostemsavir), tous deux 

actuellement en phase III. Le fostemsavir se lie à la gp120 du virus, interférant avec son 

attachement au récepteur CD4. Cet inhibiteur d’attachement n’est efficace que sur un spectre 

limité des sous-types du VIH-1 et son activité serait variable selon les souches de VIH-2, 

tandis que l’EFdA est actif sur VIH-1 et VIH-2, et présente la particularité d’être l’un des 

rares antirétroviraux avec des concentrations inhibitrices 50% (CI50) plus faibles pour le 

VIH-2 que pour le VIH-1. 

 

Récemment, un anticorps monoclonal anti-CD4 a été mis sur le marché aux Etats-Unis pour 

le traitement des infections VIH-1 multi-résistantes, l’ibalizumab. Cet anticorps monoclonal 

cible un domaine extracellulaire du récepteur CD4 humain, empêchant le changement 

conformationnel de la protéine d’enveloppe gp120 du VIH-1 (gp105 pour le VIH-2) essentiel 

https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/daf/
https://clinicaltrials.gov/
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à l’entrée du virus dans la cellule cible (Emu et al., 2018). Cet anticorps est également actif 

sur le VIH-2. 

 

Dans un futur plus lointain, l’arrivée d’inhibiteurs de capside est espérée, le premier 

médicament de cette classe, le GS-CA1, étant en essai de phase I depuis 2018. Cet inhibiteur 

de capside aurait des CI50 sur les VIH-1 de l’ordre du picomolaire (140 pM en moyenne) mais 

peu de données sont disponibles sur son efficacité sur le VIH-2, pour lequel la CI50 serait plus 

élevée, de l’ordre de 1 à 2 nM (Tse et al., 2017). 

 

7.4.  Autres pistes thérapeutiques 

 

D’énormes efforts de recherche sont déployés afin d’obtenir une guérison (« cure ») ou une 

guérison fonctionnelle (« functional cure ») de l’infection par le VIH, c’est-à-dire réussir à 

induire un contrôle de l’infection VIH sur le long terme, en l’absence de traitement ARV 

(Davenport et al., 2019; Pitman et al., 2018). 

 

Trois grandes stratégies pour obtenir une guérison fonctionnelle peuvent être définies (Pitman 

et al., 2018) : 

- celles ciblant le cycle de réplication virale, comprenant : 

- la transplantation de cellules souches hématopoïétiques d’un donneur 

homozygote CCR5Δ32 après un conditionnement par chimiothérapie ou par 

irradiation corporelle totale. Proposée dans certaines maladies hématologiques, 

cette thérapie lourde et risquée entraîne une réduction du réservoir viral et a 

permis, dans deux cas, la guérison de patients infectés par le VIH (patients de 

Berlin et de Londres) 

- des thérapies géniques notamment avec le système CRISPR-Cas9 

- des stratégies de « shock and kill » associant des agents de renversement de la 

latence virale, comme les inhibiteurs d’histone déacétylases qui augmentent la 

transcription du provirus, associés à des traitements antirétroviraux 

- des stratégies du « block and lock » utilisant des molécules inhibant la 

transcription du génome proviral 
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- celles améliorant la réponse immunitaire anti-VIH, dont : 

- l’administration d’une combinaison d’anticorps neutralisants à large spectre 

(« bNAb »), capables de neutraliser une grande variété de virus 

- l’injection de « Chimeric Antigen Receptor T cells », ou « CAR T cell », qui 

sont des lymphocytes T du patient, modifiés pour exprimer un récepteur dirigé 

contre les cellules infectées par le VIH et entraîner une réponse cytotoxique 

- celles modulant le système immunitaire : 

- des bloqueurs de points de contrôle immunitaire comme les anticorps anti-PD1 

(« programmed cell death protein 1 »), permettant d’augmenter les réponses 

immunitaires anti-VIH 

- des molécules réduisant l’inflammation chronique présente lors de l’infection 

par le VIH, responsable d’une persistance virale et d’un épuisement des 

cellules immunitaires  

  

Toutes ces stratégies en sont encore à des phases expérimentales et, pour chacune d’entre 

elles, il reste à déterminer quels patients seront les meilleurs candidats pour obtenir ces 

guérisons fonctionnelles. 

 

7.5.  Principes du traitement du VIH-2 en 2019 

 

En France, jusqu’en 2013, pour les infections par le VIH-2, le traitement antirétroviral était 

recommandé uniquement chez les patients présentant des signes cliniques (stades B ou C) 

ainsi que chez les patients asymptomatiques avec des taux de CD4 < 500/mm3. Le traitement 

antirétroviral était à envisager chez les patients présentant une charge virale plasmatique > 

1000 copies/mL et/ou une pente de décroissance rapide des CD4 et/ou chez les patients ayant 

plus de 40 ans et/ou en cas de co-infection par le VHB et/ou le VHC (Yeni, 2010). 

 

Depuis la publication du rapport Morlat en 2013, la stratégie nationale concernant le 

traitement des personnes vivant avec le VIH-2 (PVVIH-2) a évolué. Un traitement 

antirétroviral est désormais recommandé pour tous les PVVIH-2, à l’exception des patients 

asymptomatiques de moins de 40 ans, sans comorbidité, avec une charge virale indétectable, 

un nombre de CD4 > 500/mm3 et une pente de décroissance faible (diminution de moins de 

30 CD4/an) chez qui l’initiation du traitement antirétroviral peut être différée (Morlat, 2013). 
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Actuellement, les traitements antirétroviraux recommandés en première ligne en France pour 

les infections par le VIH-2 associent 2 INTI (abacavir/lamivudine ou ténofovir/emtricitabine) 

et 1 IP (darunavir) boosté par le ritonavir ou 1 INSTI (raltegravir ou dolutegravir). Les 

options à privilégier en deuxième et troisième ligne de traitement, après des échecs 

virologiques, ne sont pas clairement définis, que ce soit au niveau français ou mondial 

(Gottlieb et al., 2018). 

Il faut noter que tous les antirétroviraux ont été développés initialement pour leur activité 

contre le VIH-1 et leur mise sur le marché a été décidé principalement sur la base de cette 

activité. Toutes les molécules ne sont pas actives sur le VIH-2 qui est naturellement résistant à 

l’enfuvirtide, aux INNTI et au fostemsavir. De plus, fréquemment, peu de données sur 

l’activité anti-VIH-2 sont disponibles lors de la commercialisation d’une nouvelle molécule, 

en dehors d’essais in vitro. 

 

En cas d’échec, le VIH-2 sélectionne rapidement des mutations de résistance à ces molécules 

antirétrovirales. Ainsi, les mutations K65R, Q151M et M184V sont fréquemment 

sélectionnées lors d’échecs virologiques de traitement à base d’INTI (Adjé-Touré et al., 2003; 

Charpentier et al., 2014; Damond et al., 2005; Descamps et al., 2004; Gottlieb et al., 2009). 

La mutation Q151M entraîne une résistance dite « de classe » car elle diminue la 

susceptibilité à l’AZT, d4T, ddI, ainsi qu’aux autres INTI en combinaison avec les mutations 

K65R ou M184V (Smith et al., 2009). 

Alors que les TAMs (« Thymidine-Associated Mutations », i.e. mutations aux positions 41, 

67, 70, 210, 215 et 219) sont fréquemment observées chez les patients infectés par le VIH-1, 

lors d’échecs virologiques de traitements comprenant par les analogues de la thymidine (d4T, 

ZDV), ces mutations sont rares chez les patients infectés par le VIH-2, traités par les mêmes 

molécules. De plus, toutes les TAMs décrites dans le VIH-1 ne sont pas retrouvées dans le 

VIH-2, les mutations identifiées sont généralement celles aux codons 215 et/ou 219. Cette 

différence dans la sélection de mutations de résistance serait dû au mécanisme de résistance 

induit par les mutations. Dans le VIH-1, les mutations dans la TI peuvent soit entraîner une 

meilleure discrimination entre les dNTP et les analogues nucléotidiques, limitant ainsi 

l’incorporation de ces derniers (K65R, Q151M et M184V), soit entraîner l’excision par la TI 

de l’analogue nucléotidique incorporé dans le brin d’ADN viral en cours de synthèse (TAMs) 

(Deval et al., 2002; Gu et al., 1995; Krebs et al., 1997; Meyer et al., 1999). La TI ne 
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possèderait pas cette activité d’excision des INTI et donc ne sélectionnerait pas ou peu ces 

TAMs (Boyer et al., 2006). 

 

Concernant les IP, le VIH-2 n’est sensible qu’au saquinavir, au lopinavir et au darunavir 

(Desbois et al., 2008). De plus, contrairement au VIH-1 chez lequel la barrière génétique des 

inhibiteurs de protéase est élevée, peu de mutations sont nécessaires pour observer une 

résistance aux IP : V47A pour le lopinavir, I54M+L90M pour le darunavir (Raugi et al., 

2013). 

 

Les inhibiteurs d’intégrase sont tous actifs sur le VIH-2 (Ba et al., 2018; Descamps et al., 

2015; Matheron et al., 2018). Les 3 principales voies de résistance observées sont les 

mêmes que chez le VIH-1, soit des substitutions aux codons 143, 155 ou 148, près du cœur 

catalytique de l’enzyme (Smith et al., 2012). 

 

La sélection rapide de mutations de résistance chez le VIH-2, du fait des barrières génétiques 

plus faibles et parfois d’errances diagnostiques ayant amené à traiter les patients par 2 INTI + 

1 INNTI en pensant qu’ils étaient infectés par le VIH-1, pose des problèmes de prise en 

charge des PVVIH-2 en cas d’échec à une première ligne de traitement antirétroviral. En 

effet, dans l’infection par le VIH-2, les options thérapeutiques en deuxième ligne sont limitées 

et ont peu été étudiées (Gottlieb et al., 2009, 2018). 

Ainsi, l’accès à des traitements antirétroviraux efficaces ne règle pas totalement les problèmes 

posés par l’infection par le VIH-2. La recherche vaccinale et le développement de nouvelles 

classes d’antirétroviraux et de molécules avec une meilleure efficacité sur les virus 

« divergents » (VIH-2 mais aussi VIH-1 groupe O) restent indispensables. 

 

8. Réservoirs du VIH 

 

Le principal obstacle à la guérison des infections par le VIH est l’existence de réservoirs 

viraux empêchant d’envisager pour le moment une guérison de l’infection par le VIH (Chun 

et al., 1998; Iglesias-Ussel and Romerio, 2011). Ce sont ces réservoirs qui sont à l’origine des 

rebonds de CV plasmatique dans les jours à semaines suivant l’arrêt des traitements 

antirétroviraux.  
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Ces réservoirs se constituent dès les premiers jours de l’infection par le VIH (Barouch et al., 

2016; Chun et al., 1998) et la décroissance de la taille du réservoir est très lente, ce qui 

s’explique notamment par la longue demi-vie des lymphocytes T CD4+ latents infectés (44 

mois). La diminution de la taille du réservoir est également limitée par l’auto-entretien de 

celui-ci par la réplication à bas bruit du VIH dans les réservoirs. Cette réplication a été 

objectivée par la production d’ARN associé aux cellules (Pasternak et al., 2013). 

 

Différents types de réservoirs du VIH sont décrits : 

 

8.1.  Réservoirs latents 

 

Ils sont composés des cellules ayant un génome viral intégré (provirus) mais ne produisant 

pas de virion. Ce sont notamment les lymphocytes T CD4+ (principal réservoir du VIH), les 

cellules de la microglie, les progéniteurs hématopoïétiques, etc. Comme il n’y a pas de 

réplication virale au sein de ces cellules quand elles sont latentes, ces réservoirs ne sont pas 

sensibles à l’action des ARV. En revanche, lorsque ces cellules latentes sont activées, elles 

peuvent produire des virus et initier de nouveaux cycles d’infections cellulaire. 

Néanmoins, une grande partie de ces provirus est défective, seulement 1 à 10% des 

lymphocytes T CD4+ ayant une copie d’ADN du VIH intégré à leur génome sont capables de 

se répliquer, une fois activés (Chun et al., 1997). Le caractère défectif des provirus peut être 

dû à l’existence de larges délétions au sein du génome proviral, à la présence de codons stop 

dans les gènes viraux et/ou à des hypermutations induites par les protéines cellulaires 

APOBEC (Bruner et al., 2019) (Figure 15). 

 

8.2.  Réservoirs extracellulaires 

 

Ils comprennent les cellules ayant des virions associés à leur membrane mais dans lesquels il 

n’y a pas de réplication virale : cellules dendritiques folliculaires, lymphocytes B (Iglesias-

Ussel and Romerio, 2011; Smith et al., 2001). 
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8.3.  Sanctuaires 

 

Ce sont des cellules au sein desquels les ARV ont une efficacité moindre par des mécanismes 

de phosphorylation ou d’efflux, tels les macrophages. Les sanctuaires sont également 

constitués de réservoirs anatomiques, dans lesquels la diffusion des ARV est limitée : le 

système nerveux central (où les astrocytes et les cellules de la microglie peuvent être 

infectés), les organes lymphoïdes (notamment dans le tube digestif), les organes génitaux. 

Dans les deux cas, les concentrations suboptimales d’ARV peuvent permettre une réplication 

locale du virus et une compartimentalisation de celui-ci, c’est-à-dire que la population virale 

qui va émerger dans ce sanctuaire sera distincte de celle retrouvée dans le plasma. 

 

8.4.  Quantification des réservoirs 

 

Différentes techniques de quantification du réservoir proviral ont été développées, elles sont 

basées soit sur des techniques de culture cellulaire, soit sur de la biologie moléculaire (Bruner 

et al., 2015). 

 

La technique de référence est le qVOA (« quantitative Viral Outgrowth Assay ») qui consiste 

à mesurer la proportion de provirus qui sont réactivables depuis les lymphocytes T CD4+ 

latents d’un patient (Chun et al., 1997; Finzi, 1997; Wong, 1997). C’est une technique 

historique qui consiste à isoler les lymphocytes T CD4+ non activés d’un patient, d’activer 

ces cellules (par de la PHA ou des anticorps anti-CD3 et anti-CD28) et de co-cultiver les 

cellules du patient avec des lymphocytes de donneur non infecté. La production de particules 

virales est ensuite mesurée dans les jours suivants, par mesure de l’antigène p24 ou de l’ARN 

viral dans le surnageant de la culture cellulaire. Afin de quantifier la proportion de réservoir 

activable, la technique de dilution limite est utilisée. Les cellules isolées du patient sont 

diluées à différentes concentrations et le puits avec le moins de cellules dans lequel une 

production virale est détectée permet de déterminer le titre, exprimé en IUPM (« Infectious 

Units Per Million »), c’est-à-dire en nombre de lymphocytes T CD4+ réactivables par million 

de lymphocytes T CD4+ latents. La taille du réservoir réactivable est estimée à environ 1 

copie/106 lymphocytes T CD4+ latents chez les patients infectés par le VIH-1 (Finzi, 1997). A 

ce jour, il n’existe pas de quantification précise du réservoir réactivable chez les personnes 

infectées par le VIH-2.  
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Cette technique est considérée comme celle de référence car elle ne détecte que les provirus 

intacts et capables de réplication. De plus, elle peut permettre d’isoler des clones de provirus 

par séquençage des virus produits aux dilutions limites. Néanmoins, elle possède plusieurs 

inconvénients. Tout d’abord, elle sous-estimerait le réservoir réactivable car tous les 

lymphocytes ne seraient pas réactivés après un seul cycle d’activation (Ho et al., 2013). De 

plus, cette technique est réservée aux laboratoires de recherche spécialisés car elle est 

complexe et coûteuse (cultures durant 2 à 3 semaines, manipulations à réaliser dans un 

laboratoire de type P3, nombreuses mesures de quantification de la production virale, volume 

de sang important requis pour pouvoir tester un nombre suffisant de lymphocytes T CD4+ 

latents : 120 à 180 mL). 

Ces contraintes ont poussé les chercheurs à développer de nombreuses techniques de 

quantification par biologie moléculaire du réservoir au cours de ces dernières années, qui sont 

des techniques plus facilement implémentables dans les laboratoires de diagnostic et dans les 

essais cliniques. Ces techniques amplifient soit les ARN, soit les ADN du VIH présents dans 

les cellules infectées.  

 

Différentes formes d’ADN du VIH sont présentes dans le noyau des cellules : ADN linéaire 

intégré, ADN linéaire non intégré, ADN circulaire à 1 ou 2 LTR (Figure 14). Seul l’ADN 

intégré pouvant mener à la réplication virale, les autres formes sont parfois appelées « dead-

end products », c’est-à-dire que ce sont des impasses pour les virus, ne permettant pas la 

réplication du génome viral. Il est classiquement considéré que les ADN linéaire non intégrés 

sont la forme la plus abondante, suivie par les ADN intégrés puis les cercles 1-LTR et les 

cercles 2-LTR. La répartition est toutefois dynamique au cours de la vie cellulaire et/ou des 

traitements antirétroviraux éventuels (Munir et al., 2013). 
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FIGURE 14 : DIFFERENTS TYPES D’ADN VIRAUX DU VIH. 

Représentation des différents types d’ADN du VIH présents dans le noyau d’une cellule infectée. Seule une faible proportion 

de l’ADN linéaire intégré et intact est réactivable à un moment donné. 

 

Les différentes techniques de PCR utilisées pour quantifier ces différentes formes d’ADN 

VIH sont les suivantes : 

 

- Quantification de l’ADN total : 

Ce fut la première technique de biologie moléculaire développée, elle vise à quantifier tous les 

ADN du VIH présents dans les CSMP ou les lymphocytes T CD4+ latents. Elle consiste à 

amplifier une région de l’ADN du VIH sur un extrait d’ADN, par le biais d’une PCR en 

temps réel ou droplet digital PCR. Les échantillons sont amplifiés en même temps qu’une une 

gamme (généralement un ADN plasmidique) permettant d’avoir une quantification du nombre 

de copies d’ADN VIH dans l’échantillon. La région amplifiée est une région hautement 

conservée du génome rétroviral afin de limiter les mésappariements des amorces et de la 

sonde. En parallèle de cette PCR, une PCR sur un gène ménager est réalisé (gène de la 

RNAse P, de l’albumine, etc.) afin de quantifier le nombre de cellules présentes dans 

l’échantillon de départ. Cela permet de faire un ratio entre ces deux valeurs et d’obtenir la 

taille du réservoir, exprimé en nombre de copies d’ADN total du VIH par 106 cellules. 

Cette technique ne fait pas le distinguo entre les différents types d’ADN viraux mais a 

l’avantage d’être simple et rapide (moins d’un jour de délai avant le rendu des résultats). 
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De nombreuses études ont analysé le réservoir cellulaire chez les patients infectés par le VIH-

1. Il a notamment été démontré que le niveau d’ADN total du VIH-1 était prédictif de 

l’évolution de la maladie ainsi que du délai avant le rebond de la CV après une interruption 

des ARV (Rouzioux et al., 2005). 

 

- Quantification de l’ADN linéaire non intégré : 

L’ADN linéaire non intégré a une demi-vie très courte dans la cellule infectée, une partie de 

celui-ci sera intégré dans le génome de la cellule hôte et le reste sera dégradé rapidement. La 

quantification de l’ADN linéaire non intégré ne présente pas d’intérêt diagnostique aussi 

aucune PCR n’a été développée pour l’amplifier spécifiquement. 

 

- Quantification de l’ADN intégré (ou Alu-PCR) : 

Cette technique se réalise en deux temps. L’ADN extrait des lymphocytes va être amplifié par 

une première PCR appelée Alu-PCR car l’amorce sens se situe dans la région LTR du VIH et 

deux amorces anti-sens au niveau d’une séquence répétée « Alu », dans le génome humain. 

Ces séquences sont répétées dans le génome humain et il est communément admis que les 

provirus ne sont jamais éloignés de plus de 4000 paires de bases d’une séquence Alu, une 

distance acceptable pour une amplification par biologie moléculaire. Ainsi, seuls les ADN du 

VIH intégrés au génome de la cellule hôte vont pouvoir être amplifiés. Des amplicons de 

taille variable sont donc générés et ces produits de première PCR vont être amplifiés par une 

PCR nichée en temps réel, avec une amorce sens correspondant à lambda-T, tandis que la 

sonde et l’amorce anti-sens sont complémentaires de la région LTR du VIH. Cette deuxième 

PCR spécifique du VIH présente deux avantages : 1) elle permet d’amplifier le signal et de 

quantifier par PCR en temps réel le nombre de copies d’ADN VIH intégré, 2) elle ne détecte 

que les ADN intégrés car du fait de l’utilisation de la séquence lambda T, les ADN non 

intégrés ne pourront pas être amplifiés durant la PCR en temps réel car n’ayant pas été 

amplifiés durant la première PCR, l’amorce correspondant à la séquence lambda T ne se 

fixera pas et 2) elle peut également permettre d’obtenir des informations sur les sites 

d’intégration du virus, par séquençage haut débit des produits de PCR nichée. 

 

- Quantification des ADN circulaires à 1 ou 2-LTR : 

Il s’agit de deux ADN dits épisomaux, qui sont principalement retrouvés dans les cellules 

nouvellement infectées (Butler et al., 2001). Ces deux types d’ADN sont rarement quantifiés, 

en dehors de certains travaux de recherche. 
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La PCR de l’ADN circulaire à 2-LTR peut être utilisée comme un marqueur d’infection 

récente mais également sur les cellules traitées par un inhibiteur d’intégrase car les molécules 

de cette classe tendraient à augmenter la proportion de cercles 2-LTR dans le noyau (Thierry 

et al., 2015). La PCR utilise alors une amorce anti-sens dans la région U3 du LTR, une 

amorce sens dans la région U5 du LTR et une sonde chevauchant la jonction U5-U3. Cette 

PCR ne peut amplifier que les cercles à 2-LTR qui présente deux régions LTR collées et donc 

les régions suivantes : U3-R-U5-U3-R-U5 alors que les autres ADN n’ont pas cette jonction 

U5-U3. 

 

Toutes ces techniques ont en commun de surestimer le réel réservoir du VIH réactivable 

puisqu’elles peuvent amplifier des provirus dits défectifs, c’est-à-dire non capables de se 

répliquer, car porteurs de mutations G vers A, de larges déletions dans le génome, des 

« indels » (des petites insertions ou délétions) ou des délétions dans le signal de « packaging » 

(Figures 15 et 16). 

 

Récemment de nouvelles techniques de quantification du réservoir latent ont été décrites. Ces 

techniques se basent sur le séquençage complet, ou quasi-complet, du provirus (Bruner et al., 

2016; Hiener et al., 2017). Des dilutions limites des échantillons sont réalisées avant 

amplification par PCR pour n’amplifier qu’un génome proviral par réaction de PCR. De 

nombreuses réactions de PCR sont réalisées en parallèle afin d’amplifier les différents 

provirus présents dans l’échantillon de départ. Les produits de PCR sont ensuite séquencés 

par une technologie de séquençage haut débit et les séquences obtenues sont analysées pour 

identifier les provirus intacts et les provirus défectifs, et leur proportion respective (Bruner et 

al., 2019) (Figure 15). 
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FIGURE 15 : REPARTITION DES PROVIRUS DU VIH-1 

Les provirus du VIH-1 amplifiés à partir des lymphocytes de patients sont majoritairement défectifs, du fait de délétions 

internes et/ou d’hypermutations G vers A induites par les protéines cellulaires APOBEC3GF. D’autres formes de provirus 

défectifs sont décrites, des délétions dans le signal de packaging ψ et l’introduction de codons stop précoces dans les régions 

codantes. (Figure adaptée de Bruner et al., 2019) 

 

Pour quantifier les réservoirs latents dans le VIH-2, seule la PCR de l’ADN total du VIH-2 est 

utilisée, les autres techniques n’ayant pas encore été développées (Bertine et al., 2017). Notre 

connaissance du réservoir latent du VIH-2 est principalement limitée au réservoir viral dans 

les CSMP, peu de prélèvements profonds ayant été analysés. La taille de ce réservoir serait 

réduite chez les PVVIH-2 par rapport aux PVVIH-1 mais la différence n’est pas retrouvée 

dans d’autres études, notamment quand les PVVIH-1 et PVVIH-2 sont appariés par le taux de 

CD4, leur âge et la durée d’infection (Gottlieb et al., 2008a; Gueudin et al., 2008). 
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Une étude a rapporté les sites d’intégration du VIH-2 dans le génome humain mais cela n’a 

été fait que sur des cellules infectées in vitro par une seule souche de VIH-2 (MacNeil et al., 

2006). Une autre étude de la même équipe a montré que le pourcentage d’ADN intégré ne 

différait pas entre les PVVIH-1 et les PVVIH-2, mais que la quantité d’ARN messagers LTR-

Gag était plus faible chez les PVVIH-2 (MacNeil et al., 2007). 

 

Enfin, certaines équipes utilisent des mesures des ARN viraux pour estimer le réservoir viral 

activé à un moment M. Ces PCR vont amplifier soit l’ARN plasmatique par des techniques 

ultrasensibles, soit les ARN messagers associés aux cellules, aussi appelés « transcrits 

viraux », qu’ils soient peu, multi- ou non épissés (Pasternak et al., 2013). 

Ces techniques de RT-PCR ont été appliqués à la fois aux techniques de culture (VOA), afin 

de détecter plus précocement les puits dans lesquels il y a une production virale, et ont 

également été utilisés pour détecter ces transcrits viraux dans les cellules des patients. 

 

 

FIGURE 16 : COMPARAISON DES TECHNIQUES DE QUANTIFICATION DU RESERVOIR LATENT 

DU VIH-1 

Le réservoir latent a été quantifié par différentes techniques au sein d’une cohorte de 20 patients traités par ARV au stade 

chronique de l’infection et de 10 patients traités au stade précoce. La virémie de ces patients était indétectable depuis 8 et 6 

ans, en médiane, respectivement.  (Figure reproduite d’Eriksson et al., 2013) 
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9. Physiopathologie de l’infection par le VIH-2 

 

9.1. Histoire naturelle de l’infection par le VIH-2 

a) Infections chroniques 

 

Rapidement après la description du VIH-2, il fut remarqué que la progression clinique était 

plus lente chez les PVVIH-2 que chez les personnes vivant avec le VIH-1 (PVVIH-1), les 

PVVIH-2 pouvant rester asymptomatiques plus d’une dizaine d’années (Grassly et al., 1998; 

Thiébaut et al., 2011). De plus, les charges virales (CV) plasmatiques du VIH-2 sont 

fréquemment indétectables au moment du diagnostic, même en l’absence de traitement 

antirétroviral (Matheron et al., 2003; Popper et al., 1999). L’infection par le VIH-2 est ainsi 

souvent considérée comme un modèle atténué d’infection rétrovirale (Tableau 3). 

 

Au cours de l’histoire naturelle de l’infection par le VIH-2, un maintien prolongé du nombre 

de lymphocytes T CD4+ est observé. La baisse annuelle du nombre de lymphocytes T CD4+ 

serait 4 à 5 fois plus lente que dans le cas d’une infection par le VIH-1 (-10 CD4/mm3/an 

versus -50/mm3/an; Gottlieb et al., 2002). Néanmoins, à charge virale plasmatique 

équivalente, la baisse du nombre de lymphocytes T CD4+ est aussi rapide que lors des 

infections par le VIH-1 (Gottlieb et al., 2002) et la reconstitution immunitaire sous traitement 

antirétroviral efficace est plus limitée (+50 CD4/mm3/an versus +150 CD4/mm3/an) (Benard 

et al., 2011; Benson et al., 2002; Ekouevi et al., 2014; Gathe et al., 2004; Ruelle et al., 2008). 

 

Une classification des PVVIH-2 selon leur profil de progression immunologique ou 

virologique a été proposée, en s’appuyant sur la littérature et par analogie avec la 

classification utilisée en France pour les PVVIH-1 (Grabar et al., 2009). 

 

Des profils particuliers de PVVIH-2 peuvent être définis : 

 

- « HIV Controller » (patient asymptomatique, infecté depuis plus de 10 ans avec une 

charge virale VIH-2 inférieure à 500 copies/mL) : 9,1% des patients inclus dans la 

cohorte ANRS CO5 VIH-2 (Thiébaut et al., 2011) 
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- « Long Term Non Progresser » (LTNP) (patient asymptomatique, infecté depuis plus 

de 8 ans avec un nadir de CD4 supérieur à 500/mm3, en l’absence de tout traitement 

antirétroviral) : 6,1% des patients dans la cohorte ANRS CO5 VIH-2 (Thiébaut et al., 

2011) 

- « Elite controllers » (patients contrôlant spontanément leur réplication virale (charge 

virale plasmatique inférieure à 100 copies/mL)) : estimé à 8,8%  (Thiébaut et al., 

2011) 

- « Elite LTNP » (patients avec un nadir de CD4 supérieur à 600/mm3 et sans déclin du 

nombre de CD4 en l’absence de tout traitement antirétroviral) : estimé à 1,5% dans la 

cohorte ANRS CO5 VIH-2  (Thiébaut et al., 2011) 

 

Les patients LTNP et « HIV controllers » sont 10 à 100 fois plus nombreux parmi les PVVIH-

2 que les PVVIH-1, illustrant bien le caractère moins agressif des infections par le VIH-2 

(Grabar et al., 2009; Thiébaut et al., 2011). 

 

Au sein de la cohorte ANRS CO5 VIH-2, dont le laboratoire de virologie du CHU Bichat-

Claude Bernard assure la coordination virologique, 70% des patients ont une CV indétectable 

à l’inclusion, en l’absence de traitement par ARV. 

 

La raison de cette différence de pathogénicité entre le VIH-1 et le VIH-2 est encore mal 

connue. Plusieurs théories sont évoquées : 1) des facteurs génétiques liés à l’hôte, 2) des 

facteurs viraux et 3) des différences dans la réponse immunitaire, notamment dans la réponse 

immunitaire innée ; les différents facteurs pouvant être intriqués. 

 

b) Transmission 

 

Les taux de transmission du VIH-2 sont plus faibles que ceux du VIH-1, que ce soit par voie 

sexuelle ou materno-fœtale (Kanki et al., 1994; Matheron et al., 1990). En l’absence de 

traitement antirétroviral, le taux de transmission materno-fœtale du VIH-1 est de 20 à 25% 

(80% de ces transmissions ayant lieu au moment de l’accouchement, 20% durant la 

grossesse). Des études ont démontré que le taux de transmission materno-fœtale du VIH-2, en 

l’absence de traitement antirétroviral et de mesures de prévention, était inférieure à 5% 

(Adjorlolo‐Johnson et al., 1994; Matheron et al., 1990). En France, l’immense majorité des 
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femmes enceintes infectées par le VIH est suivie au sein d’une cohorte appelée EPF (Enquête 

de Périnatalité Française). Entre 1986 et 2007, seulement deux cas de transmission materno-

fœtale du VIH-2 ont été rapportés dont l’un suite à une primo-infection chez la mère durant la 

grossesse, situation particulièrement à risque du fait des charges virales plasmatiques plus 

élevée (Burgard et al., 2010). Cette étude de cohorte a confirmé que le taux de transmission 

materno-fœtale du VIH-2 était bien inférieure à 5%, en l’absence de traitement antirétroviral. 

Cette différence dans le taux de transmission est probablement due aux différences de 

réplication des deux virus. 

 

Depuis la mise en place de mesures pour limiter le taux de TME (instauration du traitement 

antirétroviral chez les femmes enceintes infectées par le VIH, idéalement avant la conception, 

et/ou perfusion d’AZT au cours du travail et/ou mise sous traitement antirétroviral du 

nouveau-né pendant 2-4 semaines et contre-indication de l’allaitement), les transmissions de 

la mère à l’enfant sont devenues exceptionnelles en France et sont davantage dues à des mères 

non suivies durant leur grossesse qu’à de réels échecs de prise en charge thérapeutique 

(Mandelbrot et al., 2015). 

 

c) Primo-infection 

 

Seulement trois cas de primo-infections par le VIH-2 ont été décrits dans la littérature, deux 

comprenant uniquement des analyses sérologiques et l’un incluant également une étude de la 

réplication virale par biologie moléculaire (mesures de la charge virale plasmatique et du 

niveau d’ADN proviral) (Besnier et al., 1990; Cazals et al., 2018; Christiansen et al., 1996). 

 

Comme décrit lors des infections chroniques, la réplication virale du VIH-2 semble limitée au 

cours de la primo-infection. Dans le dernier cas rapporté (Annexe 3), le patient présentait un 

fort taux de cellules T CD4 au moment de la découverte de l’infection, une caractéristique 

également décrite dans une analyse de cohorte en Guinée-Bissau récemment publiée (Cazals 

et al., 2018; Esbjörnsson et al., 2018).  
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 VIH-1 VIH-2 
Réplication virale • Primo-infection : charges virales 

plasmatiques pouvant dépasser 

6 logs10 copies/mL  

• Infection chronique : 

o  CV à l’équilibre : 

4 à 5 log10 copies/mL  

• Primo-infection : peu de cas décrits, 

charges virales probablement plus 

faibles (Burgard et al., 2010; Cazals et 

al., 2018) 

• Infection chronique : 

o  CV plasmatiques 30 fois inférieures 

au VIH-1 (Popper et al., 1999) 

o  40 à 70% de patients avec des CV 

plasmatiques indétectables (Popper et 

al., 1999; Visseaux et al., 2016a) 

o Si CV positive : médiane à 3 log10 

copies/mL (Matheron et al., 2003) 

 

Evolution des patients en 

l’absence de traitement 

antirétroviral 

• Délai médian jusqu’au stade 

SIDA : 

6,2 ans (Esbjörnsson et al., 2018) 

• Médiane de survie : 

8,2 ans (Esbjörnsson et al., 2018) 

• Délai médian jusqu’au stade SIDA : 

14,3 ans (Esbjörnsson et al., 2018) 

• Médiane de survie : 

15,6 ans (Esbjörnsson et al., 2018) 

 

Taux de transmission en 

l’absence de mesures de 

prévention et de traitement 

• Transmission materno-foetale : 

20 à 25% (Adjorlolo‐Johnson et 

al., 1994) 

• Taux de transmission par voie sexuelle 5 

à 9 fois plus faible que pour le VIH-1 

(Kanki et al., 1994) 

• Transmission materno-foetale : 

inférieure à 5% (Adjorlolo‐Johnson et 

al., 1994; Burgard et al., 2010; Matheron 

et al., 1990) 

Taux de lymphocytes T 

CD4+ à la découverte de 

l’infection par le VIH 

• Fréquemment inférieure à 500 

CD4/mm3 même lorsque 

l’infection est diagnostiquée 

précocement 

• Fréquemment supérieure à 500 

CD4/mm3 même si le diagnostic a lieu à 

distance de l’infection  (Esbjörnsson et 

al., 2018) 

 

Evolution des lymphocytes 

T CD4+ au cours de 

l’infection 

• En l’absence de traitement 

(Gottlieb et al., 2002) :  

o  Baisse de 50 CD4/mm3/an 

• Sous traitement : reconstitution 

immunitaire importante (+150 

CD4/mm3/an) 

• En l’absence de traitement (Gottlieb et 

al., 2002) : 

o  Baisse de 10 CD4/mm3/an 

o  Baisse équivalente au VIH-1 quand 

CV appariées 

• Sous traitement (Matheron et al., 2006, 

2018) : reconstitution immunitaire plus 

limitée (+40 à +80 CD4/mm3/an selon le 

3e agent de la trithérapie)  

Fréquence des « Long-

Term Non Progressors » et 

« HIV controllers » au sein 

des cohortes françaises 

• « Long-Term Non Progressors » : 

0,43% (Grabar et al., 2009) 

• « HIV controllers » : 

0,22% (Grabar et al., 2009) 

• « Long-Term Non Progressors » : 

6,1% (Thiébaut et al., 2011) 

• « HIV controllers » : 

9,1% (Thiébaut et al., 2011) 
 

TABLEAU 3 : DIFFERENCES CLINIQUES, IMMUNOLOGIQUES ET VIROLOGIQUES ENTRE LES 

INFECTIONS PAR LE VIH-1 ET PAR LE VIH-2. 

Définitions utilisées dans ce tableau : « HIV controllers » : patients asymptomatiques, infectés il y a plus de 10 ans, avec plus 

de 90% de leurs charges virales plasmatiques inférieures à 500 copies/mL, et « Long Term Non Progressors » : patients 
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asymptomatiques, infectés il y a plus de 8 ans, avec un nadir de lymphocytes T CD4+ supérieur à 500/mm3, en l’absence de 

traitement antirétroviral. 

9.2.  Facteurs pouvant expliquer la moindre 

pathogénicité du VIH-2 

a) Activation immunitaire 

 

L’activation immunitaire est un médiateur essentiel de l’immunopathologie des infections par 

le VIH, causant un épuisement immunitaire, mais est également un prédicteur de la 

progression des infections par le VIH-1 (Miedema et al., 2013; Nowroozalizadeh et al., 

2009). Une étude de cohorte explorant la co-expression de HLA-DR et CD38 a montré un 

profil d’activation moindre chez les PVVIH-2 que chez les PVVIH-1, ce qui est en accord 

avec les études montrant une progression plus lente des PVVIH-2 vers le stade SIDA 

(Esbjörnsson et al., 2018; Sousa et al., 2002; Zheng et al., 2004). Néanmoins, chez les 

PVVIH-2 avec une charge virale plasmatique élevée, le niveau d’activation immunitaire ne 

différait pas de celui des PVVIH-1 (Giorgi et al., 1999; Zheng et al., 2004). 

 

Le plus faible niveau d’activation immunitaire chez les PVVIH-2 pourrait expliquer le 

maintien prolongé du taux de lymphocytes T observé au cours de l’infection VIH-2. La 

fonction thymique est davantage préservée chez les PVVIH-2 que les PVVIH-1, permettant 

de conserver une meilleure capacité réplicative et une moindre différenciation des 

lymphocytes T CD4, et d’induire des réponses plus polyfonctionnelles (Alatrakchi et al., 

2006). 

 

b) Réponse lymphocytaire T 

 

Des différences majeures dans la réponse immunitaire au cours des infections par le VIH-1 et 

par le VIH-2 ont été observées, les réponses immunitaires spécifiques semblant notamment 

mieux préservées lors des infections par le VIH-2. Lors d’une infection par le VIH-2, les 

lymphocytes T CD4 spécifiques du VIH sont moins différenciés, conservent une meilleure 

capacité réplicative et induisent davantage de réponses polyfonctionnelles avec une plus 

grande diversité de cytokines produites (Gautier et al., 2007). 
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En revanche, les populations T CD8 spécifiques du VIH diffèrent entre PVVIH-1 et 

PVVIH-2, elles sont davantage oligoclonales chez les PVVIH-1 et polyclonales chez les 

PVVIH-2 (Lopes et al., 2003). La plus grande diversité dans les TCR exprimés à la surface 

des T CD8 chez les PVVIH-2 pourrait limiter l’échappement du virus à la réponse 

lymphocytaire T cytotoxique (CTL) par le biais de mutations, tel que décrit dans les 

infections par le VIH-1. Cette plus grande variété des réponses T CD8 pourrait être due au 

maintien des lymphocytes T CD4, et notamment des lymphocytes T CD4 auxiliaires, au début 

de l’infection chez les PVVIH-2.  

 

c) Rôle des protéines virales accessoires et 

des facteurs de restriction antirétrovirale 

 

De manière générale, la plupart des facteurs de restriction antirétrovirale exprimés par les 

cellules humaines infectées présentent une activité plus importante contre le VIH-2 que contre 

le VIH-1, ce qui pourrait contribuer à la plus faible capacité réplicative du VIH-2. 

Cela peut être dû à une moindre neutralisation par les protéines virales du VIH-2. Ainsi, la 

protéine Vif du VIH-2 dégrade moins efficacement les protéines cellulaires APOBEC 

humaines, et cela est confirmée par le fait, qu’en plus du réservoir viral plus réduit, un plus 

grand nombre de provirus défectifs est observé dans les infections par le VIH-2 (Bertine et al., 

2015). La tetherine empêche le bourgeonnement des virions depuis la membrane cellulaire, ce 

facteur de restriction est contrecarré par les protéines virales Nef et Env des VIH mais 

également par Vpu, protéine spécifique au VIH-1, ce qui pourrait encore diminuer l’activité 

de la tetherine dans les infections par les VIH-1 (Jia et al., 2009).  

Dans certains cas, il peut y avoir une activité préférentielle des facteurs de restriction 

antirétrovirale sur le VIH-2, c’est notamment le cas pour TRIM5α dont l’activité est 

négligeable pour le VIH-1 et qui se fixe davantage sur la capside du le VIH-2 (Onyango et al., 

2010). Enfin, cela peut être dû à des mécanismes d’action différents des protéines virales. 

Ainsi, la protéine Nef du VIH-2 entraîne une régulation négative du complexe TCR dans les 

cellules T CD4 infectées, tandis que la protéine Nef du VIH-1 semble avoir perdu cette 

propriété et pourrait donc entraîner une activation immunitaire chronique, favorisant 

l’épuisement immunitaire (Laguette et al., 2010).  
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d) Réponses immunitaires humorales 

 

Chez la majorité des PVVIH-1, des anticorps neutralisants de forte puissance mais dirigés 

uniquement contre les virus autologues sont synthétisés avec, tout au long de l’infection, un 

échappement viral par le biais de mutations dans l’enveloppe virale à la pression induite par 

ces anticorps neutralisants de spécificité restreinte (Albert et al., 1990; Arendrup et al., 1992; 

Montefiori et al., 1996). Parmi les PVVIH-2, les anticorps neutralisants semblent capables de 

neutraliser une plus grande proportion de virus que chez les PVVIH-1 (Rodriguez et al., 2007; 

Wei et al., 2003b). D’un autre côté, l’étendue de la réponse humorale est significativement 

plus importante chez les PVVIH-1, ce qui pourrait être expliqué par la nécessité d’un cocktail 

complexe d’anticorps afin de pouvoir neutraliser davantage de virions car les anticorps ont 

une spécificité plus restreinte (Ozkaya Sahin et al., 2012; Rodriguez et al., 2007).  

La plus grande sensibilité des quasi-espèces du VIH-2 à la neutralisation humorale peut être 

au moins partiellement expliquée par un plus faible nombre de sites de glycosylation dans la 

boucle V3 de la glycoprotéine d’enveloppe du VIH-2 par rapport au VIH-1 (2-3 versus 4-5), 

ce plus faible nombre de glycosylation entraînant une accessibilité accrue aux anticorps 

neutralisants (Popper et al., 2000). Différentes études ont tenté de relier la plus forte 

neutralisation humorale du VIH-2 à une plus forte pression de sélection dans le gène env qui 

limiterait l’apparition de mutations d’échappement à la CTL. Cependant, si certains auteurs 

ont effectivement décrit une forte pression de sélection négative dans env (Skar et al., 2010), 

d’autres ont identifié un plus fort taux d’évolution dans env pour le VIH-2 que pour le VIH-1 

sans pour autant mettre en évidence d’échappement immunitaire à la CTL (Shi et al., 2005). 
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10. Régions LTR et intégrase des VIH-2 

 

10.1.  Intégrase du VIH-2 

 

L’intégrase du VIH-2 est une protéine d’environ 300 acides aminés qui joue un rôle crucial 

dans la réplication virale. Comme l’intégrase du VIH-1, elle possède deux activités 

enzymatiques distinctes : 1) une activité exonucléasique (aussi appelée « 3’-processing ») au 

cours de laquelle deux nucléotides sont retirés aux deux extrémités 3’ du double brin d’ADN 

viral, exposant un groupement hydroxyl, et 2) une activité de transfert de brin durant laquelle 

le groupement hydroxyl permet une attaque nucléophile de l’ADN de la cellule hôte et une 

intégration de l’ADN viral (Delelis et al., 2008). Des enzymes cellulaires vont alors réparer le 

site d’intégration, finalisant cette intégration du génome rétroviral. 

Une des particularités de l’intégrase du VIH-2 est sa variabilité dans sa longueur en acides 

aminés. En effet, les différents groupes du VIH-1 ont des longueurs différentes d’intégrase 

mais la longueur de l’intégrase ne diffère pas entre les sous-types. Ainsi, tous les VIH-1 de 

groupe M, peu importe leur sous-type, possèdent une intégrase de 288 acides aminés. 

Au sein des VIH-2, il existe des variations dans la longueur des intégrases à la fois entre les 

groupes et au sein de ces groupes. Les VIH-2 appartenant au groupe A ont tous une intégrase 

de 293 acides aminés, tandis que ceux du groupe B varient entre 287, 301 ou 306 acides 

aminés, selon la présence ou non de codons stop précoces (Figure 17). 

  



 Le Hingrat Quentin – Thèse de doctorat - 2019 

66 

 

 
 

FIGURE 17 : ALIGNEMENT DES INTEGRASES DE DIFFERENTS RETROVIRUS 

Les séquences d’acides aminés de différents rétrovirus (VIH-1, VIH-2 et VIS de différents primates : macaque, sooty 

mangabey, gorille et chimpanzé, appelés respectivement SIVmac, SIVsmm, SIVgor et SIVcpz) ont été alignées avec le logiciel 

Aliview v1.21. 

Abréviations : * : codon stop ; VIH : Virus de l’Immunodéficience Humaine, et VIS : Virus de l’Immunodéficience Simienne. 

 

L’intégrase des VIH-2, comme celle des VIH-1, peut être subdivisée en 3 domaines 

structuralement et fonctionnellement distincts (Figure 18): 

 

- le domaine N-terminal (ou « N-terminal domain », CTD, nucléotides 1 à 50) : composé de 

trois hélices α et stabilisé par un atome de zinc au cœur du motif HHCC (Eijkelenboom et al., 

1997). Le CTD permet notamment la multimérisation de l’intégrase, nécessaire à son activité, 

la forme tétramérique étant la forme active de l’intégrase. 

 

- le domaine du cœur catalytique (ou « catalytic core domain », CCD, nucléotides 51 à 212) : 

il s’agit du domaine le plus conservé entre les différents rétrovirus. Le cœur catalytique de la 

protéine est constitué par 3 acides aminés invariables : D64, D116 et D152. 

 

- le domaine C-terminal (ou « C-terminal domain », CTD, à partir du 213e nucléotide) : c’est 

le domaine dont le rôle est le moins bien caractérisé. Il serait impliqué dans la liaison, 



 Le Hingrat Quentin – Thèse de doctorat - 2019 

67 

 

spécifique ou non, à l’ADN, notamment via le motif RKK : R231, K258 et K266. Il prend la 

forme d’un domaine SH3, un tonneau constitué de 2 feuillets bêta anti-parallèles (Figure 19) 

 

 
 

FIGURE 18: DESCRIPTION DE L’INTEGRASE DU VIH-2 ET DES PRINCIPALES MUTATIONS DE 

RESISTANCE AUX INHIBITEURS D’INTEGRASE 

Représentation des trois domaines structuraux de l’intégrase (NTD, CCD et CTD) avec les motifs critiques pour son activité 

enzymatique, ainsi que les différentes mutations associées à la résistance aux inhibiteurs d’intégrase. 

Abréviations : CCD : « Core Catalytic Domain », CTD : « C-terminal Domain » ; INSTI : « Integrase Strand Transfer 

Inhibitor » ou inhibiteur d’intégrase ; et NTD : « N-terminal Domain ». 

 

La protéine cellulaire LEDGF (« lens-epithelium derived growth factor », aussi dénommée 

p75) se lie aux domaines CCD et NTD de l’intégrase des VIH. La fixation au domaine CCD 

est nécessaire à son activité, tandis que celle au niveau du NTD permet une liaison de plus 

haute affinité (Cherepanov et al., 2005; Hare et al., 2009). Cette liaison de LEDGF à 

l’intégrase est très importante puisque la protéine LEDGF est associée à la chromatine et 

permettrait de rapprocher l’intégrase virale de zones transcriptionnellement actives. 

 

Tout comme pour le VIH-1, la structure de l’intégrase entière du VIH-2 n’a pas été cristallisée 

à ce jour. Les structures prédites de l’intégrase du VIH-2 sont donc basées sur les régions 

cristallisées du VIH-2 (NTD et CCD), et sur l’intégrase du PFV (« prototype foamy virus »), 

un rétrovirus dont l’intasome a été cristallisé et qui sert de référence pour les études sur 

l’intégrase des VIH-1 et VIH-2 (Hare et al., 2010) (Figure 19). 
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FIGURE 19 : STRUCTURES DES INTEGRASES DU PFV ET DU VIH-2. 

A) Structure de l’intégrase du prototype foamy virus (PFV). Cette structure a été déterminée par cristallographie (identifiant 

PDB : 3L2R ; Hare et al., 2010). La structure représentée est celle de l’intasome en complexe avec du magnésium. 

L’intégrase du PFV possède une partie en amont du NTD, le NED ou « NTD Extension Domain », et des séquences espaçant 

les domaines de son intégrase, appelées « linkers », colorées en gris dans cette figure. La partie notée CCD’ correspond au 

domaine CCD d’une autre molécule d’intégrase. En effet, la structure fonctionnelle de l’intégrase du PFV est l’intasome qui 

se compose de deux dimères d’intégrase, comme pour les VIH. B) structure de l’intégrase de la souche ROD du VIH-2. Cette 

structure a été prédite par homologie, à l’aide de la suite I-TASSER, aucune structure complète de l’intégrase du VIH-2 

n’ayant été cristallisée à ce jour. 

Abréviations : CCD : « Catalytic Core Domain » ; CTD : « C-terminal Domain » ; NED : « NTD Extension Domain » et 

NTD : « N-terminal Domain ». 

 

10.2. Inhibiteurs de l’intégrase 

 

L’intégration étant une étape critique pour la réplication virale, de nombreuses recherches 

pour identifier des composés inhibant les activités enzymatiques de l’intégrase virale ont été 

menées. Actuellement, une seule classe d’inhibiteurs de l’intégrase est commercialisée, celle 

des inhibiteurs de transfert de brin de l’intégrase (aussi appelés INSTI pour « Integrase Strand 

transfer Inhibitors »). Ces molécules vont se fixer de façon très spécifique sur les complexes 

intégrase-ADN viral, au niveau du motif DDE, le site catalytique de l’intégrase (Espeseth et 

al., 2000). La fixation de l’INSTI va inhiber la fixation de l’ADN de la cellule hôte et donc 
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inhiber sélectivement la réaction de transfert de brin (Delelis et al., 2008). De plus, les INSTI 

chélatent les cations divalents nécessaires à l’activité de l’enzyme, Mg2+ ou Mn2+ (Delelis et 

al., 2008). 

Les molécules de la classe des INSTI ont été classées en 2 générations, selon leur puissance 

antirétrovirale et leur barrière génétique qui va en augmentant au fil des générations (1ère 

génération : raltegravir et elvitegravir, 2e génération : dolutegravir, cabotegravir et 

bictegravir) (Figure 20). Ces molécules sont récentes puisque la première molécule de cette 

classe, le raltegravir, n’a été commercialisée qu’en 2007 (Tableau 2). Malgré les différences 

entre les intégrases du VIH-1 et du VIH-2, le VIH-2 est naturellement sensible aux différents 

INSTI développés (Roquebert et al., 2008; Smith et al., 2015).  

 
 

FIGURE 20 : STRUCTURES DES DIFFERENTS INSTI 

Une autre classe d’inhibiteur d’intégrase est en cours de développement, celle des inhibiteurs 

du site non catalytique de l’intégrase (ou « Non-Catalytic site Integrase Inhibitors » ou 

NCINI). Ces molécules sont des inhibiteurs allostériques se fixant sur le dimère d’intégrases 

virales, au niveau de la poche fixant la protéine cellulaire associée à la chromatine LEDGF 

(Feng et al., 2015). Cette poche est située dans le domaine CCD mais est distante du site 

catalytique, et elle est conservée parmi les VIH-1. Les mutations de résistance induites par ces 

NCINI diffèrent de celles des INSTI, et l’un des intérêts de ces molécules réside dans leur 

efficacité sur des virus porteurs de mutations de résistance au RAL (Fenwick et al., 2014; 

Mitchell et al., 2017). 
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Les molécules de cette classe sont encore en développement pré-clinique, et leur activité 

serait limitée aux VIH-1, du fait d’une mutation de polymorphisme du VIH-2 au codon 128 

de l’intégrase (Christ et al., 2010). 

 

10.3. Résistances du VIH-2 aux inhibiteurs de 

transfert de brin de l’intégrase 

 

Comme pour les autres classes d’antirétroviraux, des mutations de résistance aux INSTI ont 

émergé chez des patients infectés par le VIH-2 en échec virologique. Ces mutations ont 

principalement été observés chez des patients ayant précédemment échoué sous d’autres 

traitements antirétroviraux et chez qui les deux INTI de la trithérapie contenant un INSTI 

n’étaient plus totalement actifs. La majorité de ces mutations sont retrouvées dans le CCD, 

près du cœur catalytique, comme pour le VIH-1 (Anstett et al., 2015; Fourati et al., 2015; 

Smith et al., 2012) (Figures 18 et 21). 

 

Comme pour les résistances aux autres antirétroviraux, la détection des résistance aux INSTI 

se fait en réalisant un génotype de résistance. Cet examen consiste à amplifier les différents 

gènes d’intérêt (intégrase, mais aussi TI, protéase et/ou gp105 selon le traitement du patient) à 

partir d’un prélèvement du patient, le plasma généralement. Le gène séquencé est aligné et les 

mutations observées dans la séquence virale sont analysées à l’aide d’algorithmes recensant 

l’ensemble des mutations de résistance connues et leur impact sur la sensibilité aux différents 

ARV. Différents algorithmes existent, notamment celui de l’Université de Stanford, HIV 

Drug Resistance, actuellement disponible uniquement pour le VIH-1 

(https://hivdb.stanford.edu/), et ceux de l’ANRS, qui a édité un algorithme pour 

l’interprétation des génotypes de résistance du VIH-1 et un autre pour ceux du VIH-2. Ces 

algorithmes évoluent dans le temps, ils incrémentent régulièrement des nouvelles mutations 

régulièrement, à la lumière des dernières données (études de cohorte, rapports de cas et/ou 

données in vitro : phénotypes de résistance, expériences de sélection de résistance dans des 

cultures in vitro, etc.). 

Les génotypes de résistance sont idéalement réalisés au moment de l’échec virologique car, la 

capacité réplicative des mutants étant fréquemment diminuée, en l’absence de pression de 

sélection (c’est-à-dire en l’absence de traitement antirétroviral), le virus sauvage redevient 

https://hivdb.stanford.edu/
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souvent majoritaire. Or les génotypages de résistance du VIH sont actuellement réalisés par 

séquençage Sanger, une technologie qui ne détecte que les virus représentant 20% ou plus de 

la population virale amplifiée. Pour détecter les variants minoritaires (avec des seuils à 1 ou 

2%), il faut réaliser ces génotypages de résistance par des techniques de séquençage de haut 

débit, ce qui n’est actuellement réalisé que dans le cadre de travaux de recherche. 

 

 
 

FIGURE 21 : PRINCIPALES VOIES DE RESISTANCE DU VIH-2 AUX INHIBITEURS 

D’INTEGRASE. 

Trois voies principales de résistance aux INSTI sont décrites chez le VIH-2 : les substitutions Y143C/R/G, Q148H et N155H. 

Des mutations secondaires sont décrites, notamment E92Q, T97A et G140S. Les substitutions E92Q et T97A augmentent le 

niveau de résistance au raltegravir et/ou à l’elvitegravir, tandis que la substitution G140S ne change pas le niveau de 

résistance mais permet de restaurer la capacité réplicative du mutant Q148H/K/R qui est fortement réduite (Smith et al., 

2012). 
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10.4. Région Long Terminal Repeat 

 

La région Long Terminal Repeat (LTR) du VIH-2 est une région nucléotidique d’un peu plus 

de 800 nucléotides, subdivisée en trois régions aux fonctions différentes : U3, R et U5 (Figure 

22). Dans l’ADN proviral, les trois régions sont présentes aux deux extrémités du génome 

viral et dans le même ordre, tandis que, dans l’ARN viral, le LTR se compose uniquement de 

R puis U5 en 5’ et de U3 puis R en 3’. Tous les rétrovirus présentent ces régions LTR, que ce 

soient les autres rétrovirus humains (HTLV-1 et HTLV-2) ou les rétrovirus animaux (SIV, 

Virus de l’Immunodéficience Féline, etc.). 

La région U3 est la plus grande (environ 520 nucléotides) et la plus importante dans l’activité 

promotrice du LTR. Elle est subdivisée en sous-régions modulatory, enhancer et core : 

 

- Modulatory (ou modulatrice) : cette région située à l’extrémité 5’ de la région U3, est 

le site de fixation de nombreux facteurs de transcription (FT), responsables d’une 

régulation positive ou négative de la transcription. Parmi ceux-ci, sont notamment 

décrits les sites de fixation PuB1 et PuB2 (« Purine Boxes 1 and 2 », deux sites riches 

en purines) et pets (« peri-Elf1 transcription site »). Ces 3 sites fixent Elf-1, un FT 

exprimé dans les lymphocytes T activés qui appartient à la famille du proto-oncogène 

ETS (Leiden et al., 1992). La délétion d’un seul de ces sites diminue fortement la 

transcription virale. 

 

- Enhancer (ou amplificatrice) : située entre les régions modulatory et core, c’est une 

région très courte (une dizaine de nucléotides) correspondant principalement aux sites 

de fixation de NFĸB et peri-ĸB chez le VIH-2 (et aux deux ou trois sites de fixation de 

NFĸB chez le VIH-1). Le site de fixation de NFκB va être activé dans tous les types 

cellulaires, suite à l’expression de NFκB lors de l’activation cellulaire, tandis que le 

site peri-ĸB est spécifique des monocytes. De cette différence d’expression des FT 

selon le type cellulaire découlent de potentielles différences de transactivation du LTR 

selon la lignée cellulaire infectée.  

 

- Core (ou cœur) : située à l’extrémité 3’ de la région U3, cette région comprend 

notamment la « TATAA box » qui est reconnue par l’ARN polymérase II cellulaire, 

permettant ainsi d’initier la transcription de l’ADN viral en ARN viraux. La sous-
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région core comprend également 3 sites de fixation de la protéine Sp1 (« Specificity 

protein 1 »), parfois numérotés Sp1.I à Sp1.III. La protéine cellulaire Sp1 est 

ubiquitaire.  

 

La région R contient notamment la séquence TAR (« Tat-Activated Region ») et la séquence 

de polyadénylation. La structure secondaire de la région TAR est fondamentale pour la 

reconnaissance de la protéine virale transactivatrice Tat. La région TAR diffère entre les 

VIH-1 et VIH-2, elle possède une seule boucle de deux à trois nucléotides chez le VIH-1 et 

deux boucles chez le VIH-2 (Rhim and Rice, 1995). Il est à noter que c’est la seule région du 

LTR qui est présente aux deux extrémités du génome à ARN. 

 

La région U5 est la région la plus conservée et la plus courte du LTR, sa fonction est encore 

mal connue. Elle se termine immédiatement en amont du tLys PBS (« tLys Primer Binding 

Site »), site du début de la rétrotranscription. 

 

 

FIGURE 22 : SCHEMA DE LA REGION LTR DU VIH-2. 

Représentation des trois régions du LTR : R, U3 et U5. Les boîtes noires correspondent aux sites de fixation de facteurs de 

transcription cellulaires décrits, et TAR à la « Tat-Activated Region » qui fixe la protéine virale transactivatrice Tat. Les 

positions nucléotidiques indiquées sont celles de la souche de référence du groupe A, « ROD ». Adapté d’après Krebs et al., 

2001. 

 

10.5. Fonctions de la région Long Terminal 

Repeat 

 

Le LTR est une région majoritairement non codante mais qui est impliquée dans de 

nombreuses étapes du cycle viral. Des mutations dans le LTR peuvent donc avoir un impact 

sur toutes les étapes suivantes : 
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- La réactivation du provirus, décrite au paragraphe 6.4 

- Les activités de la protéine Nef : Le gène Nef est partiellement encodé dans la région 

U3 du LTR en 3’ (Laguette et al., 2010). Cette protéine est impliquée dans la 

dissémination virale, l’infectivité des virions et la régulation négative (« down-

regulation ») du nombre de récepteurs du VIH et des molécules du Complexe Majeur 

d’Histocompatibilité exposées à la surface de la cellule infectée.  

 

- L’intégration du provirus : l’activité exonucléasique en 3’ de l’intégrase du VIH 

permet le clivage de quelques nucléotides aux deux extrémités du LTR afin de pouvoir 

intégrer le génome viral au génome humain. 

 

- La polyadénylation de l’ARN viral : cette activité est dépendante de l’intégrité de la 

séquence poly-A présente dans la région R du LTR. 
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Objectifs 

Malgré une grande similarité structurale avec le VIH-1, le VIH-2 est responsable d’une 

infection rétrovirale qui est considérée atténuée, du fait de l’évolution plus lente des patients 

infectés vers le stade SIDA en l’absence de traitement, d’une réplication virale réduite et de 

plus faibles taux de transmission. 

 

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer la physiopathologie diminuée de 

l’infection par le VIH-2, dont une réponse immunitaire précoce plus efficace et une efficacité 

plus importante des facteurs de restriction antirétrovirale. Nous nous sommes interrogés sur le 

potentiel rôle des mutations dans le génome viral sur la réplication virale. Nous avons donc 

étudié deux régions impliquées dans l’intégration du génome viral dans le génome cellulaire 

et dans la réactivation du provirus : l’intégrase et la région Long Terminal Repeat. 

 

L’objectif de travail de cette thèse était : i) d’étudier l’activité de l’intégrase du VIH-2, et les 

impacts des mutations de résistance, ii) d’étudier la variabilité dans la région Long Terminal 

Repeat, la région promotrice du VIH-2, et son association avec le niveau de transcription 

virale. 

 

Dans la première partie de notre travail, nous avons amélioré une technique d’isolement de 

souches du VIH-2 à partir de prélèvements de patients, afin de pouvoir étudier 

phénotypiquement ces virus. 

 

Dans la deuxième partie, nous avons étudié la sensibilité phénotypique aux inhibiteurs de 

transfert de brin de l’intégrase de différents virus isolés chez des patients en échec virologique 

de traitements comprenant un inhibiteur d’intégrase. 

 

Dans une troisième partie, nous avons construit des virus comprenant des insertions ou des 

mutations ponctuelles dans le gène de l’intégrase, afin d’étudier l’impact de ces mutations sur 

la réplication virale, mais aussi sur la sensibilité aux inhibiteurs d’intégrase et la structure de 

la protéine. 
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Enfin, dans la dernière partie de notre travail, nous avons déterminé la variabilité du VIH-2 

dans la région Long Terminal Repeat dans une cohorte de patients infectés par le VIH-2 et 

naïfs d’antirétroviraux. Nous avons également quantifié le réservoir viral dans les CSMP de 

ces patients, et mesurer l’activité transcriptionnelle de ces LTR, afin de mettre en évidence 

une éventuelle association entre la variabilité du LTR et des différences dans la taille du 

réservoir viral et/ou des modifications de l’activité transcriptionnelle de la région LTR. 
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Résultats 

1. Premier article 

 

Amélioration du taux de succès des cultures de VIH-2 par une purification 

préalable des échantillons à l’aide de billes paramagnétiques anti-CD44 

 

Efficiency of HIV-2 cultures from clinical isolates is enhanced 

after purification by anti-CD44 microbeads 

 

Quentin Le Hingrat, Marine Perrier, Gilles Collin, Suzon Drumard, Alexandre Storto, 

Mélanie Bertine, Lucile Larrouy, Sophie Matheron, Florence Damond, 

Charlotte Charpentier, Diane Descamps, Benoit Visseaux 

 

Journal of Virological Methods (2018) 

 

Contexte : 

 

Le taux de succès des isolements des souches VIH-2 à partir d’isolats cliniques est limité, du 

fait de la faible virémie des patients actuellement suivis en France, ainsi que de la présence de 

protéines interférentes dans le plasma des patients (antirétroviraux, protéines du complément, 

etc.). Or disposer de souches de VIH-2 est fondamental, notamment pour étudier les 

caractéristiques phénotypiques de ces souches, en particulier celles obtenues à partir des 

prélèvements de patients en échec virologique à un traitement antirétroviral. 

 

Objectif : 

 

Nous souhaitions évaluer l’impact sur le taux de succès d’isolement des souches d’une étape 

de purification de l’échantillon avant la mise en culture. Pour cela, nous avons tenté d’isoler 

les virus à partir de plasmas de patients virémiques par deux méthodes différentes : 1) la 

méthode historique, consistant à mettre en contact le plasma du patient avec des lymphocytes 
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de donneur non infecté, et 2) la même méthode de culture mais réalisé après purification de 

l’échantillon à l’aide de billes paramagnétiques anti-CD44. 

 

Matériel et méthodes : 

 

Une culture virale a été réalisée à partir du plasma de 23 patients infectés par le VIH-1 et de 

29 patients infectés par le VIH-2, par deux méthodes différentes, ainsi qu’une gamme des 

souches de référence du VIH-1 et du VIH-2, « BRU » et « ROD ». 

Pour l’étape de purification, 200 µL de plasma étaient mélangées avec 50 µL de billes 

paramagnétiques anti-CD44 (µMACS VitalVirus Isolation Kit, Miltenyi Biotec GmBH, 

Allemagne) pendant 30 minutes puis le mélange était passé à travers une colonne magnétique 

afin de retenir les virus liés aux billes anti-CD44 et de se débarrasser des composants du 

plasma par plusieurs lavages de la colonne. Enfin, le virus était élué dans 1 mL de milieu 

RPMI et était directement utilisé pour infecter des lymphocytes de donneur non infecté, 

infecté par PHA pendant 48 heures.  

La production virale était mesurée à J7, J14, J21 et J28, en observant l’apparition de l’effet 

cytopathogène sur les cultures et en mesurant l’antigène p24 dans le surnageant de ces 

cultures. 

 

Résultats : 

 

Le taux d’isolement après purification par les billes anti-CD44 était augmenté pour les 

plasmas de patients infectés par le VIH-2 (17/29, contre 8/29 pour la technique classique ; 

p=0,03), principalement du fait d’un meilleur isolement des virus des patients avec une 

virémie entre 104 et 105 log10 copies/mL. Cela était également vrai pour le virus de référence 

« ROD », qui était isolé avec des inocula plus faibles. De plus, les cultures devenaient 

positives plus précocement. Ainsi, à J7, 13 des cultures de VIH-2 étaient déjà positives après 

purification, contre 5/29 avec la technique classique (p=0,02). 

En revanche, aucune amélioration du taux d’isolement n’était observée pour le VIH-1, que ce 

soit à partir du plasma des patients virémiques (7/23, contre 5/23 pour la technique classique ; 

p=0,74) ou sur la souche de référence « BRU ». 
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Conclusion : 

 

Nous avons montré que le taux d’isolement des souches du VIH-2 était amélioré après une 

étape de purification par des billes anti-CD44. Les protéines de surface CD44 sont présentes à 

la surface de tous les VIH, elles sont incorporées à la membrane virale lors du 

bourgeonnement depuis la membrane cellulaire, que ces virus aient été produits par des 

lignées lymphocytaires ou bien monocytaires/macrophagiques. L’étape de purification permet 

donc de retenir tous les virus, peu importe leur origine. Cette purification est rapide, peu 

coûteuse et implémentable facilement dans tous les laboratoires disposant d’un secteur de 

culture cellulaire. L’autre intérêt de cette nouvelle méthode de culture est d’économiser le 

plasma puisque seuls 200 microlitres sont nécessaires, contre 1000 pour la technique 

classique, permettant de conserver le reste du prélèvement. 

L’amélioration du taux d’isolement chez le VIH-2, et pas le VIH-1, suggère que le VIH-2 

pourrait être plus sensible aux protéines plasmatiques interférentes et/ou que les anticorps 

anti-CD44 pourraient améliorer l’infectivité du VIH-2 en favorisant un contact rapproché des 

cellules et des virus (Terry et al., 2009). 
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2. Deuxième article 

 

Détermination de la susceptibilité d’isolats cliniques du VIH-2 

aux inhibiteurs d’intégrase et identification d’un nouveau mécanisme de résistance 

 

A New Mechanism of Resistance of Human Immunodeficiency Virus 

Type 2 to Integrase Inhibitors: A 5-Amino-Acid Insertion 

in the Integrase C-Terminal Domain 

 

Quentin Le Hingrat, Gilles Collin, Minh Lê, Gilles Peytavin, Benoit Visseaux, 

Mélanie Bertine, Roland Tubiana, Marina Karmochkine, Nadia Valin, 

Fidéline Collin, Adrien Lemaignen, Louis Bernard, Florence Damond, 

Sophie Matheron, Diane Descamps, and Charlotte Charpentier; 

for the French National Agency for Research on AIDS 

and Viral Hepatitis (ANRS) CO5 HIV-2 Cohort 

 

Clinical Infectious Diseases (2018)  

 

Contexte : 

 

La susceptibilité au raltegravir, à l’elvitegravir et au dolutegravir de plusieurs mutants VIH-2 

a été décrite mais peu de données sont disponibles pour les deux molécules les plus récentes : 

cabotegravir et bictegravir (Charpentier et al., 2010, 2011; Roquebert et al., 2008; Smith et 

al., 2011, 2012, 2015). 

La sélection de mutations de résistance aux inhibiteurs d’intégrase de 1ère génération a été 

décrite chez les PVVIH-2, amenant à proposer le remplacement du raltegravir par du 

dolutegravir chez des patients en échec virologique (Descamps et al., 2015). La charge virale 

plasmatique d’une partie des patients devint indétectable suite à cette modification de 

traitement mais la virémie resta positive chez plus de la moitié des patients. Or ces derniers 

présentaient fréquemment des mutations de résistance aux INTI et aux IP, limitant les options 

thérapeutiques. La mise sur le marché du bictegravir représente donc une potentielle nouvelle 

option thérapeutique pour ces patients mais la susceptibilité des VIH-2 mutés dans l’intégrase 

n’avait pas été déterminée.  
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Objectif : 

 

Nous souhaitions évaluer la susceptibilité d’isolats cliniques, porteurs ou non de mutations de 

résistance dans le gène de l’intégrase, aux cinq inhibiteurs de transfert de brin de l’intégrase 

afin de déterminer les traitements à privilégier chez les PVVIH-2. 

 

Matériel et méthodes : 

 

La susceptibilité de douze isolats cliniques de patients a été testé par la méthode phénotypique 

de l’ANRS. Ces douze isolats correspondent aux virus isolés depuis le plasma de 2 patients 

naïfs d’INSTI et de 10 patients en échec d’un traitement comprenant un INSTI, par la 

méthode décrite dans le précédent travail (Le Hingrat et al., 2018a). 

Les virus de 9 des 10 patients en échec virologique présentaient des mutations de résistance 

dans l’intégrase : Y143R, T97A+Y143G, E92Q+T97A, E92Q+T97A+N155H, 

G140S+Q148H (n=1 pour tous) et une insertion après le codon 231 de 5 acides aminés (aussi 

appelée 231ins, n=4). 

Cette dernière mutation n’ayant pas été observée précédemment, nous avons recherché dans 

notre base de données tous les patients présentant cette insertion puis déterminé la cinétique 

d’apparition de cette insertion, en séquençant rétrospectivement tous les échantillons 

disponibles depuis l’instauration d’un traitement comprenant un INSTI et en dosant les ARV 

sur ces échantillons.  

 

Résultats : 

 

Les mutations Y143R et T97A+Y143G n’impactaient que la susceptibilité au RAL, 

augmentant les CI50 d’un facteur 10 et 275, respectivement. Concernant les deux mutants 

E92Q+T97A et E92Q+T97A+N155H, ils étaient fortement résistants au RAL et à l’EVG, et 

avaient des CI50 augmentés d’un facteur 5 et 8 pour le DTG. Le bictegravir reste pleinement 

actif sur le profil E92Q+T97A. En revanche, la substitution N155H, en plus des mutations 

E92Q+T97A, rend le virus modérément résistant au BIC, avec une CI50 similaire à celle 

mesurée pour le DTG. 

Enfin, le profil G140S+Q148H est complètement résistant à tous les INSTI, sauf au BIC qui 

présente une augmentation d’un facteur 32 de l’CI50, ce qui empêche néanmoins d’envisager 
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un traitement par BIC des patients infectés par un virus porteur de la double substitution 

G140S+Q148H.  

L’insertion de 5 acides aminés après le codon 231 dans la partie C-terminale de l’intégrase 

était responsable d’un haut niveau de résistance aux INSTI de 1ère génération (RAL et EVG), 

ainsi qu’une résistance au CAB et au DTG mais à un niveau moindre. Le BIC restait actif sur 

2 des 4 souches présentant cette insertion. 

L’acquisition de l’insertion 231ins a été identifiée rétrospectivement chez 6 patients, les 

acides aminés de l’insertion différaient entre les patients (SREGK, SREGR, YREGR, 

GYRGR ou GYKGK), ainsi qu’au fil du suivi, mais les insertions contenaient toujours deux 

résidus chargés positivement (Arginine, R, et/ou Lysine, K). De plus, le virus d’un des 

patients présenta transitoirement une insertion de deux acides aminés, GK, avant de 

sélectionner l’insertion de 5 acides aminés. 

L’insertion n’était pas présente au moment de l’initiation du traitement contenant du RAL et 

était sélectionnée, en médiane, 11 mois après l’instauration du traitement par RAL, malgré 

des concentrations plasmatiques des ARV dans les zones attendues.  

 

Conclusion : 

 

Les résultats des phénotypes de résistances sont cohérents avec les CI50 mesurées sur des 

mutants obtenus par mutagénèse dirigée dans de précédents travaux (Smith et al., 2011, 

2015). La susceptibilité au BIC de souches mutées dans le gène de l’intégrase a pu être 

déterminé pour la première fois, confirmant son efficacité sur certains profils de mutations, 

comme chez le VIH-1. Si le bictegravir peut être proposé aux patients dont le virus présente 

des mutations au codon 143 ou bien l’association E92Q+T97A, la légère augmentation des 

CI50 pour le triple mutant E92Q+T97A+N155H incite à éviter le BIC, dans la mesure du 

possible, ou à l’associer à de l’atazanavir pour augmenter les concentrations plasmatiques et 

passer outre l’augmentation des CI50. 

Nous avons décrit pour la première fois la sélection d’une insertion dans le gène de 

l’intégrase, chez des patients dont le traitement antirétroviral comprenait du RAL. L’impact 

de cette insertion de 5 acides aminés sur la susceptibilité aux INSTI a pu être déterminé 

phénotypiquement. Cette insertion est responsable d’un haut niveau de résistance au RAL et à 

l’EVG. La susceptibilité au CAB et au DTG était également diminuée, et celle au BIC 

dépendait du profil de l’insertion. 



 Le Hingrat Quentin – Thèse de doctorat - 2019 

87 

 

L’acquisition de cette insertion ne semble pas due à une mauvaise observance mais plutôt au 

traitement suboptimal de ces patients qui présentaient des mutations de résistance aux INTI et 

aux IP qui constituaient la base de leur traitement antirétroviral, facilitant donc l’acquisition 

de mutations de résistance dans le gène de l’intégrase. 

Chez l’un des patients, nous avons observé une sélection d’une insertion de 2 acides aminés, 

GK, précédant l’apparition de l’insertion de 5 acides aminés. Ceci suggère une acquisition en 

deux temps de l’insertion, d’abord les deux acides aminés terminaux (GK ou GR) puis les 3 

autres acides aminés. L’impact de cette insertion transitoire n’est pas connu, tant sur la 

réplication virale que sur le niveau de résistance aux INSTI. 

D’autres études sont nécessaires afin de déterminer l’impact des insertions à 2 et 5 acides 

aminés sur la structure et/ou l’activité de l’intégrase. Des expériences in vitro devront 

également être réalisées pour déterminer la capacité réplicative et l’infectivité de ces mutants. 

Enfin, ces travaux mettent en lumière la nécessité d’un suivi rapproché des PVVIH-2 ayant 

déjà échoué à une première ligne de traitement, du fait du faible nombre d’options 

thérapeutiques disponibles et de la rapidité de sélection de nouvelles mutations. Un suivi 

clinique, virologique et pharmacologique pourrait être bénéfique pour ces patients, en 

attendant de disposer de nouveaux ARV actifs sur le VIH-2.  
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3. Troisième article 

 

Impact des insertions dans le gène de l’intégrase du VIH-2 

sur la capacité réplicative, la structure protéique 

et la sensibilité phénotypique aux inhibiteurs d’intégrase 

(article en cours de rédaction) 

 

Contexte : 

 

Ayant observé un nouveau profil de résistance aux inhibiteurs d’intégrase, via l’insertion de 5 

acides aminés après le codon 231, et étant confrontés à plusieurs cas d’impasses 

thérapeutiques chez des PVVIH-2 présentant des virus avec des résistances à toutes les 

classes d’antirétroviraux, nous avons souhaité étudier en détail ces résistances, leur impact sur 

la sensibilité aux inhibiteurs d’intégrase, ainsi que sur la capacité réplicative de ces virus 

mutants. 

Il est crucial de connaître précisément le niveau de résistance induit par les différents profils 

de mutations, notamment ceux peu ou prou décrits dans la littérature. En effet, selon 

l’ampleur de l’augmentation de la CI50, différentes stratégies d’adaptation thérapeutique 

pourront être adoptées : 1) changer certaines molécules de la trithérapie pour d’autres 

molécules demeurant pleinement actives sur les virus mutés du patient, 2) augmenter les 

posologies de certains médicaments ou passer d’une à deux prises par jour, ou 3) proposer des 

traitements dits « de sauvetage » aux patients infectés par des virus multi-résistants, c’est-à-

dire porteurs de mutations vis-à-vis de plusieurs classes d’antirétroviraux.  

Du fait de la sélection rapide de mutations de résistance chez les PVVIH-2, dont certaines 

entraînant des résistances croisées à plusieurs molécules, les options thérapeutiques sont 

rapidement limitées chez les PVVIH-2 en échec virologique. Les deux dernières options sont 

donc régulièrement envisagées. Ainsi, une mutation entraînant une faible augmentation de la 

CI50 incite à ne pas utiliser cette molécule chez un patient pour lequel d’autres options 

thérapeutiques sont disponibles mais elle pourra être prescrite aux patients infectés par des 

virus multi-résistants, en augmentant les doses afin d’augmenter les concentrations 

plasmatiques et de conserver une concentration résiduelle au moins 3 fois supérieure à la CI50 

ajustée aux protéines plasmatiques. C’est une stratégie notamment utilisée avec les inhibiteurs 

d’intégrase pour lesquels les concentrations maximales et résiduelles peuvent être augmentées 
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en passant à une prise bi-quotidienne de dolutegravir. L’autre possibilité pour augmenter les 

concentrations de dolutegravir ou de bictegravir est de co-administrer de l’atazanavir, un 

inhibiteur de protéase qui est inefficace sur le VIH-2 mais va augmenter les concentrations de 

l’inhibiteur d’intégrase en inhibant UGT1A1 et CYP3A qui métabolisent dolutegravir et 

bictegravir (Gallant et al., 2017; Song et al., 2011) (Figure 23). 

 

Les thérapies de « sauvetage » vont classiquement associer à une trithérapie, dont l’efficacité 

toute seule est insuffisante, à d’autres molécules divergeant par leurs mécanismes d’action 

(foscarnet en cure d’induction puis d’entretien, ibalizumab, etc.) 

 

 

FIGURE 23 : RATIONNEL DERRIERE LE DOUBLEMENT DE DOSE D’UN INHIBITEUR 

D’INTEGRASE OU LA CO-ADMINISTRATION D’ATAZANAVIR 

Abréviations : ATV/r : atazanavir boosté par ritonavir ; Cmax : concentration au pic ; Ctrough : concentration résiduelle ; 

DTG : dolutegravir ; qd : quotidien ; bd : biquotidien ; PA-IC50 : CI50 ajustée aux protéines plasmatiques (soit 64ng/mL pour 

le dolutegravir sur un VIH-1 sauvage) et 3 x PA-IC50 (seuil communément admis comme limite inférieure pour la Ctrough). 

Les valeurs utilisées pour les concentrations plasmatiques de DTG sont celles rapportées par les essais SPRING-1 et 

SPRING-2, soit une concentration minimale à 3670 ng/mL et une concentration résiduelle à 1110 ng/mL (coefficient de 

variation de 20 et 46% respectivement) pour le DTG en prise quotidienne et une concentration maximale à 4150 ng/mL et 

une concentration résiduelle à 2120 ng/mL (coefficient de variation de 29 et 47%, respectivement) (van Lunzen et al., 2012; 

Raffi et al., 2013). Les valeurs utilisées pour les concentrations plasmatiques de DTG en association avec ATV/r sont celles 

rapportées par Song et al., 2011. 
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Objectif : 

 

Ce travail vise à appréhender l’impact des mutations de résistances dans le gène de l’intégrase 

sur : 1) le niveau de réplication virale, 2) la résistance aux différents inhibiteurs d’intégrase, et 

3) la structure prédite de ces protéines. De plus, ce travail a pour but de cartographier les 

mutations de résistance aux inhibiteurs de transfert de brin de l’intégrase chez les personnes 

infectées par le VIH-2, via une étude rétrospective des génotypes de résistance effectués au 

laboratoire de virologie de l’hôpital Bichat-Claude Bernard. 

 

Matériel et méthodes : 

 

Tout d’abord, l’identification de l’ensemble des séquences VIH-2 disponibles sur la base de 

données Smartgene® du laboratoire de virologie de l’hôpital Bichat-Claude Bernard a été 

réalisée. Seules les séquences des gènes de la protéase, de la transcriptase inverse, de 

l’intégrase et de la gp105 des 102 patients actuellement traités, ou ayant reçus par le passé, 

par inhibiteur d’intégrase ont été sélectionnées. Pour les patients dont certains gènes n’avaient 

pas été amplifiés (soit par défaut d’amplification, soit car cela n’avait jamais été tenté), un 

séquençage des gènes de la RT, protéase et de la gp105 a été réalisé. La présence de mutations 

de résistance dans ces séquences a été interprétée à l’aide de l’algorithme ANRS v29 de 

novembre 2018 (Annexe 2). 

Les profils de résistance observés dans l’intégrase ont été comparés à ceux décrits dans la 

littérature, afin d’identifier quels mutants n’avaient pas ou peu été étudiés, et donc pour 

lesquels il est nécessaire d’obtenir des données. Ces mutants d’intérêt ont été obtenus par 

mutagénèse dirigée sur le plasmide pROD9, plasmide comprenant le génome infectieux du 

VIH-2, dérivé de la souche de référence « ROD » appartenant au groupe A, ainsi qu’un gène 

de résistance à l’ampicilline (Figure 24). 

 

La mutagénèse dirigée a été réalisée avec le kit Q5® Site-Directed Mutagenesis (New 

England Biolabs), en suivant les recommandations du fabricant, excepté une modification du 

protocole de digestion du plasmide parental (digestion réalisée à 37°C pendant 30 minutes 

pour améliorer sa dégradation). Les plasmides mutés ont été générés par une ou plusieurs 

réactions de mutagénèse dirigée. En effet, certains mutants, cumulant 2 à 4 substitutions, ne 

pouvaient être générés en une seule mutagénèse dirigée (Figure 25). 
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FIGURE 24 : CARTE DU PLASMIDE PROD9 

Abréviations :  ADN VIH-2 : génome complet de la souche de référence du groupe A du VIH-2, « ROD » ; Amp prom : 

promoteur du gène de résistance à l’ampicilline ; AmpR : gène de résistance à l’ampicilline ; et ColE1 origin : origine de 

réplication. 

 
 

FIGURE 25 : CONSTRUCTION DES MUTANTS VIH-2 
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Les amorces utilisées pour construire les différents mutants sont détaillées dans le Tableau 4, 

avec la température d’amplification utilisée pour chaque couple d’amorces. Le programme de 

mutagénèse dirigée était le suivant : dénaturation à 98°C pendant 30 secondes, puis 25 cycles 

avec 10 secondes à 98°C (dénaturation), 30 secondes à X°C (hybridation) et 7 minutes à 72°C 

(élongation), et enfin une extension à 72°C pendant deux minutes, avec X, la température 

d’amplification spécifique du couple d’amorces.  

 

Mutant 
Plasmide 

parental 
Amorce sens Amorce anti-sens Ta 

T97A pROD9 agacaagcaGCACTCTTCCTATTGAAAC tcctgattcCTGTGGGATGACTTCTGC 59°C 

E92Q+T97A pROD9 agacaagcaGCACTCTTCCTATTGAAAC tcctgactgCTGTGGGATGACTTCTGC 59°C 

N155H pROD9 agtagtagaagcaatgcacCACCATCTAAAAA
ACCAAATAAG 

ccttggctctgtggattgtaAGGTACTCCAAA
GGATTG 

59°C 

T97A+Y143R T97A agtagtagaagcaatgaatCACCATCTAAAAA
ACCAAATAAG 

ccttggctctgtggatttctAGGTACTCCAAAG
GATTG 

59°C 

T97A+N155H T97A agtagtagaagcaatgcacCACCATCTAAAAA

ACCAAATAAG 

ccttggctctgtggattgtaAGGTACTCCAAA

GGATTG 

59°C 

T97A+Y143R+N155H T97A agtagtagaagcaatgcacCACCATCTAAAAA

ACCAAATAAG 

ccttggctctgtggatttctAGGTACTCCAAAG

GATTG 

59°C 

E92Q+T97A+Y143R E92Q+T97A agtagtagaagcaatgaatCACCATCTAAAAA

ACCAAATAAG 

ccttggctctgtggatttctAGGTACTCCAAAG

GATTG 

59°C 

E92Q+T97A+Y143C E92Q+T97A agtagtagaagcaatgaatCACCATCTAAAAA

ACCAAATAAG 

ccttggctctgtggattacaAGGTACTCCAAA

GGATTG 

59°C 

E92Q+T97A+N155H E92Q+T97A agtagtagaagcaatgcacCACCATCTAAAAA

ACCAAATAAG 

ccttggctctgtggattgtaAGGTACTCCAAA

GGATTG 

59°C 

E92Q+T97A+Y143R 

+N155H 
E92Q+T97A agtagtagaagcaatgcacCACCATCTAAAAA

ACCAAATAAG 

ccttggctctgtggatttctAGGTACTCCAAAG

GATTG 

59°C 

insGYKGK pROD9 aggcaaaGATCAGTTGTGGAAAGGAC tctctggaTCTGCCTTCTCTGAAATAG 59°C 

insGK insGYKGK GGCAAAGATCAGTTGTGG TCTGCCTTCTCTGAAATAG 59°C 

insYREGR insGYKGK aggcagaGATCAGTTGTGGAAAGGAC tctctgtaTCTGCCTTCTCTGAAATAG 59°C 

insSREGK insGYKGK aggcaaaGATCAGTTGTGGAAAGGAC tctctggaTCTGCCTTCTCTGAAATAG 59°C 

insGIRGK insGYKGK aggcaaaGATCAGTTGTGGAAAGGAC ctgatgccTCTGCCTTCTCTGAAATAG 59°C 

insGIRGK+91R insGIRGK AGTCATCCCAcggGAATCAGGAA TCTGCTTCTATAAATCCACTTGC 64°C 

insYREGR+91R insYREGR AGTCATCCCAcggGAATCAGGAA TCTGCTTCTATAAATCCACTTGC 64°C 

ins5Ala pROD9 ggccgctGATCAGTTGTGGAAAGGAC gctgcagcTCTGCCTTCTCTGAAATAG 59°C 

ins2Ala ins5Ala GCCGCTGATCAGTTGTGG TCTGCCTTCTCTGAAATAGACC 64°C 
 

 

TABLEAU 4 : LISTE DES AMORCES UTILISEES POUR LA MUTAGENESE DIRIGEE 

Les nucléotides en majuscule dans les amorces correspondent aux nucléotides identiques à ceux du plasmide parental, les 

nucléotides en minuscule aux séquences nucléotidiques comprenant les substitutions ou insertions à générer. 

 

Des bactéries NEB 5-alpha Competent E. coli (High Efficiency) Cells ® (New England 

Biolabs) ont été transformées avec les plasmides mutants par choc thermique à 42°C pendant 

30 secondes, refroidies sur glace pendant 5 minutes puis diluées dans 950 µL de milieu SOC 
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et incubées pendant 60 minutes à 37°C, sous agitation permanente à 250 rotations par minute. 

Cela permet une multiplication bactérienne et la production de la pénicillinase codée par le 

gène de résistance à l’ampicilline. Cent microlitres de cette suspension bactérienne a été étalé 

sur des géloses réalisées avec du milieu LB (bouillon lysogène) additionné de 100 µg/mL 

d’ampicilline et d’agar, permettant de sélectionner les bactéries exprimant cette pénicillinase, 

soit celles porteuses du plasmide pROD9. Les séquences de l’intégrase ont été vérifiées sur 

les colonies d’Escherichia coli poussant sur la gélose LB-ampicilline, avant amplification des 

clones bactériens dans un milieu LB contenant 100 µg/mL d’ampicilline. 

Pour chaque mutant, l’ADN plasmidique a été extrait à partir de 150 mL de culture d’un clone 

bactérien porteur du plasmide ROD muté, avec le kit HiSpeed Midi Prep® (QIAGEN). La 

quantité d’ADN plasmidique extrait était mesurée à l’aide du kit QuBit dsDNA High 

Sensitivity Assay® (ThermoFisher). 

 

Les virus mutés ont été produits par transfection de cellules 293T. Cette lignée était 

maintenue par culture dans du milieu Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) 

additionné de 10% de sérum de veau fœtal et d’1% de pénicilline et streptomycine (appelé 

milieu complet), à 37°C sous 5% de CO2. Vingt-quatre heures avant la transfection, 5.105 

cellules 293T étaient déposées dans chaque puits d’une plaque 6-puits, dans un volume d’1 

mL de milieu complet. 

Le lendemain, si les cellules ont atteint au moins 80% de confluence, 250 µL du milieu 

complet était retiré de chaque puits. Un complexe ADN plasmidique/Lipofectamine 2000® 

était préparé, comme recommandé par le fabricant, avec 4 µg d’ADN plasmidique, du milieu 

de culture pauvre en protéines, Opti-MEM, et 8 µL de Lipofectamine 2000® (Roche). Les 

complexes ADN plasmidiques/Lipofectamine 20000® étaient alors déposés sur les cellules 

293T en goutte à goutte et les cultures étaient remises à l’étuve, à 37°C sous 5% CO2. 

A 48 heures post-transfection, le surnageant était récupéré, centrifugé à 500g pendant 10 

minutes pour séparer les cellules du surnageant, puis filtré à travers un filtre avec des pores de 

0.45 µm. Les stocks viraux étaient immédiatement congelés à -80°C en plusieurs aliquotes, 

afin de limiter les cycles ultérieurs de congélation et décongélation qui peuvent faire chuter 

drastiquement les titres viraux. Une quantification du stock viral était réalisée par une mesure 

de la charge virale VIH-2, à l’aide du kit Generic HIV-2 Charge virale® (Biocentric, Bandol, 

France), après extraction automatisée des acides nucléiques totaux à l’aide du kit MagNA 

Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit® (Roche). 
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Une amplification du stock viral a été réalisée par culture pendant 5 à 7 jours avec des 

lymphocytes activés de donneur non infecté. Sur le surnageant de ces lymphocytes, la charge 

virale VIH-2 a été réalisée, ainsi que le séquençage du gène de l’intégrase pour vérifier 

l’absence de sélection de mutations autres que celles introduites par la mutagénèse dirigée. 

 

Enfin, la capacité réplicative du virus a été étudiée en mesurant l’évolution de la charge virale 

VIH-2 à J3, J7 et J14 dans le surnageant de cultures infectées par les différents mutants VIH-2 

(quantité de cellules). Pour chaque mutant, 3 infections de 105 PBMC de deux donneurs non 

infectés avec 106 copies de VIH-2.  

 

La sensibilité phénotypique aux inhibiteurs d’intégrase a pu être déterminée pour les mutants 

ayant une réplication virale suffisante. Les phénotypes de résistance de certains de ces 

mutants ont été réalisés par la technique ANRS de culture sur CSMP (Brun-Vézinet et al., 

1992) (Figure 26). Il a été décidé de ne tester que les 4 inhibiteurs d’intégrase suivants : RAL, 

DTG, CAB et BIC. En effet, l’EVG ayant une barrière génétique faible, son utilisation est très 

limitée chez les patients infectés par des virus résistants aux inhibiteurs d’intégrase. Nous 

avons testé le RAL afin de pouvoir comparer la potentielle différence d’impact des mutations 

sur la susceptibilité aux INSTI de 1ère et de 2e génération. De plus, du fait de résistances 

croisées au RAL et à l’EVG, les niveaux de résistance au RAL et à l’EVG sont très proches. 

Les CI50 obtenues ont été comparées à celles obtenues avec deux souches de référence, BRU 

pour le VIH-1 et ROD pour le VIH-2, deux virus dits « sauvages », c’est-à-dire non porteurs 

de mutations de résistance sur le gène de l’intégrase. Un index de résistance, ou « fold-

change », peut alors être calculé en faisant le rapport de la CI50 de la souche mutée sur la CI50 

de la souche sauvage. 
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FIGURE 26 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE D’UN PHENOTYPE DE RESISTANCE DU VIH 

PAR LA METHODE DE L’ANRS. 

Au 3e ou au 4e jour post-infection, la charge virale est déterminée sur le surnageant des puits infectés avec 100 TCID50. La 

susceptibilité phénotypique est déterminée au 3e ou au 4e jour post-infection en calculant la CI50, soit la concentration d’ARV 

inhibant 50% de la réplication virale. Les puits infectés avec 10 et 1 TCID50 permettent de valider le phénotype de résistance. 

Abréviations : ARV : Antirétroviral, et TCID50 : « Median Tissue Culture Infectious Dose », soit la quantité de virus telle 

que les cellules d’un puits sur deux seront infectés par le virus. 

 

Enfin, les structures des intégrases de la souche ROD et des mutants 231ins ont été prédites à 

l’aide d’un logiciel se basant sur l’homologie des séquences protéiques, I-TASSER 

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (Roy et al., 2010; Yang et al., 2015). Ce 

logiciel aligne la séquence d’acides aminés de la protéine d’intérêt face à un ensemble de 

modèles structuraux (des protéines dont la structure a déjà été déterminée par cristallographie) 

puis, pour les zones où aucun alignement n’a été concluant, le logiciel réalise de la prédiction 

ab initio, en se servant des contraintes physiques à respecter lors du repliement de la protéine, 

notamment les liaisons hydrogène. Ce logiciel n’est pas adapté à l’étude de mutations 

ponctuelles mais convient pour une prédiction des changements induits par des insertions 

et/ou des délétions. 

Trois protéines de la Protein DataBank (PDB) furent identifiées comme des modèles 

structuraux pour les intégrases du VIH-2 : l’intasome du MMTV (« Murine Mammory Tumor 

Virus »; identifiant PDB: 3JCA), l’intasome du PFV (« Prototype Foamy Virus »; identifiant 

PDB: 3L2R) et un fragment de deux domaines (NTD et CCD) de l’intégrase du VIH-2 en 

complexe avec la protéine cellulaire LEDGF (identifiant PDB: 3F9K) (Ballandras-Colas et 

al., 2016; Hare et al., 2009, 2010). 

https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
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Pour chaque protéine, le modèle avec le plus haut « C-score » a été retenu et la qualité de ce 

modèle a été évaluée à l’aide du « TM-score », la topologie globale de la structure prédite 

étant considérée comme correcte si le « TM-score » est supérieur à 0,5 (Xu and Zhang, 2010). 

La qualité du meilleur modèle prédit était ensuite améliorée à l’aide du serveur ModRefiner 

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/). Enfin, la structure tridimensionnelle 

prédite des protéines mutées était visualisée à l’aide du logiciel PyMol (https://pymol.org/) et 

comparée à la structure prédite de l’intégrase de la souche ROD du VIH-2. 

 

Résultats : 

 

1) Caractéristiques des patients 

 

Les génotypes de résistance de 102 patients ont été analysés. Ces génotypes ont été réalisés 

sur des plasmas prélevés chez des patients en échec virologique, avec un historique de 

traitement par INSTI. Les virus de 57 présentaient des mutations de résistance dans le gène de 

l’intégrase (56%) à l’échec, 32 du groupe B, 24 du groupe A et 1 du groupe H (Tableau 5). 

Les mutations de résistance aux INSTI semblent exclusives (Figure 27). Il est en effet rare de 

voir plus d’une des trois voies classiquement décrites de résistance aux INSTI dans un même 

virus, à l’exception de la coexistence des mutations aux codons 143 et 155. Ce caractère 

quasi-exclusif est également observé avec le nouveau profil de résistance, 231INS, à 

l’exception de mutations T97A+N155H chez deux patients présentant une insertion partielle 

de 2 et 3 acides aminés (Figure 27).  

https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/
https://pymol.org/
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FIGURE 27 : REPARTITION DES PROFILS DE MUTATIONS AUX INHIBITEURS D’INTEGRASE 

CHEZ LES PATIENTS INFECTES PAR LE VIH-2. 

A noter que pour le patient dont l’historique cumulé de génotypes de résistance rapporte les mutations Y143G et Q148R, ces 

mutations n’ont pas été observées sur le même prélèvement mais à un an d’écart, suggérant l’existence de deux sous-

populations virales, l’une porteuse de la mutation Y143G, l’autre de la mutation Q148R en association à la mutation G140S. 

 

Les gènes de la protéase, de la transcriptase inverse et de la gp105 ont pu être séquencés pour 

54 (95%), 53 (93%) et 43 (75%) virus de ces 57 patients, respectivement. Ces patients étaient 

fréquemment porteurs de virus multi-résistants. En effet, seulement 5 virus sur 54 (9%) 

étaient sauvages dans le gène de la protéase, tandis que des mutations de résistance dans le 

gène de la RT étaient identifiées dans les 53 virus séquencés (Tableau 5). Trente-trois virus 

possédaient une mutation K65R et 43 présentaient la mutation M184V, dont 24 en association 

avec la K65R (24/53 ; 45%), ce qui rend ces virus doublement mutés résistants à l’ensemble 

des INTI, en dehors de la zidovudine. Parmi les 51 virus pour lesquels les 3 gènes (protéase, 

transcriptase inverse et intégrase) ont pu être séquencés, 47 (92%) présentaient des mutations 

de résistance dans les 3 gènes. 

 

En ce qui concerne le tropisme, 34 virus étaient identifiés comme des virus de tropisme X4 et 

9 de tropisme R5, d’après la séquence de la boucle V3 de la gp105. 
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TABLEAU 5 : PROFILS DE RESISTANCE DES 57 PATIENTS INFECTES PAR LE VIH-2, 

PORTEURS DE MUTATIONS DE RESISTANCE DANS LE GENE DE L’INTEGRASE. 

INSTI IP INTI Tropisme Groupe

97A-143A 50V-54M-84V-90M 65R-69S-111I-184V X4 A

97A-143C/G 47A-82F 111I-184V NA H

97A-143C/R 50V-54M 65R-111I ND B

97A-143G/C 47A-50V 65R-67N-111I-184V X4 A

97A-143R 47A-84V-90M 184V X4 A

97A-143R 50V-54M 65R-111I-184V R5 B

92Q-97A-143C 54M-84V 65R-69S-111I-184V-215T X4 B

92Q-97A-143C 54M-84V 65R-67N-215Y X4 B

92Q-97A-143C/R 50V 65R-111I NA B

97A-143C/G-155S 47A-50V-82F-90M 65R-67N-111I-115F-151M-184V R5 A

97A-143R-155S 50V 184V X4 B

155H NA NA ND A

155H 54M-84V 111I-184V R5 B

155H 82F-84V-90M 184V-215F R5 A

155H 54M-82F-90M 65R-67N-70R-111I-151M-184V X4 A

92Q-97A-155S 50V 65R-184V X4 A

92Q-155H 47A-54M-82F-90M-99F 65R-111I-151M-184V X4 A

97A-155H 50V 184V ND B

97A-155H 47A-84V-90M 65R-111I-184V X4 A

97A-155H 47A-50V NA X4 B

92Q-97A-155H 47A-50V-54M-82F 65R-184V R5 A

92Q-97A-155H 47A-84V-99F M184V R5 A

92Q-97A-155H WT 65R-69S-184V X4 A

92Q-97A-155H 54M-90M 184V-215Y X4 B

92Q-97A-155H 54M-84V 111I-184V X4 B

92Q-97A-155H NA 65R-69S-115F-184V X4 B

92Q-97A-155H 47A-54M NA NA B

92Q-97A-155H 47A 65R-184V ND B

92Q-97A-155H 54M-82F-90M 65R-70R-111I-151M-184V X4 A

92Q-97A-155H 50V-90M 65R-111I-184V X4 B

92Q-97A-155H NA 65R-111I-184V X4 A

92Q-143C-155H 47A-50V-54M-84V-90M 65R-115F-69S-70R-184V X4 B

92Q-143C-155H 54M-84V-90M 115F-184V-215Y R5 A

92Q-97A-143C-155H 50V-54M 65R-111I-184V X4 B

92Q-97A-143R-155H 50V-84V 65R-69S-184V X4 B

92Q-97A-143R-155H 47A-50V-90M 65R-151M-184V X4 B

92Q-97A-143R-155H 47A-50V-84V-90M 70N-111I-184V-215F X4 B

97A-140S-148H 50V-84V 184V X4 B

140A-148K WT 111I-184V ND A

140S-148H NA 184V NA A

140S-148H 50V-54M 65R-111I-151M X4 A

140S-148H/K/R 54M-82F-90M 65R-69S-111I-151M ND A

140S-148H/R 47A-54M-82F-84V-90M 65R-69S-111I-184V X4 A

140S-148H/R 50V-90M 65R-184V NA A

140S-148K/R 50V 65R-111II-151M-184V X4 B

140S-148R WT 65R-215S X4 B

148K WT 65R ND B

92Q-97A-140S-143C/G-148R 47A 65R-184V X4 B

97A-155H-231INS 1 WT NA ND B

97A-155H-231INS 2 47A-90M 65R-69S-111I X4 B

231INS 3 50V 184V-215Y X4 B

231INS
 3 50V 65R X4 B

231INS 3 50V-54M 215L-215F NA B

231INS 3 50V-54M-84V 184V-215Y R5 B

231INS 1 54M-82F-84V-90M 67N-70N-184V-215Y X4 A

231INS 3 50V-54M 184V-215F R5 A

231INS 
3

47A-50V-90M 70N-111I-184V X4 B
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1 : insertion de deux acides aminés ; 2 : insertion de trois acides aminés, 3 : insertion de cinq acides aminés 

Abréviations : INSTI : inhibiteur de transfert de brin de l’intégrase ; INTI : inhibiteur nucléotidique de la transcriptase 

inverse ; IP : inhibiteur de protéase ; NA : non amplifiable ; ND : « not done » (non réalisé) ; R5 : tropisme CCR5 ; WT : 

« wild-type » (gène sauvage, c’est-à-dire absence de mutation de résistance connue) et X4 : tropisme CXCR4. 

 

2) Choix des mutants VIH-2 

 

Nous avons confronté les profils génotypiques de résistance observés dans notre cohorte à 

ceux déjà étudiés dans la littérature et nous avons donc décidé de construire une base de 

mutants permettant de compléter les données existantes sur la sensibilité aux inhibiteurs 

d’intégrase. Pour cela, nous nous sommes focalisés sur les profils de mutations présents dans 

notre base de données, non explorés dans l’étude de Smith et al., 2019, soit : 

 

- Mutations au codon 143 : T97A+Y143R, E92Q+T97A+Y143C et 

E92Q+T97A+Y143R. 

 

- Mutations au codon 155, associées ou non à une mutation au codon 143 : 

N155H, T97A+N155H, E92Q+T97A+N155H, T97A+Y143R+N155H et 

E92Q+T97A+Y143R+N155H, ainsi que les mutants T97A et E92Q+T97A pour 

interpréter l’effet de l’addition de la substitution N155H sur ces deux mutants. 

 

- Insertions au codon 231 : les motifs observés in vivo (insGK, insGIRGK, insGYKGK, 

insSREGK, insYREGR), ainsi que trois insertions servant de contrôle pour les 

expériences ultérieures (insCYRGK, ins2A et ins5A). De plus, la substitution Q91R a 

été rajouté sur deux mutants : insYREGR et insGIRGK. 

 

Nous avons choisi de ne pas générer de mutants aux codons Q148 et G140 car ces mutants 

sont déjà bien décrits dans la littérature, ces doubles mutants présentant une résistance de haut 

niveau à tous les INSTI. Les patients infectés par des virus porteurs de mutations au codon 

148 (associées ou non à des mutations au codon 140) ne sont donc pas de bons candidats pour 

des traitements de sauvetage comprenant des inhibiteurs d’intégrase, même en passant à une 

prise biquotidienne. 
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Tous ces mutants ont pu être construits et la présence des mutations introduites a été vérifiée 

par séquençage des virus obtenus par transfection des cellules 293T. Nous avons également 

obtenu sur une colonie un mutant non attendu, une insertion CYRGK, que nous avons inclus 

aux mutants à tester, pour étudier l’impact de modifications des acides aminés dans 

l’insertion. 

 

3) Capacité réplicative 

 

Il a été observé que les virus porteurs d’une mutation 143C/R étaient faiblement réplicatifs, 

empêchant la réalisation de phénotypes de résistance, du fait de leur faible infectivité et/ou de 

leur capacité réplicative réduite (données non montrées). 

L’étude de la capacité réplicative des virus porteurs de 231INS n’a pas mis en évidence de 

moindre réplication de ces virus ; à l’exception du mutant insGIRGK dont le titre viral était 

plus faible que celui du virus ROD sauvage à J14 (Figure 28). Le virus insGYKGK était, lui, 

plus réplicatif que le virus ROD sauvage à J7 mais cette différence n’était pas retrouvée à J14. 

 

 

FIGURE 28 : CAPACITE REPLICATIVE DES VIH-2 PORTEURS DE MUTATIONS 231INS. 

La capacité réplicative a été déterminée à J3, J7 et J14 sur des surnageants de lymphocytes de donneur infecté. Les médianes 

et déviations standards représentées ci-dessus correspondent aux résultats de 3 infections différentes. La différence de 
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réplication par rapport au virus sauvage a été déterminée par un test ANOVA à un facteur suivi d’un test post-hoc de Tukey, 

les différences significatives (p<0,05) sont signalées avec un astérisque. 

Pour restaurer la capacité réplicative des mutants comportant la substitution Y143C/R ou 

porteurs des insertions insGIRGK et insYREGR, il a été décidé de rajouter la mutation Q91R 

dans l’intégrase, par analogie avec ce qui a été réalisé par l’équipe de Smith qui avait 

également observé une très faible réplication des mutants Y143C/R, empêchant la réalisation 

de phénotypes de résistance (Smith et al., 2019). Cette mutation 91R a été observée in vivo 

chez certains patients et semble être associée, chez les patients de la cohorte ANRS CO5 

VIH-2, à des charges virales plasmatiques légèrement plus élevées (p=0,015) (Figure 29). 

L’impact exact de cette mutation sur la sensibilité aux inhibiteurs d’intégrase et sur la 

réplication virale reste à déterminer, via l’étude du simple mutant Q91R. 

 

 
 

FIGURE 29 : CHARGE VIRALE VIH-2 PLASMATIQUE DES PATIENTS SELON LA PRESENCE OU 

NON DE LA MUTATION Q91R DANS L’INTEGRASE 
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4) Phénotypes de résistance aux inhibiteurs d’intégrase 

 

Des phénotypes de résistance ont pu être réalisés sur les virus avec une réplication virale 

suffisante, soit les mutants avec une insertion après le codon 231, et les mutants dits 

« classiques » (T97A, E92Q+T97A, N155H, T97A+N155H, E92Q+T97A+N155H).  

Le bictegravir reste notamment actif sur les mutants T97A, E92Q+T97A, N155H, 

T97A+N155H, E92Q+T97A+N155H, avec CI50 entre 0,8 et 4,2 nM (Tableau 6). La présence 

d’une mutation N155H n’impactait pas la sensibilité au DTG mais l’addition de la mutation 

T97A, en association ou non avec l’E92Q, le rendait résistant. Concernant les insertions, 

l’insertion de 2 acides aminés, GK, restait sensible au BIC et au DTG, alors que les CI50 au 

RAL et au CAB étaient fortement augmentés, d’un facteur 72 et 21, respectivement. Pour les 

insertions de 5 acides aminés, le virus était résistant au RAL et au CAB mais également au 

DTG, sauf pour le profil d’insertion SREGK qui était intermédiaire pour le DTG. La 

sensibilité au bictegravir était variable selon les profils (Tableau 6). 

 

 CI50 (en nM) [FC] 

Souche Bictegravir Cabotegravir Dolutegravir Raltegravir 

BRU (VIH-1) 1,6 0,6 1,0 3,0 

ROD 3,0 3,3 2,9 2,4 

T97A 4,2 (1,4) 6,6 (2) 3,3 (1,1) 2 (0,8) 

E92Q+T97A 2,0 (0,7) 248 (75) NR NR 

T97A+N155H 0,9 (0,3) 51 (15) 64 (22) 48 (20) 

E92Q+T97A+N155H 0,8 (0,3) 29 (8,8) 33 (11) 15 (6,3) 

N155H 1,7 (0,6) 42 (13) 1.11 (0,4) 24 (10) 

insGK 3,5 (1,2) 68 (21) 4.5 (1,6) 172 (72) 

insGYKGK 118 (39) 139 (42) 78 (27) NR 

insSREGK 25 (8,3) 70 (21) 14 (4,8) 39 (16) 

insCYRGK 8,6 (2,9) 224 (68) 85 (29)  120 (50) 

 

TABLEAU 6 : CI50 DES VIRUS MUTANTS CONSTRUITS PAR MUTAGENESE DIRIGEE 

Une résistance à l’INSTI testé est définie par un index de résistance supérieur à 3, c’est-à-dire une augmentation d’un 

facteur supérieur à 3 de la CI50 du mutant par rapport à la CI50 du virus sauvage ROD. Les cases sont colorées en fonction 

de l’index de résistance (sauvage : FC < 3, intermédiaire : FC entre 3 et 10 ; résistant : FC > 10). 

Abréviations : FC : « fold-change » ou index de résistance ; NR : non réalisé 
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5) Modélisation des protéines mutées 

 

Les structures prédites de l’intégrase sauvage de ROD et des intégrases porteuses de la 

mutation 231ins ont été comparées visuellement. Pour les domaines NTD et CCD, les 

structures étaient similaires entre la protéine sauvage et les protéines mutants 

Le repliement du domaine C-terminal de l’intégrase des VIH est celui d’un domaine SH3, 

c’est-à-dire un tonneau bêta composé de 5 à 6 brins bêta anti-parallèles. La structure prédite 

pour l’intégrase de ROD est bien celle d’un tonneau bêta avec 5 brin bêta anti-parallèles 

(Figure 30-A). 

Ce tonneau bêta est toujours présent dans la structure prédite pour l’intégrase avec une 

insertion de 2 acides aminés, insGK (Figure 30-B) mais, lorsque 5 acides aminés sont insérés 

après le codon 231, le tonneau bêta n’est plus observé, les acides aminés de la région 225-241 

ne se repliant plus en feuillet bêta comme dans la protéine sauvage (Figure 30-C, D, E et F). 

Dans les structures prédites pour les intégrases avec une insertion de 5 acides aminés, cette 

insertion semble former une protubérance, à la surface de la protéine (Figure  30-G, H et I). 
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FIGURE 30 : STRUCTURES TRIDIMENSIONNELLES PREDITES DES INTEGRASES DU VIH-2 

Les structures prédites des intégrases du VIH-2 par le logiciel I-TASSER ont été représentées en mode « cartoon » (A à F) et 

en mode « surface » (G et H). Une superposition des structures de l’intégrase sauvage (en gris) et de l’intégrase porteuse de 

l’insertion SREGK a également été réalisée (I). Dans toutes les images, les régions colorées en bleu, vert et jaune 

correspondent au domaine N-terminal, au cœur catalytique et au domaine C-terminal de l’intégrase. La région colorée en 

rouge correspond au codon arginine en position 231 pour l’intégrase sauvage et aux différentes insertions pour les autres 

images. La zone entourée dans l’image A) correspond au tonneau bêta composé de 2 feuillets bêta. 
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Conclusion : 

 

Un grand nombre de patients infectés par des virus multi-résistants a été identifié au sein de la 

cohorte française. Ceci est préoccupant car les options thérapeutiques sont limitées pour 

traiter les infections par le VIH-2, d’autant plus en cas de résistances aux antirétroviraux. 

Cette observation d’un grand nombre de virus multi-résistants n’est pas isolée. Une étude 

récente a rapporté la prévalence des mutations de résistances aux INSTI chez les PVVIH-2 en 

Espagne (Requena et al., 2019). La répartition des mutations dans leur cohorte est similaire à 

celle observée dans la cohorte française, avec 12 virus sur 15 porteurs de mutations de 

résistance dans l’intégrase : N155H (n=5), Q148H/R (n=3), Y143C/G (n=3) et R263K (n=1). 

Ces 12 virus étaient, en plus, porteurs de mutations de résistance aux IP et aux INTI dans 10 

et 11 cas, respectivement. De plus, en réinterprétant leurs séquences, ils ont identifié un virus 

porteur de l’insertion 231ins chez un patient ayant répliqué sous RAL et sous DTG. 

Ce profil, initialement décrit par notre équipe chez 6 patients, a également été identifié chez 

des macaques infectés par le SIVmac251, un virus proche du VIH-2, et traités par 

monothérapie de dolutegravir (Van Rompay et al., 2018). Dans notre cohorte, nous avons 

identifié quatre nouveaux patients dont les virus étaient porteurs de la mutation 231ins, avec 

des insertions de longueurs différentes : 2 (n=3) et 3 (n=1) acides aminés. Depuis la fin de 

cette étude rétrospective, un nouveau patient avec un virus porteur d’une insertion de 5 acides 

aminés a été identifié. 

 

Ces résultats préliminaires nous ont permis d’observer que ces insertions après le codon 231 

n’impactaient pas négativement la réplication virale, en dehors du profil GIRGK, 

contrairement aux mutations N155H, Y143C/R ou Q148H (Smith et al., 2012). La capacité 

réplicative des mutants avec la substitution Q91R reste à déterminer. Si cette mutation permet 

de restaurer tout ou partie de la capacité réplicative du virus, il serait intéressant de la rajouter 

sur nos mutants Y143C/R qui ont une capacité réplicative très réduite.  

 

Les premiers résultats des phénotypes de résistance sont cohérents avec ce qui a été observé 

précédemment sur des isolats cliniques pour les mutants 231ins et sur des virus mutants 

générés par mutagénèse dirigée pour les autres mutants (Le Hingrat et al., 2018b; Smith et al., 

2018, 2019). Ainsi, la mutation N155H n’impacte la sensibilité au DTG que si elle est 

associée à la T97A et/ou à la E92Q. 
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Il est intéressant de noter que, peu importe le motif de l’insertion de 5 acides aminés, le virus 

est totalement résistant au CAB et au RAL, et un niveau de résistance intermédiaire ou élevée 

pour le DTG. De nouveau, la sensibilité au BIC dépendait du motif de l’insertion. Le virus 

porteur de l’insertion SREGK présentait une résistance intermédiaire au BIC et au DTG 

(augmentation des CI50 d’un facteur 5 et 8, respectivement), comme cela avait été déterminé 

sur les isolats cliniques porteurs de cette insertion (Le Hingrat et al., 2018b). 

Le virus porteur de l’insertion de deux acides aminés, GK, présentait un profil de résistance 

intermédiaire. Il était résistant au RAL et au CAB, mais conservait sa susceptibilité au BIC et 

au DTG. Chez un patient, l’insertion de deux acides aminés a précédé l’acquisition de 

l’insertion complète de 5 acides aminés. Il semble important d’identifier rapidement les 

patients dont le virus présente une insertion de deux acides aminés. En effet, si l’insertion est 

détectée alors qu’elle n’est encore que partielle (deux acides aminés), un changement d’INSTI 

pourrait permettre de contrôler la réplication virale et d’empêcher la sélection de l’insertion de 

5 acides aminés, et l’augmentation du niveau de résistance induite par cette plus grande 

insertion. 

 

Afin d’identifier si le type de résidus présents dans l’insertion est important pour la 

diminution de la sensibilité aux INSTI, mais également pour la capacité réplicative et 

l’activité enzymatique de l’enzyme, nous avons construit deux mutants supplémentaires : 

ins2Ala et ins5Ala, des virus dérivés de ROD porteurs d’une insertion après le codon 231 

composée de 2 et 5 alanines, respectivement. Ces deux virus mutés restent à étudier. 

 

L’insertion de 5 acides aminés semble modifier la structure de la protéine, avec la perte de 

l’un des deux feuillets bêta et la présence de l’insertion à la surface de l’intégrase dans les 

différentes structures prédites pour nos mutants 231ins. Il a été décrit que le codon 231, l’un 

des 3 codons du motif RKK, pouvait participer à la fixation de l’ADN de la cellule hôte 

(Lataillade et al., 2007; Roquebert et al., 2008). Cette modification structurale suggère que les 

insertions doivent modifier l’activité de l’intégrase, comme observé dans le VIH-1 avec le 

mutant R231A (Lutzke and Plasterk, 1998). 

 

Une étude plus fine de l’impact de ces mutations sur l’activité enzymatique de la protéine est 

indispensable. Pour cela, une collaboration est en cours avec l’équipe du Dr O. Delelis à 

l’ENS Cachan afin de déterminer les activités de 3’ processing et de transfert de brin de ces 

intégrases mutées.   
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4. Quatrième article 

 

Impact des mutations dans la région Long Terminal Repeat 

du VIH-2 sur l’activité transcriptionnelle 

(article soumis) 

 

Genetic variability of HIV-2 Long Terminal Repeat region 

between HIV-2 groups impacts transcriptional activity 

 

Quentin Le Hingrat, Benoit Visseaux, Mélanie Bertine, Lise Chauveau, Olivier Schwartz, 

Fidéline Collin, Florence Damond, Sophie Matheron, Diane Descamps 

and Charlotte Charpentier, on behalf the ANRS HIV-2 CO5 Cohort 

 

Contexte :  

 

L’importance de la région LTR et de sa variabilité dans la transcription de l’ADN du VIH a 

été régulièrement décrite. Des différences notables dans les séquences des LTR des sous-

types du VIH-1 sont observées, ainsi le nombre de sites de fixation de NFκB varie de 1 à 3 

selon les sous-types du VIH-1 (Krebs et al., 2001). Des différences ont également été 

observées dans les LTR des virus d’un même patient, selon le prélèvement à partir duquel le 

virus a été isolé (liquide céphalo-rachidien, plasma, etc.) (Ross et al., 2001).  

Plusieurs études sur le LTR du VIH-2 ont été menées mais il s’agissait toujours de travaux 

réalisés sur les LTR de VIH-2 du groupe A, le groupe prédominant à l’échelle mondiale (Arya 

and Mohr, 1994; Markovitz et al., 1992). En France, l’épidémie du VIH-2 est davantage 

partagée entre les groupes A et B, du fait notamment des échanges démographiques avec la 

Côte d’Ivoire, pays où la majorité des infections par le VIH-2 sont dues au groupe B et au 

sous-type A2 du groupe A. 

Les dernières études publiées ont montré que le niveau de réservoir cellulaire du VIH-2 était 

légèrement inférieur à celui du VIH-1 chez les patients naïfs d’ARV (Bertine et al., 2015). 

Une équipe a récemment observé une association entre la variabilité nucléotidique du LTR du 

VIH-1 et le niveau du réservoir cellulaire (Alteri et al., 2015), tandis qu’une autre équipe a 

démontré que des variations nucléotidiques mineures dans les sites de fixation de Sp1 peuvent 

entraîner de fortes modifications de l’activité transcriptionnelle (Qu et al., 2016).  
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Objectif : 

 

Nous avons souhaité mesurer la diversité de la région LTR chez les PVVIH-2, dans les 

provirus de patients naïfs d’antirétroviraux.  

De plus, nous avons voulu déterminer si la variabilité observée dans cette région LTR était 

associée à des différences dans la taille du réservoir viral de ces patients et/ou à des 

différences dans l’activité transcriptionnelle de ces LTR. 

 

Matériel et méthodes : 

 

Les régions LTR des provirus ont été séquencées à partir des CSMP de patients d’ARV inclus 

dans la cohorte ANRS CO5 VIH-2. La variabilité génétique de ces séquences a été évaluée à 

l’aide du logiciel MEGA7, en calculant la distance génétique moyenne (Kumar et al., 2016). 

La présence de sites de fixation de facteurs de transcription a été vérifiée à l’aide de 2 

logiciels, MatInspector® (Genomatix, Allemagne) et PROMO (Cartharius et al., 2005; Farré 

et al., 2003). 

En parallèle, l’ADN total du VIH-2 a été quantifié sur les mêmes CSMP. Les mesures des 

lymphocytes T CD4+ et les charges virales plasmatiques des patients étaient également 

disponibles. 

L’activité transcriptionnelle de 5 LTR a été déterminée grâce à des plasmides exprimant le 

gène de la luciférase, sous le contrôle de ces LTR. Le niveau de transcription virale a été 

déterminée sur deux lignées cellulaires : HEK293T et Jurkat clone 20. Différentes conditions 

ont été testées : plasmide LTR-Luc seul (correspondant à l’activité transcriptionnelle basale), 

plasmide LTR-Luc co-transfecté avec plasmide codant pour la protéine virale Tat du VIH-2 

et/ou activation des cellules par de la PMA, permettant de mesurer le niveau de 

transactivation induit par Tat et par l’activation cellulaire, respectivement.  

 

Résultats : 

 

Les régions LTR de 66 patients ont pu être séquencées. La distribution des groupes viraux 

était la suivante : 27 virus du groupe A (41%), 38 du groupe B (58%) et un recombinant A/B 

(1%). La distance génétique moyenne au sein de la région LTR était plus faible pour les 

séquences du groupe A (13,2%) que pour celles du groupe B (15,0% ; p=0,02). La variabilité 

de la région LTR était principalement due à des variations dans la sous-région U3 (18,6% de 
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distance génétique, contre 5,1% pour la sous-région R+U5 ; p<1.10-4), et plus 

particulièrement dans une sous-région de U3 appelée « régulatrice » qui comprend les sites de 

fixation des FT cellulaires (nucléotides 374 à 508 de la souche ROD). Enfin, sept séquences 

provirales (9%) étaient hypermutées par APOBEC, 3 du groupe A (11%) et 4 du groupe B 

(11%). 

Le réservoir viral dans les CSMP a été quantifié par une PCR de l’ADN total du VIH-2. 

Seulement 24 patients présentaient un réservoir au-dessus de la limite de quantification, avec 

une médiane de 2,04 log10 copies/106 CSMP (36%), tandis que 40 patients présentaient un 

réservoir détectable et non quantifiable (61%). Pour les deux derniers patients, le réservoir 

n’était pas détectable, de manière répétée. Le réservoir viral était plus fréquemment 

quantifiable pour les patients infectés par un virus du groupe A que chez ceux infectés par un 

virus du groupe B (67% versus 16%, p<0,001). Parmi les patients avec un réservoir 

quantifiable, la taille du réservoir était plus élevée pour les patients infectés par un virus du 

groupe A que pour ceux infectés par un virus du groupe B (2,11 et 1,75 log10 copies/106 

CSMP, respectivement ; p=0,03). 

Enfin, nous avons observé que la perte du site de fixation Sp1.I entraînait une diminution de 

moitié du niveau basal de transcription dans les cellules Jurkat, tandis que dans les cellules 

HEK293T, une diminution de moitié était observée dans la réponse à la transactivation par la 

protéine virale Tat. Dans les cellules Jurkat, nous avons observé une moindre activité 

transcriptionnelle après activation cellulaire par PMA pour tous les LTR du groupe B. Cela 

est dû à la perte du site de fixation de pets, comme mis en évidence par la diminution d’un 

facteur 10 du niveau de transcription après activation cellulaire après substitution du site de 

fixation de pets dans une séquence du groupe A par la séquence tronquée du groupe B. 

 

Conclusion : 

 

A travers cette première étude des séquences LTR d’un grand nombre de patients naïfs 

d’ARV, incluant des virus des deux groupes épidémiques, nous avons mis en évidence une 

forte variabilité de la région LTR. La variabilité est plus importante parmi les virus du groupe 

B, notamment du fait de nombreuses insertions et délétions. De plus, ces virus du groupe B 

présentent tous une délétion de plusieurs nucléotides au niveau de la sous-région PuB1-pets, 

causant la perte du site de fixation pets. Quatre provirus du groupe B présentaient également 

une délétion du premier site de fixation de Sp1, un FT ubiquitaire. 
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En utilisant un modèle de transfection de plasmide exprimant le gène de la luciférase sous le 

contrôle de la région LTR, nous avons pu mettre en évidence l’impact de ces variations dans 

les séquences LTR sur le niveau de transcription virale. Ainsi, la substitution de la région 

PuB1-pets du VIH-2 de groupe A par la séquence plus courte correspondante du groupe B 

entraînait une moindre réponse à l’activation cellulaire par PMA. Cela est cohérent avec une 

précédente étude qui observait une activation de la transcription virale 3 fois plus faible, après 

stimulation par PHA et PMA, pour les plasmides exprimant la chloramphénicol 

acétyltransférase sous le contrôle d’un LTR présentant une délétion d’un des sites de fixation 

de FT (PuB1, pets, PuB2 ou NFκB) (Hannibal et al., 1994). Cette importance du site pets dans 

la réponse à la transactivation cellulaire a également été rapportée dans d’autres études 

(Markovitz et al., 1992). Cette observation est renforcée par le fait que cette diminution de la 

réponse à l’activation cellulaire est retrouvée à un niveau similaire pour le plasmide 

comprenant le LTR du recombinant A/B, isolé d’un patient, et ayant également une délétion 

du site de fixation pets. 

La perte du premier site de fixation de Sp1 impacte moins l’activité transcriptionnelle des 

LTR. Dans les cellules HEK293T, cela réduit le niveau de transactivation par la protéine 

virale Tat, tandis que dans les cellules Jurkat clone 20, le niveau de réponse à la 

transactivation par Tat n’est pas modifié mais l’activité transcriptionnelle basale est diminuée 

de moitié. Des précédents travaux ont montré que Sp1 jouait un rôle dans le niveau basal de 

transcription virale mais également que la présence de 3 sites intacts de fixation de Sp1 était 

nécessaire pour une transactivation efficace du LTR par Tat (Pagtakhan and Tong-Starksen, 

1997). 

En parallèle, le réservoir proviral a été quantifié dans les CSMP de ces patients. La proportion 

de patients avec un réservoir viral quantifiable était plus faible chez ceux infectés par un virus 

du groupe B. Malgré l’identification de nombreuses insertions et délétions, aucune n’était 

associée à une différence dans le niveau du réservoir cellulaire. Cela peut s’expliquer par deux 

phénomènes : 1) la majorité de ces insertions et délétions n’était retrouvée que chez un seul 

patient, limitant la puissance statistique de nos analyses, et 2) le niveau faible du réservoir 

proviral chez de nombreux patients. 

La réponse limitée des LTR du groupe B à l’activation cellulaire pourrait expliquer la taille 

limitée des réservoirs viraux chez les patients infectés par les virus de ce groupe. En effet, une 

plus faible transcription virale après activation cellulaire pourrait entraîner une moindre 

production de virus et donc pourrait limiter l’infection de nouvelles cellules et l’expansion du 

réservoir. 
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Bien que des différences dans le niveau de réservoir viral et dans l’activité transcriptionnelle 

aient été observées, les patients infectés par des virus du groupe B ne diffèrent pas de ceux 

infectés par des virus du groupe A, tant au niveau de leur charge virale plasmatique que de 

leur taux de cellules CD4. Il est possible que l’activité transcriptionnelle plus faible des VIH-

2 du groupe B après activation cellulaire soit compensée par une autre protéine virale ou une 

autre région génomique, ou bien que l’impact de cette activité transcriptionnelle diminuée ne 

soit visible que sur le long terme. L’effet de ces mutations dans le LTR sur l’activité 

transcriptionnelle devra être confirmé sur des modèles cellulaires, avec tentatives de 

réactivation de provirus mutés. 
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Discussion 

La physiopathologie de l’infection par le VIH-2 n’est pas totalement élucidée à ce jour. 

Plusieurs écueils limitent notre compréhension de la moindre pathogénicité des infections par 

le VIH-2. En premier lieu, il faut évoquer sa faible réplication virale, limitant le succès des 

tentatives d’isolement du virus et donc l’appréhension de la diversité moléculaire des VIH-2. 

De cette plus faible réplication découlent les faibles taux de transmission. L’expansion limitée 

des cas d’infections par le VIH-2 en dehors de l’Afrique de l’Ouest n’a pas fait du VIH-2 une 

priorité dans le développement des thérapeutiques antirétrovirales et a également compliqué la 

mise en place d’essais randomisés (Gottlieb et al., 2008b). De plus, la mesure de la charge 

virale ne peut pas être utilisée comme seul critère de réponse du traitement antirétroviral. 

 

Dans un premier travail, nous nous sommes focalisés sur l’amélioration des techniques 

d’isolement des souches virales VIH-2. Disposer de souches virales demeure primordial car 

cela permet d’étudier les caractéristiques phénotypiques de ces virus, ainsi que la diversité 

moléculaire et son évolution.  A ce jour, l’essentiel des études sur le VIH-2 est mené sur des 

virus dérivant de ROD, qui est une souche de référence, adaptée au laboratoire, de groupe A. 

Une fine compréhension des mécanismes à l’origine du meilleur contrôle de l’infection par le 

VIH-2 ne pourra probablement pas être réalisée en travaillant avec un nombre limité d’isolats, 

d’autant plus quand la majorité des virus étudiés appartiennent au seul groupe A. 

Grâce à la mise au point d’une technique de purification à l’aide de billes paramagnétiques 

anti-CD44, nous avons pu isoler 17 isolats cliniques de VIH-2 à partir du plasma de patients 

virémiques (Le Hingrat et al., 2018b). Cette étape de purification est rapide, peu coûteuse et 

facilement implémentable dans des laboratoires de virologie utilisant la culture cellulaire.  

En isolant ces souches, cela nous a permis de compléter notre banque de souches virales avec 

des virus porteurs de mutations dans différents gènes, mais également d’isoler des virus chez 

des patients en échec de traitement, chez lesquels aucune mutation de résistance connue 

n’avait été identifiée.  

Les virus isolés dans ce travail appartiennent aux deux groupes endémiques du VIH-2 : les 

groupes A et B. Des analyses du génome complet par séquençage haut débit sont en cours sur 

les virus du groupe B. En effet, seulement 7 séquences complètes de virus du groupe B sont 
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disponibles sur le compendium du laboratoire de Los Alamos, comparé à 30 génomes 

complets pour les virus du groupe A. De plus, les séquences disponibles pour les virus du 

groupe B ne représentent pas l’ensemble de la diversité moléculaire de ce groupe. Des travaux 

préliminaires de phylogénie indiquent qu’il existerait 5 sous-groupes au sein du groupe B 

(données personnelles non publiées). Pour deux d’entre eux, nous ne disposons pas de 

génome complet Des travaux de séquençage de génome complet sont en cours afin de mieux 

décrire la diversité moléculaire des VIH-2 du groupe B, nécessaire pour identifier d’éventuels 

recombinants intra-groupe. 

 

Dans un deuxième travail, nous avons caractérisé les phénotypes de résistance aux INSTI de 

différentes souches du VIH-2. Pour cela, nous avons évalué la sensibilité phénotypique de 12 

isolats cliniques obtenus à partir du plasma de patients à l’échec d’un traitement antirétroviral 

contenant un inhibiteur d’intégrase. Nous avons déterminé pour la première fois la sensibilité 

au BIC de différents virus mutés dans le gène de l’intégrase. Le BIC présente un profil 

d’efficacité similaire au DTG, sauf pour deux mutants : le double mutant E92Q+T97A sur 

lequel le BIC demeure actif, alors que le DTG présente une légère augmentation de sa CI50, et 

le double mutant G140S/Q148H qui est complètement résistant à tous les INSTI, sauf au BIC 

qui présente une CI50 multipliée par 30 par rapport au virus sauvage. 

Nous avons également identifié un nouveau mécanisme moléculaire de résistance aux INSTI, 

représenté par une insertion de 5 acides aminés après le codon 231 de l’intégrase. Cette 

insertion correspond à une duplication des 5 acides aminés en amont. Les acides aminés 

insérés différaient entre les virus des différents patients mais l’insertion comportait toujours 

deux acides aminés chargés positivement (R et/ou K) et les deux derniers acides aminés 

étaient soit GK, soit GR. Un virus présentant une insertion de deux acides aminés, GK, a été 

identifiée rétrospectivement chez l’un des patients, de manière transitoire, plusieurs mois 

avant que l’insertion de 5 acides aminés ne soit observée. 

Le codon 231 de la région C-terminale de l’intégrase du VIH-2 fait partie du motif RKK, qui 

est conservé dans les séquences VIH-1 et VIH-2 (Lataillade et al., 2007; Roquebert et al., 

2008). L’arginine au codon 231 est exposée à la surface de l’intégrase et jouerait un rôle dans 

la liaison à l’ADN de la cellule hôte (Eijkelenboom et al., 1997). L’importance de ce codon a 

été confirmée par une étude ayant exploré l’impact de différentes mutations dans le domaine 

C-terminal de l’intégrase du VIH-1 (Lutzke and Plasterk, 1998). La mutation R231A 

entraînait une diminution de moitié des deux activités enzymatiques de l’intégrase : le 3’ 

processing et l’activité de transfert de brin (Lutzke and Plasterk, 1998). 
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Nous avons observé cette insertion dans les virus des patients traités par une trithérapie 

comprenant du raltegravir, un INSTI de première génération avec une faible barrière 

génétique, alors que leurs virus étaient déjà porteurs de mutations de résistance aux INTI et 

aux IP. Cette insertion était rapidement sélectionnée (11 mois après l’introduction du RAL, en 

médiane) et entraînait une résistance importante au RAL, à l’EVG et au CAB, ainsi qu’une 

résistance modérée au DTG et une résistance faible au BIC. Ce mécanisme de résistance est 

désormais reconnu par le groupe AC43 de l’Agence Nationale de Recherche sur le SIDA et 

les hépatites virales (ANRS) qui l’a intégré dans la liste des mutations aux INSTI dans son 

dernier algorithme, en date de novembre 2018 (Annexe 2). Ces travaux ont été confirmés 

récemment par une équipe espagnole qui a identifié  un virus porteur de cette insertion de 5 

acides aminés dans leur cohorte, chez un patient en échec d’un traitement contenant du DTG, 

avec un historique d’échec sous RAL (Requena et al., 2019).  

 

Dans le modèle macaque, deux équipes ont également rapporté la sélection d’insertions dans 

le gène de l’intégrase (Van Rompay et al., 2018) (Andrews, 2016). Dans la première étude, 

des insertions de 5 à 6 acides aminés ont été décrites, chez des macaques infectés par un virus 

simien proche du VIH-2, le VISmac251, et traités par monothérapie de DTG (Van Rompay et 

al., 2018). Les insertions étaient retrouvées dans les séquences virales obtenues à partir de 

virus plasmatiques mais également à partir des réservoirs profonds (ganglion lymphatique 

axillaire et jéjunum) chez 3 des 9 macaques (Van Rompay et al., 2018). Les insertions étaient 

sélectionnées au bout de 4, 10 et 54 semaines de monothérapie de DTG chez ces 3 primates 

(Van Rompay et al., 2018). Il est intéressant de noter que, comme cela a été observé dans 

notre étude, les motifs des insertions variaient entre les virus infectant les différents primates, 

mais également au fil du suivi et parfois même entre les virus isolés des prélèvements 

profonds et du plasma. Le motif de l’insertion semble donc être dynamique également dans 

un modèle primate. La sensibilité de ces VISmac251 porteurs d’insertions n’a pas été 

déterminée mais il semble probable que l’insertion confère également un certain niveau de 

résistance aux INSTI. 

Dans l’autre étude, une insertion de 5 acides aminés a été rapporté chez un macaque infecté 

par VISmac251 et traité par une dose infra-thérapeutique de CAB en « long-acting » 

(Andrews, 2016). Cette mutation a ensuite été introduite dans différents virus, VISmac251, 

VISmac239 et VIH-1. L’infectivité était fortement réduite pour le VISmac239 et le VIH-1 

porteurs de l’insertion, tandis que la capacité réplicative du VISmac251 porteur de cette 

insertion de 5 acides aminés était maintenue. De plus, la combinaison de cette insertion avec 
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les substitutions Q91R et D163N entraînait un haut niveau de résistance phénotypique vis-à-

vis du RAL, de l’EVG, du CAB et du DTG, avec une augmentation des CI50 d’un facteur 33 à 

48 (Andrews, 2016). 

 

Dans un troisième temps, nous avons poursuivi le travail précédent afin de mieux caractériser 

les insertions dans l’intégrase, leur impact sur la réplication virale, sur le niveau de sensibilité 

phénotypique et sur la structure de l’intégrase. Pour cela, nous avons construit par mutagénèse 

dirigée des VIH-2 porteurs des différents profils d’insertion dans le gène de l’intégrase 

observés in vivo. Nous avons également construit plusieurs virus porteurs des mutations 

majeures de résistance aux INSTI, afin de comparer les différents profils de résistance et de 

compléter nos connaissances sur ces mutations de résistance aux INSTI. 

 Nous avons montré que les insertions de 2 et de 5 acides aminés n’impactaient pas la 

réplication virale, à l’exception de l’insertion GIRGK. Les tests phénotypiques de sensibilité 

aux INSTI ont permis de définir l’impact sur la résistance de l’insertion de deux acides 

aminés, GK. Dans notre étude précédente, nous n’avions pas pu étudier ce profil car les virus 

présentant cette insertion n’avaient pas pu être isolés depuis le plasma des patients, 

probablement du fait des virémies très faibles (moins de 500 copies/mL). Le virus porteur 

d’une insertion GK présentait un profil de résistance intermédiaire avec une sensibilité 

fortement diminuée au RAL et au CAB, tandis que la sensibilité au BIC et au DTG est 

maintenue. 

Les facteurs d’augmentation des CI50 pour les différentes mutants 231INS variaient selon le 

motif de l’insertion mais, dans tous les cas, ils présentaient une résistance élevée au RAL et 

au CAB, contre-indiquant l’utilisation de ces deux molécules, ainsi que celle de l’EVG du fait 

de la forte résistance croisée avec le RAL. La sensibilité au BIC et au DTG était également 

impactée mais de manière modérée, permettant d’envisager de traiter les patients par du BIC 

ou du DTG, à condition de passer à une prise biquotidienne pour le DTG ou bien de co-

administrer avec de l’atazanavir, boosté ou non par ritonavir, afin d’augmenter les 

concentrations de DTG et de BIC via l’effet potentialisateur de l’atazanavir, par inhibition du 

métabolisme du DTG et du BIC par UGTA1 et CYP3A4. 

 

Cela a été confirmé par des observations in vivo. L’un des patients dont le virus était porteur 

d’une insertion de 5 acides aminés a atteint une charge virale indétectable (inférieure à 40 

copies/mL) après initiation d’un traitement contenant du BIC, malgré des années de 

réplication virale sous différentes lignes de traitement. 
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Nous nous sommes également intéressés à l’impact de ces insertions sur la structure de 

l’intégrase. Comme il pouvait être attendu, les structures prédites pour les intégrases porteuses 

d’une insertion montraient des modifications structurales importantes, avec la perte d’un des 

deux feuillets bêta du domaine C-terminal et la présence de l’insertion à la surface de 

l’enzyme virale. Ces modifications structurales, dans une région jouant un rôle dans la 

fixation de l’ADN de la cellule hôte, sont en faveur d’un impact sur l’activité enzymatique de 

l’intégrase virale.  

 

Dans la dernière partie de notre travail, nous nous sommes intéressés à la région promotrice 

du VIH-2, la région Long Terminal Repeat (LTR). Cette région a été étudiée par quelques 

équipes durant les années 1990, principalement via des études impliquant les virus du groupe 

A. A partir de l’étude des provirus VIH-2 issus de 66 patients de la cohorte Française VIH-2, 

nous avons observé une forte variabilité des séquences LTR des provirus du VIH-2 au sein 

d’une cohorte de 66 patients. Cela était dû à de nombreuses insertions et délétions, notamment 

dans la partie terminale de la sous-région U3, aussi appelée « régulatrice », qui comprend tous 

les sites connus de fixation de facteurs de transcription cellulaires. 

Parmi les mutations identifiées, la majorité d’entre elles n’était observée que chez un seul 

patient, à l’exception de la délétion du premier site de fixation de Sp1, identifiée chez 4 des 

37 provirus appartenant au groupe B. Sp1 est un facteur de transcription cellulaire, 

ubiquitaire, impliqué à la fois dans le niveau basal de transcription et dans l’intensité de la 

transactivation en réponse à la fixation de la protéine virale Tat sur la région TAR.  

De plus, toutes les séquences du groupe B différaient fortement de celles du groupe A au 

niveau de la sous-région comprenant les sites de fixation PuB1 et pets, du fait de la délétion 

de plusieurs nucléotides. Des analyses in silico ont révélé que le site de fixation de PuB1 était 

probablement toujours fonctionnel mais que cette délétion causait la perte du site de fixation 

pets, qui fixe une protéine cellulaire non identifiée à ce jour mais qui est essentiel pour la 

réponse à l’activation cellulaire. 

 

Devant ces observations, nous avons mesuré les activités transcriptionnelles de différents 

plasmides exprimant la luciférase sous le contrôle des régions LTR du VIH-2. Ces activités 

transcriptionnelles ont été étudiées dans deux lignées cellulaires, HEK293T et Jurkat clone 

20. 

Dans la lignée HEK293T, la transactivation par la protéine virale Tat du VIH-2 entraînait des 

niveaux de transcription similaires entre les LTR du groupe A et du groupe B. En revanche, la 
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seule délétion du site de fixation Sp1.I diminuait d’un facteur 2 le niveau de transactivation. 

Cette moindre réponse du LTR porteur d’une délétion de Sp1.I était également observée dans 

les cellules Jurkat mais la différence n’était pas significative. En revanche, dans la lignée 

Jurkat, le LTR porteur de cette délétion Sp1.I présentait une activité transcriptionnelle basale, 

en l’absence d’activateur, deux fois plus faible que celle du même LTR non muté. Ces 

observations sont en accord avec la littérature puisqu’il a été démontré qu’en plus de jouer un 

rôle dans le niveau de transcription basale, la présence de 3 sites intacts de fixation de Sp1 est 

aussi nécessaire pour une transactivation efficace par la protéine virale Tat du VIH-2 

(Pagtakhan and Tong-Starksen, 1997). Les différences entre les lignées pourraient être dues à 

des niveaux différents d’expression de la protéine Sp1. 

 

Le modèle cellulaire Jurkat clone 20 nous a permis d’étudier la transcription dans une lignée 

lymphocytaire, proche des cellules cibles du VIH in vivo. La délétion de plusieurs nucléotides 

dans la région Pub1/pets, en causant la perte du site de fixation pets, entraîne une diminution 

importante de la réponse du LTR des VIH-2 du groupe B à la transactivation cellulaire. La 

réponse à l’activation cellulaire par PMA est environ 10 fois plus faible pour les LTR de VIH-

2 du groupe B. Cette différence d’activité transcriptionnelle reste significative, même après 

co-transfection d’un plasmide codant pour la protéine virale Tat du VIH-2 qui augmente 

fortement l’activité transcriptionnelle. Cette moindre réponse à la transactivation cellulaire 

avait été observée dans de précédentes études dans lesquelles les auteurs avaient introduit des 

mutations dans différents sites de fixation de facteurs de transcription, dont pets (Hannibal et 

al., 1994; Markovitz et al., 1992). L’importance de ce site de fixation pets est confirmée par la 

moindre réponse à l’activation cellulaire qui a également été observée pour le LTR 

recombinant dont la séquence est dérivée d’un patient, ne présentant pas ce site de fixation 

pets car sa séquence dans cette région appartient au groupe B. 

 

Enfin, dans notre étude, nous avons mis en évidence des niveaux de réservoirs viraux plus 

faibles chez les patients infectés par des virus du groupe B. Cela n’était pas dû à un 

mésappariement des amorces et sondes utilisées car la quantification de l’ADN total du VIH-

2 a été réalisée par une PCR duplex, ciblant des régions conservées entre les deux groupes 

viraux (Bertine et al., 2017). Cette plus faible activité transcriptionnelle du VIH-2 de groupe 

B après activation cellulaire pourrait limiter la production virale, et donc l’infection de 

nouvelles cellules cibles, réduisant l’expansion du réservoir viral. 
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Ces différences d’activité transcriptionnelle et de niveau de réservoir viral ne se reflétaient pas 

sur les caractéristiques cliniques ou biologiques des patients dans notre étude, les patients 

infectés par des virus du groupe B ne différant pas de ceux infectés par un VIH-2 du groupe 

A, tant au niveau de la charge virale plasmatique que du taux de lymphocytes T CD4+. 

Différentes hypothèses sont à évoquer : soit une autre région du virus compense cette moindre 

activité transcriptionnelle du groupe B du VIH-2 suite à l’activation cellulaire, soit la 

différence de pathogénicité induite par cette plus faible activité transcriptionnelle n’est visible 

que plus tardivement dans l’infection, quand la réplication virale est moins bien contrôlée par 

le système immunitaire. 
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Perspectives 

L’ensemble de nos travaux confirme qu’il ne faut pas considérer le VIH-2 comme une 

infection bénigne, comme souligné dans un récent éditorial de Wejse et Hønge (Wejse and 

Hønge, 2019). Malgré une progression plus lente de l’infection, des charges virales 

plasmatiques spontanément faibles voire indétectables, et des réservoirs de taille réduite dans 

les CSMP, une étude a récemment montré qu’en l’absence de traitement antirétroviral les 

patients évoluaient vers le stade SIDA en 15 ans, en médiane (Esbjörnsson et al., 2018). 

 

Cette évolution clinique plus lente est une opportunité qui doit être saisie afin de proposer le 

traitement le plus adéquat aux patients, en fonction de leurs comorbidités, de leurs 

co-médications mais également en anticipant les traitements futurs. En effet, du fait de 

l’arsenal thérapeutique limité et de la plus grande rapidité avec laquelle le VIH-2 sélectionne 

des mutations de résistance aux antirétroviraux, la stratégie de traitement antirétroviral devrait 

intégrer un concept d’épargne thérapeutique, c’est-à-dire ne pas compromettre l’efficacité des 

traitements de 2ème et 3ème ligne, en limitant au maximum l’émergence de virus multi-

résistants. Actuellement, les patients infectés par des virus devenus multi-résistants se 

retrouvent dans des situations d’impasse thérapeutique, situation devenue rare chez les 

PVVIH-1. 

Au cours de la dernière décennie, deux essais randomisés ont été menés dans des pays 

d’Afrique de l’Ouest qui ont permis d’évaluer les traitements antirétroviraux proposés en 1ère 

ligne (Ba et al., 2018; Matheron et al., 2018), impliquant un très petit nombre de patients. 

Malheureusement, il n’existe toujours aucune recommandation internationale pour les 

traitements de deuxième ligne du fait de l’absence d’essai randomisé, les seules données 

provenant de cohortes observationnelles. Il semblerait intéressant de profiter de ces essais 

randomisés, qui se sont terminés récemment, et de l’expertise des différents consortiums 

internationaux pour initier des essais randomisés pour évaluer ces traitements de deuxième 

ligne.  

 

Pour les patients infectés par des virus devenus multi-résistants au fil des années, les 

possibilités thérapeutiques sont actuellement limitées. Comme pour le VIH-1, des essais de 
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thérapies dites « de sauvetage » peuvent être proposées en associant de nouvelles molécules 

appartenant à une nouvelle classe (par exemple, l’ibalizumab) à une trithérapie classique, 

après une éventuelle période d’induction durant laquelle du foscarnet, en association avec de 

l’AZT, sera prescrit afin d’initier la décroissance de la charge virale plasmatique. Il peut 

également être proposé d’administrer le DTG en deux prises quotidiennes et/ou d’augmenter 

les concentrations plasmatiques des INSTI en co-administrant de l’atazanavir. Ces thérapies 

sont lourdes, certains médicaments ne pouvant être administrés que par voie intraveineuse, et 

les patients doivent être surveillés de manière rapprochée, pour évaluer la tolérance de ces 

traitements dont certains peuvent être toxiques (toxicité rénale du foscarnet, toxicité 

hématologique de l’AZT, hyperbilirubinémie avec l’atazanavir, etc.). 

La sensibilité phénotypique des VIH-2 aux dernières molécules en développement : 

fostemsavir (inhibiteur d’attachement), GS-9131 (inhibiteur nucléosidique de la transcriptase 

inverse, actif sur un grand nombre des profils de résistance aux INTI du VIH-1) et GS-CA1 

(inhibiteur de capside), devra être confirmée par des études phénotypiques sur un nombre plus 

conséquent de souches. Ces travaux devront notamment viser à identifier les déterminants 

virologiques de l’efficacité du fostemsavir dont l’efficacité sur le VIH-2 reste à déterminer. 

 

Nous souhaitons poursuivre l’étude des mutants dans l’intégrase du VIH-2 de deux manières. 

Tout d’abord, nous développons actuellement des techniques de quantification moléculaire 

des différentes formes d’ADN du VIH-2, notamment les ADN intégrés et les formes 

circulaires 2-LTR. En effet, à l’heure actuelle, le seul outil de quantification des ADN du 

VIH-2 dont nous disposons est la quantification des ADN totaux du VIH-2. Cette technique 

ne permet pas de faire la distinction entre les différentes formes d’ADN du VIH-2 et ne 

permet donc pas de savoir si les mutations dans l’intégrase impactent le niveau d’intégration 

du virus. Il serait notamment intéressant de savoir si la capacité réplicative réduite de 

l’insertion GIRGK est due à une moindre intégration du virus.  

Enfin, devant ces premiers résultats sur l’intégrase du VIH-2, nous avons poursuivi une 

collaboration avec l’équipe du Dr O. Delelis à l’ENS Cachan afin de mener des études 

biochimiques sur l’activité enzymatique de l’intégrase du VIH-2. Ces études ont pour but de 

répondre à différentes questions. Tout d’abord, nous voudrions comparer l’activité de 

l’intégrase du VIH-2 à celle du VIH-1, en se servant de souches de référence. Ensuite, il 

faudrait étudier les différences éventuelles entre les intégrases sur les activités enzymatiques, 

selon leur longueur en acides aminés et selon la présence ou non d’insertions.  Enfin, des 

expériences de purification de l’intégrase du VIH-2 seront tentées. En effet, aucune intégrase 
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entière, du VIH-1 ou du VIH-2, n’a été cristallisée à ce jour. Les techniques de modélisation 

des intégrases du VIH se basent sur les structures cristallisées d’intégrase avec 2 domaines 

(NTD et CCD, ou bien CCD et CTD). Cela limite les connaissances sur le fonctionnement 

exact de cette enzyme, ainsi que la qualité des prédictions sur l’impact des mutations sur la 

structure de l’intégrase. 

Une dernière piste de travail repose sur l’étude des sites d’intégration du VIH-2 dans le 

génome humain, sur lesquels nous ne disposons pas de données en dehors d’une étude 

réalisée sur des infections in vitro (MacNeil et al., 2006). Il a été récemment prouvé que des 

mutations aux codons 119 et 231 dans l’intégrase du VIH-1 modifiaient les sites d’intégration 

du génome proviral (Demeulemeester et al., 2014). Il serait intéressant de déterminer les sites 

d’intégration du VIH-2, dans un modèle cellulaire puis, si possible, dans des lymphocytes de 

patients, à l’aide d’une technique de capture des génomes proviraux suivie d’une technique de 

séquençage haut débit. 

 

En parallèle de ces travaux, observant ces insertions dans le gène de l’intégrase du VIH-2, 

nous avons colligé les données sur les séquences d’intégrase VIH-1, à l’aide des laboratoires 

de virologie français rassemblés à l’AC43 de l’ANRS. Nous avons d’ores et déjà identifié des 

insertions de taille très variable dans le gène de l’intégrase chez des PVVIH-1, à des positions 

différentes du VIH-2. L’impact de ces insertions sur la capacité réplicative du virus et sur la 

sensibilité aux ARV reste à déterminer. Néanmoins, il semble probable que l’insertion en tant 

que mécanisme de résistance, si elle existe, soit un mécanisme rare pour le VIH-1.  

 

Concernant les expériences réalisées sur la région LTR, nos futures expériences devront viser 

à confirmer ces premiers résultats. Il serait intéressant d’introduire ces mutations dans la 

région LTR du plasmide pROD9, d’infecter différentes lignées cellulaires avec les virus 

mutants générés et d’observer si ces mutations entraînent des différences dans la réplication 

virale et/ou dans la propagation de l’infection aux cellules non infectées. Enfin, l’activité 

transcriptionnelle pourrait être évaluée à l’aide de techniques de quantification des transcrits 

viraux, dans les CSMP des patients infectés. 

 

Afin de mieux comprendre les mécanismes immunologiques et virologiques permettant le 

contrôle de l’infection, il serait également important d’étudier les réponses immunologiques, 

ainsi que d’isoler les virus et de quantifier les différents réservoirs, au cours de la primo-

infection. Malheureusement, les infections par le VIH-2 sont souvent détectées tardivement et 
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les cellules immunitaires du patient sont rarement conservées. Une surveillance accrue doit 

être maintenue pour identifier ces rares primo-infections. 

En l’absence de données chez l’Homme, des collaborations avec des chercheurs de centres en 

primatologie pourraient être développées afin d’étudier la dynamique de réplication du VIH-2 

lors de primo-infection chez le modèle primate. Cela permettrait notamment d’explorer les 

réservoirs profonds, difficilement accessibles chez l’Homme, et sur lesquels les données sont 

limitées. En effet, certains patients infectés par VIH-2 présentent un déclin de leur nombre de 

lymphocytes T CD4+, bien que leur charge virale plasmatique reste indétectable, ainsi 

l’’étude de ces réservoirs profonds pourrait notamment permettre d’étudier la réplication 

virale dans ces réservoirs et d’élucider le mécanisme à l’origine de cette déplétion des 

lymphocytes T CD4+. 

 

En conclusion, la physiopathologie du VIH-2 est encore mal comprise, et nécessite des 

recherches pluridisciplinaires associant des acteurs immunologiques, virologiques, cliniques, 

pharmacologiques et des chercheurs fondamentaux. 
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Annexe 1 : Fiche de la cohorte ANRS CO5 VIH-2 



 Le Hingrat Quentin – Thèse de doctorat - 2019 

191 

 



 Le Hingrat Quentin – Thèse de doctorat - 2019 

192 

 



 Le Hingrat Quentin – Thèse de doctorat - 2019 

193 

 

 

 

  



 Le Hingrat Quentin – Thèse de doctorat - 2019 

194 

 

Annexe 2 : Algorithme ANRS d’interprétation 

des génotypes de résistance du VIH-2 
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Annexe 3 : Rapport de cas 

d’une primo-infection par le VIH-2 
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